AUTOR INVITADO

Jorge Piedrahita’

ABSTRACT

Title: Transgenic animals and
their potential in the development
of animal biotechnology

The development of new technologies in
animal sciences, have allowed the
production of transgenic animals as an
alternative to improve some
characteristics. Transgenic animals have
a huge importance in human and
veterinary biomedicine and in animal
production. These animals are being
used as research models in medicine. For
example, apolipoprotein E deficient
mice that show susceptibility to
arteriosclerosis, are good models to
study the factors involved in the
development of this disease. Several
important proteins in human and
veterinary medicine obtained from
human or animal tissues, are as
expensive as 10000 dollars per milligram.
These costs could be reduced by using
the mammary gland as a bioreactor to
produce these proteins in the
recombinant form. However, one the
major difficulties to produce transgenic
animals is the impossibility to predict
the regulation and expression level of
the gene in the animal obtained. In this
paper, technological alternatives that are
being evaluated to improve gene
inclusion and to control the expression
of the gene in the transgenic animal are
: critically reviewed.
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Los Animales Transgénicos y su Potencial en el
Desarrollo de la Biotecnologia Animal

RESUMEN

Las nuevas tecnologfas en las ciencias animales han permitido la produccién de ani-
males transgénicos como una alternativa para el mejoramiento de ciertas caracteristi-
cas genéticas en los individuos de una especie. El uso de los animales transgénicos tiene
amplia repercusién en la biomedicina humana y veterinaria, al igual que en produc-
ci6n animal. Los animales transgénicos estén siendo utilizados como modelos de in-
vestigacién en medicina humana; un ejemplo, es la obtencion de ratones deficientes
en apolipoproteina E que muestran alta susceptibilidad a la arterioesclerosis y con los
cuales se facilita el analisis de los factores comprometidos en el desarrollo de esta en-
fermedad. Actualmente, varias proteinas de importancia en medicina veterinaria y
humana se obtienen de tejidos animales o humanos, con costos que llegan a los 10 mi-
llones de pesos por miligramo de proteina pura; estos costos podrian reducirse al pro-
ducirlas en forma recombinante, mediante el empleo de la glindula mamaria como
un biorreactor natural. Sin embargo, una de las grandes dificultades en la produccién
de animales transgénicos es la imposibilidad de predecir el nivel de regulacién y de
expresion del gene en el animal resultante. En el presente articulo se muestran las al-
ternativas tecnolégicas que se estdn evaluando para permitir una mayor incorporacion
de los genes y un mejor control de la expresion de los mismos en los animales

transgénicos.

Palabras Claves: produccién animal, animales transgénicos, recombinacién de genes,

expresion de genes.

INTRODUCCION

ACTUALMENTE existen tres técnicas de
produccién de mamiferos transgénicos: la
inyeccién pronuclear, el uso de vectores
retrovirales y la recombinacién homéloga
en células embrionarias madres (células
EM). Tanto la inyeccién pronuclear como
el uso de los vectores retrovirales se basan
en la introduccién de un gene “artificial” o
“transgene” en un cromosoma del embrién
en desarrollo. Desafortunadamente, toda-
via no es posible predecir el lugar de inser-
cién del transgene, por lo cual, es necesario
construir genes artificiales que funcionen
en cualquier parte del cromosoma (el pro-
ceso de insercién del transgene en la técni-
ca de inyeccion pronuclear es referido como
recombinacion ilegitima). Por esta razén,
el transgene debe contener toda la informa-
ci6n necesaria para un control adecuado de
transcripcién. Entre las secuencias de ADN
involucradas en el control de expresién de
un gene se encuentran, entre otros, los pro-
motores, los intensificadores y las regiones
de fijacién a la matriz nuclear (MAR)
(Klintworth, 1990; Brooks et al., 1994). Es-

tas secuencias reguladoras son dificiles de
identificar y aislar y, méxime si se tiene en
cuenta, que su nivel de expresién y su re-
gulacién apropiada estdn afectadas por
4reas adyacentes de la cromatina. Eso quiere
decir que, si se producen diez animales
transgénicos con el mismo transgene, cada
uno de ellos sera diferente debido a que
contiene el ADN artificial en diferentes dreas
cromosémicas. Este efecto, llamado el efec-
to de localizacién o efecto posicional, es la
causa més importante de la imposibilidad
para producir animales transgénicos de es-
pecies domésticas que regulen la expresion
del transgene de una manera apropiada
(Klintworth, 1990).

Afortunadamente, durante los ultimos
afios se ha desarrollado una técnica que
permite la introduccién del transgene en
areas especificas del cromosoma (Smithies
et al., 1985; Koller y Smithies, 1992). Es de-
cir, hace posible predecir el sitio en donde
terminaré localizado el transgene, y no es
necesario que este sea autosuficiente, ya
que se pueden usar las secuencias endo-
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genas reguladoras que se encuentran en el
drea donde se estd tratando de introducir
el transgene. Esta técnica, llamada recom-
binacién homéloga, hace uso, como su
nombre lo indica, de regiones de homo-
logia entre el ADN exdgeno (el transgene)
y el ADN endégeno (cromosémico), para
insertar el transgene en dreas especificas del
cromosoma. En otras palabras, usando esta
técnica se puede seleccionar el lugar en el
cromosoma donde seleccionar el ADN
exdgeno ird a terminar.

Como se puede ver en la figura 1, el gene
enddgeno, o gene X, estd compuesto de va-
rios intrones y exones que definen su iden-
tidad. Esta secuencia de ADN es tnica en
cada regién, por lo que se puede definir
como una “huella dactilar” genética. Utili-
zando métodos de ingenieria genética se
construye el transgene conteniendo las re-
giones de ADN, tanto intrones como exones,
que definen el gene X. Al introducir el ADN
exégeno en la célula, las regiones de
homologia entre el gene endégeno y el
exdgeno actiian como pequenos imanes y
se atraen mutuamente. Esta atraccion hace
que el ADN exdgeno identifique, entre el
ADN cromosomal completo, el ADN endé-
geno que contiene las mismas regiones de
homologia (Koller y Smithies, 1992).

Una vez encontradas las regiones de
homologia, el transgene reemplaza al ADN
enddgeno haciendo uso del proceso de
recombinacién homoéloga. En este tipo de
insercién el ADN es intercambiado y di-
fiere de aquel que ocurre en la inyeccién
pronuclear y los vectores retrovirales en
los cuales durante la recombinacién
homologa, el ADN es afiadido. Tanto el
proceso de insercién como el resultado fi-
nal son diferentes. En el caso de la
recombinacién homéloga el ADN del
transgene interacttia con el ADN end6geno
a través de regiones homologas e induce
un intercambio de ADN entre el transgene
y el ADN cromosémico (Koller y Smithies,
1992). En el caso de la inyeccién pronu-
clear la secuencia del transgene no influ-
ye en el proceso de insercion ya que el ADN
cromosémico no interactda con el trans-
gene de manera especifica.

Similarmente, el sistema de insercién
en los retrovirus no esta basado en secuen-
cias del ADN cromos6mico, sino en la pre-
sencia de una enzima viral llamada
integrasa y unas secuencias de ADN en el
retrovirus llamadas repeticiones termina-
les largas (LTR; Van der Putten, 1985). La
necesidad del transgene de interactuar con
una regién especifica en el sistema de
recombinacién homologa, hace que la fre-
cuencia de insercidn especifica sea relati-

vamente baja. Esta baja eficiencia del pro-
ceso de recombinacién homéloga no per-
mite su uso directo en embriones, sino que
obliga a su utilizacién en células pluri-
potenciales obtenidas del embrién, llama-
das células embrionarias madres o células
EM.

Las células EM son aisladas de la masa
celular interna (Mc1) de un embrién en
el periodo de preimplantacién. Basica-
mente, las células de la MCI se separan de
las células trofoblésticas y se cultivan en
condiciones que permitan su prolifera-
cién, pero que eviten su diferenciacién. En
estas condiciones, las células contintian
dividiéndose sin perder su habilidad de
diferenciarse normalmente (Evans y
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Esto impli-
ca que el material genético de estas célu-
las se pueda modificar en cultivo y
solamente después de seleccionar aquellas
células que contienen el cambio deseado,
se produce el animal transgénico. Como se
puede ver en la Figura 2, la manera de ob-
tener un organismo completo de una cé-
lula en cultivo es a través de la inyeccién
de las células embrionarias madres trans-
génicas en un embrién huésped. Debido
a que las células del embrion huésped no
son capaces de distinguir entre sus propias
células del mc1 y las células EM, las sefia-
les responsables del control del desarrollo
normal de las células del mc1 también son
recibidas por las células EM. Estas células
EM responden a las sefiales y se desarro-
llan normalmente. El resultado de este co-
desarrollo de las células EM y las células del
embrién huésped es la produccién de un
animal compuesto por dos tipos de tejido;
uno procedente de las células del embrién
huésped, y otro de las células Em (Bradley
et al., 1984). Este animal “mixto” se conoce
como una quimera y puede producir pro-
genie con el genotipo tanto del embrién
huésped como de las células transgénicas.
Esto quiere decir que la mutacién que se
introdujo en cultivo puede ser transmitida
a través de los espermatozoides o de los
oocitos a las futuras generaciones.

Animales Transgénicos en la
Biomedicina Humana y Veterinaria.

La utilizacién conjunta de la recom-
binacién homoéloga con la habilidad de
diferenciacion de las células EM luego de
su modificacién genética, han permitido
el desarrollo de dos técnicas nuevas de
manipulacién del material genético en
mamiferos. En primer término, ha permi-
tido la inactivacién de genes especificos
mediante la insercion de un transgene en
un gene activo, causando su bloqueo. Esta

técnica es conocida como inactivacién
insercional y permite el analisis de la fun-
cién de genes especificos en la fisiologia de
un organismo. Es asi como, utilizando esta
técnica ha sido posible determinar la fun-
cién de diferentes genes y la generacion de
animales con sindromes similares a los
encontrados en ciertas enfermedades de
los humanos (Koller y Smithies, 1992). En
nuestro laboratorio, por ejemplo, hemos
desarrollado un ratén deficiente en la apo-
lipoproteina E, una proteina involucrada
en el transporte del colesterol (Piedrahita
et al., 1992). Estos ratones desarrollan
arteriosclerosis prematura, lo cual los hace
un modelo excelente para el analisis de
factores que afectan, tanto positiva como
negativamente la incidencia de la enferme-
dad (Zhang et al., 1992).

En segundo lugar, y de mayor utiliza-
cién en la industria animal, est4 la produc-
ciéon de animales transgénicos que
produzcan proteinas modificadas en cier-
tos 6rganos, especialmente en la gldindu-
la mamaria. Para lograr esta regulacién tan
especifica es necesario no solo que todos
los reguladores de la transcripciéon del
ADN estén intactos en el transgene, sino,
mds importante atin, que éste se encuen-
tre en el lugar cromosémico que le corres-
ponde. La tnica forma de lograr que se
cumplan esos dos requerimientos, es in-
troduciendo un gene en el animal de ma-
nera que quede bajo control de un gene
endégeno que sea expresado apropiada-
mente. En el caso de la glindula mamaria,
serfa un gene que codifica a una proteina
tnica de la leche como la caseina, la
lactoglobulina, o la proteina 4cidica del
suero (WAP), (Wilmut et al., 1991a,1991b).
Como se puede observar en la Figura 3,
este objetivo se puede completar utilizan-
do la técnica de recombinacion homéloga.
Bdsicamente, el transgene estd compues-
to de dreas homologas al gene del wap,
pero adicionalmente contiene un segun-
do gene (en este ejemplo el gene del
activador de plasminégeno de tejidos-
TPA) codificador de la proteina que se de-
sea producir en la glindula mamaria.
Mediante las zonas homélogas es posible
lograr que el transgene se incorpore en el
lugar cromosémico que contiene el gene
del waP endbgeno a través de una reac-
cién de recombinacién homologa. El re-
sultado de esta reaccion es el cambio del
gene enddgeno por el transgene. Si el
transgene esta bien disefiado, es posible
obtener expresién tanto del WAP como de
TPA. Lo importante es que a nivel de la
transcripcién, el gene esté controlado por
los reguladores del waP, los cuales no solo
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han quedado intactos sino que estdn en el
lugar cromosémico donde normalmente
funcionan.

El interés en los estudios de la glandu-
la mamaria se debe a que actualmente,
proteinas de importancia en medicina
humana y veterinaria se obtienen de ma-
terial humano o animal, a costos exorbi-
tantes que llegan a alcanzar los s5-10
millones de pesos por miligramo de pro-
teina pura. Estos costos se pueden reducir
utilizando proteinas recombinantes pro-
ducidas ya sea por bacterias, levaduras,
células en cultivo o empleando animales
como bioreactores.

Un sistema ideal de produccién de pro-
teinas recombinantes debe llenar los si-
guientes requisitos: Primero, el sistema
debe producir altas cantidades de la protei-
na de interés. Segundo, la proteina debe ser
activa bioldgicamente y ser idéntica a la
proteina end6gena. Tercero, el costo de pro-
duccién debe ser relativamente bajo en re-
lacién con el valor probable de la proteina
en el mercado. Desafortunadamente, las
bacterias no procesan la proteina de una
manera igual a las células de los mamiferos,
lo que puede resultar en una proteina que
cause una reaccién inmunoldgica en el pa-
ciente. Aunque la proteina producida por
células en cultivo, y hasta cierto punto por
las levaduras, no tiene problemas con reac-
ciones inmunolégicas debido a procesa-
mientos irregulares, los costos de produccién
y el nivel técnico requerido para su produc-
cién son muy altos.

Figura 3. Proceso de recombinacién homdloga
para produccién de farmacos en la gldndula
mamaria. a) Gene endogeno de la proteina dcida
del suero (WAP) con todos los reguladores
necesarios para su expresion en la glandula
mamaria durante la lactancia. b) Transgene que
contiene las regiones de homologia con el gene
enddgeno, necesarias para la induccidn del proceso
de recombinacion homologa. Adicionalmente, el
trasgene contiene el gene activador del
plasmindgeno de tejidos (TPA), dando origen a la
produccion de una proteina de fusion compuesta
por el WAP y el TPA. ¢) Gene enddgeno del WAP
luego del proceso de recombinacion. De esta
manera el TPA serd expresado en la gldndula
mamaria durante la lactancia.

Figura 1. £ proceso de recombinacion homdloga. a) Region enddgena con cuatro dreas especificas. Esta
copia se encuentra en el cromosoma. b) Transgene producido en el laboratorio conteniendo tres dreas
idénticas a las de la region enddgena. Adicionalmente contiene el gene de la neomicina, el-cual permite
seleccionar las células que contienen el transgene. c) Las éreas Il y Ill del gene enddgeno han sido
reemplazadas por las éreas 1,2 y 3 del trasgene durante el proceso de recombinacion homoéloga.
Adicionalmente el gene de la neomicina ha sido introducido en el cromosoma, dando como resultado
final el reemplazo de una region especifica del cromosoma por un ADN producido en el laboratorio.
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Figura 2. Produccion de quimeras utilizando las células embrionarias madres (EM). Las células
EM transgénicas son disociadas y un grupo de 12 a 15 se inyectan en un blastocisto huésped. Los
embriones son trasferidos a una receptora sincronizada que actda como incubadora. Los
embriones se desarrollan en el ttero de la receptora y nace una quimera. La quimera tiene
tejidos derivados de las células EM y tejidos derivados del embrién huésped. Estos tejidos mixtos
pueden incluir los testiculos o los ovarios, es decir, se pueden obtener gametos derivados de las
células EM. El cruzamiento de estas quimeras con una pareja normal puede dar una progenie
que contiene el trasgene introducido en la célula EM en cultivo.

b)

a) UV —L L

X

— WAP

VIaVAVAYAY s WAP [_TPA

TPA

REVISTA CORPOICA « VOL 1+ N°1 « OCTUBRE 1996



32 Los animales transgénicos

Estos problemas con los métodos in vitro
han llevado al desarrollo de métodos de
produccién de proteinas in vivo. En parti-
cular, se han generado animales trans-
génicos que producen proteinas exégenas
de interés médico en la gldndula mamaria.
El método de produccién de estos anima-
les ha sido a través de la inyeccién pro-
nuclear de un transgene que contiene las
regiones reguladoras responsables de la
expresion del gene unicamente en la glan-
dula mamaria y del gene que expresa la
proteina de interés. Las tres regiones mas
utilizadas han sido las reguladoras de la
ovalbumina ovina, de la caseina beta de la
rata, y de la proteina acidica del suero
(wapP), (Pittius et al., 1988; Shamay et al.,
1991; Wilmut et al., 1991a).

Utilizando la inyeccién pronuclear y las
secuencias reguladoras de la gldndula
mamaria, tanto la industria privada como
los laboratorios universitarios han desarro-
llado cerdos, ovejas y cabras transgénicas,
produciendo proteinas heter6logas en la
glandula mamaria. Estas proteinas inclu-
yen alfa-1-antitripsina (anti-inflamatorio),
coldgeno (tratamiento de fracturas y que-
maduras), factor vii y 1x (hemofilia),
fibrinégeno (quemaduras, cirugfa), hemo-
globina humana (transfusiones), proteina
C (deficiencia de proteina C), y el
activador de plasmindgeno de tejido (TPA)
(ataques cardiacos, trombosis, embolismo
pulmonar) (Rucker, comunicacién perso-
nal). Los niveles de produccién fluctdan
entre 100-200 mg por dia hasta mds de 100
gramos diarios de la proteina de interés
pura. Con niveles de produccién de 100
gramos diarios, se calcula que dos anima-
les transgénicos serian suficientes para sa-
tisfacer la necesidad de factor 1x de la
humanidad. Esto afectaria los costos de
factor 1X de una manera casi inconcebible
con reducciones de precio de mas de
1.000% (de US$1.000/mg a US$1/mg).
Aungque existe la tecnologia para la gene-
racion de estos animales, los costos de pro-
duccién limitan su aplicacién a proteinas
de muy alto valor comercial.

Animales Transgénicos
en la Produccién Animal

Debido a los altos costos de produccién
de animales transgénicos en el momento,
la aplicacion de esta tecnologia es muy li-
mitada. Inicialmente hubo mucho interés
en la manipulacién del crecimiento a tra-
vés de la inyeccion de la hormona de creci-
miento en cerdos (Pursel et al., 1989; Ebert
etal.,1991; Wall, 1996). Desafortunadamen-
te, los resultados de estos experimentos de-
mostraron que, simultdneamente con el

aumento en la eficiencia de utilizacién del
alimento y en el nivel de crecimiento, apare-
cian en el animal tratado con la hormona
problemas fisicos que no permitian su co-
mercializacién. Recientemente, se han ob-
tenido cerdos transgénicos conteniendo
IGF-1 y el oncégene cSKI; sin embargo,
como en el caso anterior, no se alcanzaron
los resultados positivos logrados con la apli-
caci6on de esta tecnologia en ratones
transgénicos. Es asi como, a pesar de mds
de 15 afios de investigacion en esta drea no
existe un animal transgénico de valor co-
mercial con un nivel de crecimiento modi-
ficado (Wall, 1996).

Otra 4rea de investigacién en el sector
pecuario, es la produccién de animales
resistentes a enfermedades especificas.
Aunque esta tecnologia ha dado resultado
en ratones, hasta ahora no se ha podido
reproducir exitosamente en especies do-
meésticas. Recientemente, Clements et al.
(1994), reportaron la produccién de ove-
jas transgénicas produciendo particulas del
virus visna. Resultados preliminares indi-
can que las ovejas contienen anticuerpos
dirigidos a este virus, mas no indican toda-
via si la expresion de esta proteina confiere
resistencia a la enfermedad.

En la actualidad, la aplicaciéon mas
promisoria de animales transgénicos, pare-
ce ser la produccién de lana modificada en
ovejas. Recientemente se report6 la produc-
ci6én de una oveja transgénica expresando
IGF-I controlado por el regulador de la
keratina (Bullock et al., 1995). La produc-
cién de lana fué 10% mayor en ovejas
transgénicas que en las no-transgénicas.
Actualmente, se estd analizando la calidad
de la lana, y si se demuestra que esta se
mantiene, seria el primer animal
transgénico de valor comercial en sistemas
de produccién pecuaria.

Tal vez las razones principales del len-
to progreso en la produccién de animales
domésticos transgénicos son, el alto costo
de esta tecnologia y su concentracién en
muy pocos laboratorios. Esto limita no
solo el nimero de experimentos que se
pueden desarrollar en un cierto tiempo,
sino también, la masa critica disponible
para el avance de esta drea cientifica.

Tecnologias en Desarrollo

Como se mencionaba anteriormente, el
problema con la produccién de animales
transgénicos usando inyeccién pronuclear,
es la imposibilidad de predecir el nivel de
regulacién y de expresién del animal re-
sultante. Debido a los altos costos de pro-
duccién de estos animales en especies
domésticas, se percibe que solo aquellos

laboratorios con altos recursos o la indus-
tria privada puedan emprender progra-
mas de este tipo.

En el momento los costos de produc-
ci6én de una vaca transgénica se calculan
en US $250,000 y de un cerdo US $50,000.
La conjuncién entre los altos costos y la
incertidumbre de los resultados, explican
el bajo uso de esta tecnologia. Obviamen-
te, la habilidad para determinar los cam-
bios exactos ocurridos luego de una
modificacién genética y la capacidad de
usar los reguladores enddégenos, hace pen-
sar que el uso de la recombinacién
homoéloga aumentaria la eficacia de pro-
duccién de animales transgénicos .

Desafortunadamente, en el momento
esta técnica solo se ha podido utilizar en
roedores, debido a la dificultad de aislar las
células EM en otras especies. Investigacio-
nes previas (Piedrahita et al., 1990a; 1990b)
han demostrado la posibilidad de aislar cé-
lulas EM en porcinos; sin embargo, no se
ha logrado identificar las condiciones que
ayuden a mantener estas células EM en un
estado genéticamente estable por largos
periodos de tiempo. En bovinos, los pro-
blemas técnicos son similares; algunos
grupos reportan, la capacidad de aislar las
células pero no han tenido éxito en man-
tener su estado pluripotencial. Solo un
grupo ha reportado la obtencién de pro-
genie utilizando células en cultivo y la téc-
nica de transferencia nuclear (Simms y
First, 1993). A pesar de la intensa investi-
gacién realizada por varios laboratorios,
no ha sido posible replicar estos resulta-
dos. En este momento la investigacién en
el area de aislamiento de las células EM en
bovinos, ovinos y porcinos, se enfoca al
descubrimiento de proteinas embrionarias
o0 uterinas que permitan la proliferacién e
inhiban la diferenciacién de estas células
EM in vitro. Recientemente se report6 la que
ciertas citoquinas como la interleukina-6,
oncostantina-M, el factor inhibitorio de
leucemia (LIF), y el factor ciliar neuro-
tro6fico (CNTE), pueden facilitar el aisla-
miento de las células EM en ratones
(Yoshida et al., 1994). En nuestro labora-
torio se ha desarrollado un sistema utili-
zando embriones de cerdo que permite
evaluar los efectos de estas proteinas sobre
el desarrollo de la masa celular interna
(Moorey Piedrahita, 1996). Utilizando este
sistema y proteinas obtenidas de ratones
o humanos, hemos observado la incapa-
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cidad de estas proteinas para actuar sobre
el embrién porcino. Esto significa, que las
proteinas heterélogas no son activas en el
cerdo, o que el cerdo no tiene los recep-
tores para aquellas proteinas. Para resol-
ver esa pregunta hemos aislado los genes
de CNTEF y el LIF porcino y estamos en el
proceso de expresar las proteinas para de-
terminar su bioactividad en el embrién
porcino. Paralelamente, estamos utilizan-
do métodos basados en la reaccién en ca-
dena de la polimerasa que nos permitan
analizar la expresion de los receptores para
este tipo de proteinas en un solo embrién.

Alternativamente, el desarrollo de célu-
las embrionarias madres en ratones, se
puede conseguir utilizando no solo em-
briones sino también células germinales
obtenidas de embriones antes de la dife-
renciacién sexual (Matsui et al., 1992).
Utilizando técnicas similares, y nuestra
experiencia sobre el efecto de ciertas
citoquinas en el estado de diferenciacion
del embrién porcino, hemos obtenido
varias lineas celulares con morfologia y
marcadores de diferenciacion similares a
aquellos detectados en las células embrio-
narias madres. Actualmente, estamos in-
vestigando la capacidad de estas lineas
celulares para participar en la formacién
de una quimera una vez inyectada en un
embrién huésped. A pesar de no contar
todavia con los resultados finales de esta
investigacion, el hecho de haber logrado
mantener la morfologia y la expresién de
marcadores especificos por varias sema-
nas, indica que estamos aproximéndonos
a las condiciones necesarias para el aisla-
miento de este tipo de lineas celulares.

Dado que el desarrollo de las células EM
en especies domésticas, posiblemente, no
se logre en el corto plazo, varios laborato-
rios incluyendo el nuestro, estan buscan-
do alternativas de producci6én de animales
transgénicos para incrementar la eficien-
cia y el control de regulacién existente, sin
hacer uso de las células embrionarias ma-
dres. Debido a los altos costos de investi-
gacion, este tipo de trabajos esta limitado
en esta etapa a ratones. Los dos enfoques
principales en esta investigacién son, el
desarrollo de técnicas que bloqueen el
efecto posicional, y el desarrollo de técni-
cas que incrementen la proporcién de
embriones inyectados que incorporen el
transgene.

Para reducir el efecto posicional,
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Figura 4. Recombinacion mediada por la enzima cre. La recombinasa cre identifica una
region de 32 nucledtidos llamada loxP. Una vez reconocido este sitio, la enzima puede
inducir una insercion o una delecidn. Para que esta reaccion ocurra es necesario la presencia
de dos secuencias loxP. Es decir, la enzima es capaz tanto de causar insercién de ADN en un
lugar marcado por loxP, como de remover un 4rea de ADN enmarcada por dos loxP.

McKnight et al. (1992), incluyeron en el
transgene las secuencias de la regién de
fijacion a la matriz (MAR) obtenidas del
gene de la lisozima. Estas regiones de fija-
ci6én aislan fisicamente una regién de
cromatina de la otra y tedricamente pue-
den evitar que niveles de expresion de una
de ellas afecten la expresion en otra region.
Sus resultados demostraron que en el caso
del gene WAP, las regiones MAR fueron
capaces de aislar el gene de una manera
significativa. El porcentaje de fetos vivos
que expresaban el transgene aumento del
60% sin MAR al 100% con MAR. Lamen-
tablemente, los niveles de produccién de
la proteina exdgena no se aumentaron y
alcanzaron solo un 10-20% de los niveles
endégenos. Estos resultados indican que
este tipo de “aisladores” podrd mejorar el
nivel de regulacién y proteger contra el
efecto posicional, sin embargo, se requie-
re su estudio en especies domésticas. Tam-
bién indican, que para aumentar el nivel
de expresion se deben identificar secuen-
cias diferentes a los MAR.

Con el fin de mejorar la eficiencia de
produccién de animales transgénicos,
nuestro grupo estd adelantando los estu-
dios iniciales para establecer la posibilidad
de usar una enzima llamada cre para au-
mentar el nimero de eventos insercionales
(Sauer y Henderson, 1994; Rucker y
Piedrahita, 1995). La técnica estd basada en
la observacién de que la enzima cre es ca-
paz de identificar una secuencia de ADN de
32 bases, llamada loxP, y de catalizar la
recombinaciéon de dos moléculas conte-
niendo cada una de ellas un secuencia loxP
(figura 4). Esto trae dos beneficios: prime-
ro, que al integrar inicialmente un gene
con la secuencia loxP, el gene, o el drea

cromosémica, queda “marcada” para el
evento secundario; y segundo, que la in-
sercion es catalizada por una enzima, pro-
ceso que es mds eficiente que las
inserciones no enziméticas, como la que
ocurre durante la recombinacién homé-
loga o recombinacién ilegitima. La com-
binacién de la habilidad para introducir el
transgene en dreas especificas, a través dela
insercién de una secuencia loxP en el drea
de interés, y el incremento en la eficiencia
por el uso del cre, permitird optimizar la
produccién de animales transgénicos con
mejor regulacion.

A pesar de las dificultades existentes se
prevé que en los préximos 5 afios se van a
dilucidar las condiciones que permitan el
aislamiento de células EM en los bovinos,
ovinos, y porcinos. Una vez las células EM
sean aisladas, no se anticipa ninguna difi-
cultad para producir los cambios genéticos
por medio de recombinacién homéloga,
ya que se ha demostrado que las enzimas
responsables de facilitar este tipo de
recombinacién estén conservadas en las
especies mamiferas. Estos avances, y los
obtenidos en el aumento de la eficiencia y
el control de regulacién de animales
transgénicos producidos por la inyecciéon
pronuclear, indican que la investigacién en
esta area de la producci6 resultard en la
generacion de animales de gran beneficio
para la humanidad. Es el momento de que
Colombia decida si se limita a ser compra-
dor de los productos de esta tecnologia o
invierte en la capacitacion del recurso hu-
mano y en la infraestructura fisica nece-
saria para el desarrollo de su propia
industria; una industria destinada a revo-
lucionar los sistemas agropecuarios y
biomédicos en el siglo Xx1.
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