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La generacidon de animales transgénicos ha contribuido extraordinariamente al avance
del conocimiento en las ciencias biomédicas y agricolas. La técnica mas utilizada, la
microinyeccion de particulas de ADN en uno de los dos pronucleos de zigotos, es utilizada
rutinariamente para la generacion de ratones transgénicos.

Asi mismo, la generacién de animales de produccion transgénicos es una de las
promesas mas fascinantes de la biotecnologia por sus multiples aplicaciones. Su utilizacion
potencial incluye su uso como modelo animal tanto para patologias humanas como para el
estudio de procesos fisioldgicos. Sin embargo, hasta muy recientemente la aplicacién de esta
tecnologia en animales de produccion se ha visto restringida por el alto esfuerzo y enorme
coste econdmico requerido para producir uno o pocos animales. Hace dos decadas se
publicaba el primer trabajo de cerdos y ovejas transgénicos (Hammer et al., 1985). La
eficiencia era mas baja que en ratones (1% de los zigotos microinyectados frente a un 5%
en ratones), porcentaje que no ha variado en los Ultimos 20 anos. Pese a su ineficiencia, la
técnica de microinyeccidon en pronucleo se ha mantenido hasta la actualidad la técnica mas
utilizada para generar tanto ratones como animales de produccién transgénicos debido a su
alta repetibilidad.

Aunque se han descrito algunas técnicas
alternativas, éstas no han gozado de mucha popularidad
bien por sus resultados inconsistentes en el caso de la
utilizacion de esperma como transportador de ADN
transgénico (Lavitrano et a/,, 2002) o por los problemas
de mortalidad embrionaria y perinatal asociados en la Hiersinvasaisrdal D H arial
transferencia nuclear a partir de células transgénicas prondcleo del ovocito fecundada
(Schnieke et al., 1997 y Wilmut e/ at 1997).

Recientemente, se ha logrado generar cerdos y terneros transgénicos a partir de
vectores lentivirales (Pfeifer et al, 2002; Lois et al, 2002; Hoffmann et al, 2003). A
diferencia del uso de vectores retrovirales, los lentivirus consiguen una altisima eficiencia de
infecciébn que se materializa en un espectacular porcentaje de animales positivos. Esta
diferencia radica en su capacidad de infectar células independientemente de su estado de
replicacion. Su amplio tropismo también viene dado por la proteina de envoltura de estos
virus, cuyo receptor es comun a todas las células de mamifero. Una vez dentro de la célula,
el genoma virico es retrotranscrito a DNA y transportado al nucleo, donde se integra. Los
lentivirus utilizados en esta tecnologia son de replicacién defectiva. Esto se consigue
mediante la mutacion de la secuencia LTR 3’ lo que imposibilita la salida del virus de su lugar
de integracion.

La gran mayoria de los trabajos publicados sobre animales transgénicos generados con
lentivirus utilizan un vector basado en el virus de la inmunodeficiencia adquirida humana
(HIV). En colaboracidon con el Instituto Roslin (Escocia, Reino Unido) hemos validado la
utilizacion de vectores derivados del virus de la anemia infecciosa equina (EIAV) para su uso
en la generacion de animales transgénicos. Para este experimento decidimos utilizar la
secuencia de una proteina fluorescente de medusa (GFP: Green Fluorescent Protein) por la
facil deteccion de su expresidon en animales.

El primer paso hacia la generacion de virus es la clonacion de la secuencia codificante
para GFP en un vector plasmidico hibrido. Este plasmido contiene las secuencias necesarias



para la replicacion del vector en bacterias y los elementos para
el empaquetamiento de la construccion en viriones (LTR 5, LTR
3" y sefal y de empaquetamiento). Este trabajo no difiere
substancialmente de la clonacién rutinaria de genes en vectores
plasmidicos.

El segundo paso requiere la co-transfeccién transitoria de
este vector con tres plasmidos de empaquetamiento que
aportan, en trans, las proteinas estructurales y replicativas
necesarias para la produccidon de lentivirus. La co-transfeccién
se realiza en lineas celulares que permitan la replicacion y
empaquetamiento del virus, como la linea 293FT, derivada de fibroblastos de rifidn
humanos. Tras dos dias de cultivo, se recoge, filtra y concentra el medio de cultivo en el que
se encuentra el virus.

Un punto critico para obtener altas eficiencias de transduccion es el titulo viral. A
diferencia de la labilidad de los vectores retrovirales, los lentivirus resisten sin dificultades
velocidades y tiempos elevados de centrifugacion, facilitando su concentracién. Hay varias
estrategias para estimar el titulo de la preparacién, desde la deteccion de particulas virales
por métodos ELISA o de PCR cuantitativa a ensayos funcionales por transduccion de células
y recuento de clones resistentes tras 14 dias. En todo caso, es necesario que el titulo de la
preparacion esté entorno a 108-10° cfu/ml.

El siguiente paso es la infeccion de los zigotos con los lentivirus. Las dos técnicas
descritas para la infeccion del zigoto son la microinyeccion de virus en el espacio perivitelino
o el cocultivo de los embriones sin zona pellcida en una solucion altamente concentrada de
virus. En nuestras manos, el primer método ha dado mucho mejores resultados ya que es
poco invasivo y facilita la recuperacion de los zigotos y su desarrollo a mérula y blastocisto.
En cambio, los embriones se recuperaban mal de la exclusion fisica de la zona pellcida
resultando en un menor porcentaje de blastocistos sanos.

Se microinyectaron 147 zigotos obtenidos de cinco cerdas donantes. Un total de 120 se
desarrollaron normalmente hasta el estado de blastocisto y fueron transferidos a cinco
cerdas receptoras. Cuatro de estas hembras llegaron a final de gestacion y parieron un total
de 40 lechones (33% de los transferidos). De estos 40 lechones, 37 (97%) eran positivos
para el transgén (detectado por PCR o Southern blotting). De estos 37 animales
transgénicos, 34 expresaban GFP, visualizable como pigmentacion verde al exponer la piel o
los érganos a luz azul.

El analisis por Southern blotting demostré un alto grado de moisaicismo en estos
animales FO. El nivel de transmision a la F1 es alto, permitiendo establecer lineas estables de
cerdos transgénicos. El alto nivel de expresion observado en los fundadores se mantiene en
la siguiente generacion. Este dato es vital, pues estd bien descrito en retrovirus la
inactivacion de la expresion (siencing) a largo plazo. Aunque, debido al largo espacio
intergeneracional, solo se tiene informacion de pocas generaciones, parece ser que este no
es el caso con los lentivirus y que su nivel de expresion se mantiene estable de generacion
en generacion. Este detalle es imprescindible para plantear experimentos de terapia génica o
para el establecimiento de lineas de animales transgénicos.

También hemos utilizado vectores basados en el virus HIV en otros proyectos todavia
en curso. Unos de ellos utilizan una estrategia de RNA de interferencia para bloquear la
expresion de varios genes enddgenos. La horquilla de RNA se expresa a partir de un
promotor dependiente de la polimerasa III. El objetivo del otro proyecto es reproducir una
patologia ocular humana en cerdos transgénicos. Estos animales seran utilizados en
experimentos de terapia génica. El mayor tamafio del ojo (respecto al ratén) facilita la labor
de los cirujanos que administran esta terapia en el espacio periretinal.



El desarrollo de vectores lentivirales capaces de transferir ADN transgénico a un amplio
espectro de células ha avivado de nuevo las viejas expectativas que esta tecnologia puede
aportar a la biotecnologia animal. Uno de los factores limitantes mas importantes es el
tamafio del ADN que puede ser clonado en estos vectores (10 Kb maximo, aunque a partir
de 6 Kb se consiguen titulaciones virales mas reducidas). Por lo tanto, las construcciones con
cDNAs o de ARN de interferencia son las mas adecuadas para estos vectores. Aun con todo,
las posibilidades comprenden tanto el uso como modelo animal, como la prevencién de
enfermedades infecciosas en animales de produccion o el estudio de genes candidatos de
relevancia en caracteres de produccidon. Quizas el avance mas importante es que la
reduccion de costes para la generacién de animales de produccion transgénicos puede, por
fin, abrir las puertas de esta tecnologia a la comunidad académica.
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