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RESUMEN

CRISPR-Cas es una técnica de edicidon genética. La relevancia de esta técnica frente a
anteriores es su facil uso, el bajo coste econdmico y la plasticidad. El objetivo de este trabajo ha
sido realizar un compendio de los principales usos del sistema CRISPR-Cas en veterinaria; desde

la aplicaciéon en animales de laboratorio, animales domésticos o animales de produccion.

También, se pretende reunir las ultimas novedades en el tema de los xenotrasplantes.

Para la realizacidn del presente trabajo se recogieron los ultimos articulos publicados en
revistas relevantes, asi como otros menos actuales, pero de gran importancia por los avances

que permitieron.

Entre las conclusiones de la revision llevada a cabo, cabe destacar, que la técnica CRISPR-
Cas presenta muchas ventajas, pero aun tiene que ser perfeccionada para conseguir resultados
mas aplicables al dia a dia. Aun asi, los experimentos para la mejora de distintas facetas de
animales de produccién son muy numerosos. También, se ha conseguido generar modelos
animales de muchas enfermedades humanas, lo que supone un gran avance en la medicina
personalizada. Por ultimo, es remarcable que la investigacién de posibles aplicaciones con
objetivos terapéuticos en animales es muy reducida. Este hecho junto con la importancia
exponencial que estan cobrando las mascotas y la experiencia en modificacion del genoma
animal hace pensar que, en futuro cercano, se trasladaran los conocimientos de la medicina

humana a la veterinaria y la investigacidon animal aumentara.

Palabras clave: CRISPR-Cas, edicidn genética, animales, aplicaciones, bioética.
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ABSTRACT

CRISPR-Cas is a gene editing technique. The relevance of this technique compared to
previous ones is its ease of use, low economic cost and plasticity. The objective of this work has
been to make a compendium of the main uses of the CRISPR-Cas system in veterinary medicine;
from the application in laboratory animals, domestic animals or livestock animals. Also, it is
intended to gather the latest news on the subject of xenotransplantation.

To carry out this work, the latest articles published in relevant journals were collected,
as well as others that were less current, but of great importance due to the advances they
allowed.

Among the conclusions of the review carried out, it should be noted that the CRISPR-
Cas technique has many advantages, but it still has to be perfected to achieve more applicable
results on a day-to-day basis. Even so, the experiments for the improvement of different facets
of livestock animals are very numerous. Also, it has been possible to generate animal models of
many human diseases, which represents a great advance in personalized medicine. Finally, it is
remarkable that the investigation of possible applications with therapeutic objectives in animals
is very limited. This fact, together with the exponential importance that pets are gaining and the
experience in modifying the animal genome, suggests that in the near future, knowledge will be

transferred from human medicine to veterinary medicine and animal research will increase.

Keywords: CRISPR-Cas, gene editing, animals, applications, bioethics.
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1. INTRODUCCION

1.1 Edicidn genética

La evolucidn y el desarrollo de los sistemas de secuenciacién del genoma ha generado

un interés creciente en el conocimiento de la funcién de los genes.

El término “edicién genética” hace referencia a la modificacién de genes por reemplazo,
insercidn o eliminacién de secuencias de ADN en el genoma de un organismo mediante enzimas
de tipo nucleasas. Las nucleasas o “tijeras moleculares” son enzimas capaces de generar cortes
en cadenas de nucledtidos (ARN o ADN) en lugares determinados. Por tanto, la edicidn genética,
se basa en el uso de nucleasas disefiadas y compuestas por dominios de unién a ADN especificos
de secuencia fusionados con un mddulo de escision de ADN no especifico (Carroll, 2011; Gaj et

al., 2013)

La modificacion del ADN es el resultado de la reparacidon que de forma fisiolégica se va

a iniciar una vez cortada la doble cadena de ADN (Lacadena, 2016).

Una rotura de doble cadena de ADN es incompatible con la vida de la célula, por tanto,
los sistemas de reparaciéon de ADN estan presente en todos los tipos celulares y organismos

(Maestre & Patifio, 2016).

Como muestra la Figura 1, las principales vias de reparacién de dafios en el ADN son la
unién de extremos no homalogos (NHEJ) y la reparacion dirigida por homologia (HDR) (Wyman

& Kanaar, 2006).

e Reparacidon por unidon de extremos no homadlogos (NHEJ): esta ruta consiste en la
insercion y eliminacidon de nucleétidos de forma aleatoria hasta conseguir de manera
azarosa que dos bases sean complementarias y generar una reordenacion alrededor de
este punto reconstruyendo la cadena de ADN. Este proceso generalmente lleva a la
alteracion de la pauta de lectura de los genes, resultando en proteinas trucadas o
formacién de codones de STOP que inactivaran ese gen. Los resultados aberrantes como
consecuencia de inserciones y deleciones aleatorias se denominan INDEL (small
insertions and deletions)(Lieber, 2010). Se trata de un método rapido y eficiente de
reparacion de DSBs (double strand break o cortes de doble hebra), representa la ruta
predominante de reparacion de DSBs en mamiferos, ocurriendo en una relacién de

1000:1 frente a la reparacion por homologia (Fattah et al., 2008).
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e Reparacion dirigida por homologia (HDR): a diferencia de NHEJ, la reparacion de dobles
roturas por esta via implica el uso de un molde de ADN con homologia. La célula es capaz
de reconocer un fragmento de ADN que tenga extremos homodlogos a las secuencias
alrededor del corte e insertarlo para, de esta manera, recuperar la continuidad. Esta
ruta es necesaria para que se dé la edicidn genética. En el fragmento de ADN homélogo
se pueden introducir cambios dirigidos; en el proceso de reparacién del corte, se
incorporara, resultando en una célula con una nueva secuencia elegida en un lugar

determinado (Maestre & Patifio, 2016; Wyman & Kanaar, 2006).

La tasa de HDR ocurre con una frecuencia muy baja (Thomas & Capecchi, 1987). Debido a
esto, durante los ultimos afios, una parte importante de la investigacion enfocada a mejorar la
eficiencia de la terapia génica se centra en la busqueda de estrategias que aumenten la tasa de

HDR (Shao et al., 2017).

NHEJ HOR
N7A\'7 N7, e
SOV donte
Creacién de mutaciones tipo InDel.
Corrimiento del marco de lectura ¥

Edicién controlada del genoma

Figura 1: Descripcion general de los posibles resultados de la edicion del genoma utilizando nucleasas
especificas del sitio (Madariaga-Perpifian et al., 2020).

Los principales sistemas de edicién genética por orden de descubrimiento son (Figura 2):

e Recombinacién homéloga normal.
o Espontdnea: como sistema normal de reparacién del ADN ante dafios
enddgenos o exdgenos (Brinster et al., 1989; J. Zheng et al., 2018).
o Inducida por enzimas de restriccion (Smithies et al., 1985).
o Inducida por meganucleasas (Kuijpers et al., 2013; Paques & Duchateau, 2007).

e ZFN (Zinc FInger Nucleases)(Carroll, 2008; Cathomen & Keith Joung, 2008).
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e TALEN (Transcription activator like effector nucleases)(Bedell et al., 2012; Wright et al.,
2014).
e CRISPR-Cas9 (Jinek et al., 2012)..

Meganucleasa

Figura 2: Descripcion grafica simplificada de los principales sistemas de edicidon genética mediada por
nucleasas (Montoliu, L., 2021).

En el apartado de Anexos se realiza una comparativa en formato de tabla (Anexo 1)

como aclaracion de las diferencias entre las técnicas citadas anteriormente.

El uso de nucleasas de disefio (ZFN, TALEN o Cas9) ha permitido generar recombinacion
homologa con fragmentos de ADN adicionados de una manera mucho mas eficiente (Johnson &
Jasin, 2001). La ventaja que aportan es la induccidn de un corte de doble hebra en el ADN
haciendo necesaria la reparacion (Madariaga-Perpifidn et al., 2020). Hasta el inicio del uso de las
nucleasas, las inserciones de fragmentos de ADN aportados solo se darian cuando se

fragmentara el ADN de forma natural.

Durante este trabajo, se desarrollard en profundidad la técnica CRISPR-Cas por las

ventajas que aporta en comparacion con técnicas anteriores al campo de la edicién genética.

1.2 Desarrollo histdrico

A finales de los afios ochenta e inicios de los 90, durante un estudio, se llevd a cabo el
genotipado de Haloferax mediterrani. En el proceso de secuenciacién de fragmentos de ADN se
detectd la aparicidon de secuencias que se repetian a distancias regulares. Estas secuencias se
caracterizaban por ser parcialmente palindrémicas, idénticas en tamafio y distancia a la que

aparecian. Posteriormente se denominarian CRISPR por las siglas Clustered Regularly

Maria del Mar Higueras Almazan 2021/22 7



1. INTRODUCCION

Interspaced Short Palindromic Repeats, o Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y

Regularmente Espaciadas (Mojica et al., 1993).

Después del primer descubrimiento de secuencias CRSIPR en H. mediterrani, se
publicaron nuevos estudios en los que se describian secuencias parecidas en bacterias como
Mycoplasmas (Lussow et al., 1991) y Escherichia coli (Ishino et al., 1987). El hecho de que
hubiesen sido mantenidas por organismos tan dispares hacia intuir la posible importancia de

estas secuencias.

Durante esta época, aparte de estudiar las CRISPR, también se comenzo a estudiar las
secuencias espaciadoras entre repeticiones. Mediante programas bioinformaticos creados a
propdsito, se compararon secuencias de mas bacterias, virus, etc. El descubrimiento de
homologias entre ciertas secuencias espaciadoras y genomas viricos y de plasmidos llevé a
plantear la siguiente hipdtesis: “la homologia en bacterias era un sistema inmune genético, de
manera que las bacterias que tuviesen el fragmento del ADN virico o plasmido integrado serian

I”

inmunes a él” (Mojica et al., 2005). En 2007, esta hipotesis fue confirmada (Barrangou et al.,,

2007).

En un principio, esta hipdtesis no pudo ser contrastada experimentalmente ya que no
se cumplia que todas las bacterias que integraban ADN de fagos fueran inmunes a ese fago. Aios
después se descubridé que esto pasaba porque el sistema CRISPR de defensa estaba silenciado

(Pougach et al., 2010; Pul et al., 2010).

En 2012, se explicé de manera detallada el funcionamiento del sistema. También se
consiguid describir todos los elementos necesarios CRISPR para cortar secuencias de ADN en
sitios determinados: nucleasa Cas, crARN y trancrRNA (desarrollado en el apartado siguiente).
Ademas, varios autores previeron por primera vez que el sistema CRISPR asociado a la enzima
Cas (en adelante CRISPR-Cas) podria ser usado como herramienta de edicién genética (Jinek et
al., 2012; Gasiunas et al., 2012). Previo a esto, ya se habia comprobado la posibilidad de que un

organismo integrase sistema CRSIPR- Cas de otro (Sapranauskas et al., 2011).

En 2013, por primera vez, se consiguid editar células de mamiferos cultivadas in vitro
mediante el sistema CRISPR-Cas (Cong et al., 2013a). En este afio, también se llevé a cabo por
primera vez la edicién del genoma humano por Cas9 (enzima Cas especifica de la bacteria

Streptococcus pyogenes) (Mali et al., 2013).

La aplicacién de estas técnicas in vitro llegd a su punto algido con la creacidn de los

primeros ratones editados mediante el sistema CRISPR-Cas (H. Wang et al., 2013).
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En conclusidn, el conjunto de eventos que ha llevado al conocimiento y entendimiento
del sistema CRISPR-Cas ha sido un proceso dinamico, con muchos investigadores interesados en
el estudio de la técnica debido a su gran potencial. Hoy en dia, el sistema CRISPR esta muy
desarrollado; aun asi, siguen descubriéndose nuevas formas de mejorar su eficacia y limitar sus
errores. El dinamismo y la facilidad de manejo de la técnica hace que sus aplicaciones sean
practicamente ilimitadas; es por ello que constantemente aparecen articulos que refieren usos

novedosos.

1.3 Descripcion del sistema CRISPR-Cas

1.3.1 Componentes genémicos

El sistema CRISPR-Cas es un sistema inmunitario transmisible de generacién en
generacidon que proporciona resistencia contra elementos genéticos extrafios en procariotas
(Barrangou et al., 2007). Las construcciones gendmicas CRISPR-Cas se localizan en lugares

determinados del genoma denominados “locus CRISPR-Cas” (Figura 3).

Repeat Spacer

CAS genes Leader CRISPR array

CRISPR Locus
Figura 3: Representacion de un CRISPR locus (Gupta et al., 2019).

En estas construcciones se albergan los genes que codifican para las moléculas efectoras
de las funciones de inmunidad. Dichos genes son los siguientes (sobre el sistema CRISPR clase

1):

» Secuencias CRISPR que separan los espaciadores.

» Secuencias espaciadoras entre repeticiones CRISPR. Los espaciadores son segmentos
obtenidos zonas concretas del ADN de un fago. La cantidad de secuencias espaciadoras
varia segun el tipo de procariota, ademas pueden ir afiadiéndose durante la vida del
organismo después de sufrir infecciones (Yosef et al., 2012). La transcripcion de estos
fragmentos, después de un proceso de maduracion, dara lugar a crRNA o ARN guia con

secuencias homologas al ADN viral.

! Sistema CRISPR-Cas mas sencillo. Explicado de forma mds detallada en el siguiente apartado.
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Los fragmentos que se incluyan en el genoma bacteriano deben estar en el
genoma virico, cerca de secuencias PAM (protospacer adjacent motif, traducido al
espainol como motivo adyacente del protoespaciador). El hecho de que solo se
adquieran secuencias cercanas a PAM constituye un mecanismo de seguridad que evita
gue se generen cortes en el propio ADN. Es decir, el sistema CRISPR-Cas solo generara
cortes cuando detecte secuencias PAM posteriores a la secuencia homdloga del ARN
guia (Deveau et al., 2008). Por ejemplo, la secuencia PAM que debe detectar la enzima
Cas9 (muy usada) es un triplete de nucleétidos NGG (de la Fuente-Nunez & Lu, 2017)
Cas o genes contiguos a los CRISPR: los genes que codifican para las proteinas Cas,
encargadas de generar el corte al ADN extrafio para invalidarlo entre otras funciones
(Wiedenheft et al., 2012).

La nucleasa Cas9 estd conformada por 3 dominios (Jinek et al., 2012):

e El dominio de interaccidn con PAM (PI).

e El dominio de la nucleasa HNH (histidina-asparagina-histidina): permite cortar

la cadena complementaria al crARN.

e El dominio RuvC que corta la hebra opuesta a la anterior del ADN extrafio.
Secuencias codificantes del tracrRNA: el tracrARN es una molécula de ARN transcrito a
partir de una regién repetida. Es el encargado de promover la maduracion del primer
transcrito de las secuencias espaciadoras (pre-crRNA) para dar lugar al crRNA (P. Gao et
al.,, 2016). Ademas, se une tanto al crRNA como a la nucleasa Cas9 actuando como

anclaje entre ambas.

Como muestra la Figura 4, las moléculas efectoras resultantes de la descodificacién de

los genes anteriormente propuestos serian las siguientes: nucleasa Cas, el crRNA y el tracrRNA.

Las moléculas de tracrARN, crARN pueden fusionarse en una guia Unica de ARN (single guide

ARN= sgRNA), lo cual simplifica en gran medida el uso de este sistema (Doudna & Charpentier,

Type ll
effector complex

Figura 4: Complejo efector del sistema CRISPR-Cas9 (sistema prototipo) (Nidhi et al., 2021).
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1.3.2 Clasificacion de los sistemas CRISPR-Cas
La clasificacién se basa en las diferencias de composicion de la proteina Cas y divergencia

de secuencia entre los complejos efectores.

Segun la ultima clasificacién en 2020 (Makarova et al., 2020), los sistemas CRISPR-Cas se
pueden clasificar en dos clases (clase |, clase Il), que se subdividen en seis tipos (tipo I-VI) y 33
subtipos. A la clase | pertenecen los tipos I, Il y IV; mientras que, a la clase Il pertenecen los tipos
Il, V'y VL. A nivel general, las principales diferencias vienen plasmadas en forma de tabla en el

apartado Anexos 2.

Ambas clases de sistemas CRISPR-Cas tienen un potencial significativo para la edicién
del genoma; sin embargo, los complejos efectores de los sistemas de clase Il son preferibles en

ingenieria genética (Deltcheva et al., 2011).

1.3.3 Funcionamiento del sistema CRISPR-Cas9 como sistema inmune

El mecanismo por el cual los organismos procariotas son capaces de protegerse de la
accion patogena de fagos mediante el sistema CRISPR puede resumirse en tres etapas (van der

Oost et al., 2009):

» Adaptacion: es el proceso resultante de una primera inyecciéon de ADN viral en una
bacteria. Consiste en la incorporacién de secuencias de ADN viral asociadas al PAM
(protoespaciadores) entre secuencias CRISPR (Gupta et al., 2019; Nidhi et al., 2021; van
der Oost et al., 2009). La Figura 5, propuesta a continuacién, ofrece una explicacién

grafica del proceso.
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Figura 5: Adquisicion de secuencias espaciadoras (primera etapa) (Nidhi et al., 2021).

Maria del Mar Higueras Almazan 2021/22 11



1. INTRODUCCION

» Expresion (Figura 6): consiste en la generacion de crRNA como resultado de la
transcripcién y la maduracién de las secuencias de protoespaciadores insertados en la
fase anterior. También se genera el tracrARN que se unird al crRNA para formar el

sgRNA. (Gupta et al., 2019; Nidhi et al., 2021; van der Oost et al., 2009).
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Figura 6: Expresion de los genes que conforman el sistema CRISPR-Cas9 (segunda etapa)
(Nidhi et al., 2021).

> Interferencia (Figura 7): consiste en la formacién del complejo efector; por tanto, en la
asociacién de la enzima Cas junto con el dimero crARN + tracrRNA. En caso de detectar
una segunda infeccién, el complejo efector es capaz de generar un corte de doble hebra
al detectar presencia de ADN viral. La porcidon de crRNA maduro reconoce y se une al
ADN exoégeno y la enzima Cas9, gracias a sus dos dominios genera el corte (Gupta et al.,
2019; Nidhi et al., 2021; van der Oost et al., 2009).
Las condiciones que han de cumplirse para que el sistema CRISPR-Cas genere un
corte en el ADN exdgeno son:

v" Complementariedad de bases entre el crRNA y el ADN extrafio

v’ La secuencia complementaria virica se localice cerca de un PAM.
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Figura 7: Interferencia, formacion del complejo efector (tercera etapa) (Nidhi et al., 2021).

Maria del Mar Higueras Almazan 2021/22 12



EDICION GENETICA VETERINARIA: PRINCIPIOS Y APLICACIONES DEL CRISPR EN ANIMALES

2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de esta revision bibliografica consistié en conocer las aplicaciones

de la edicion genética en el drea de la veterinaria.
Como objetivos secundarios:

- Explicacién de los mecanismos basicos de funcionamiento de la herramienta CRISPR-
Cas, asi como sus limitaciones.

- Estudiar como los modelos animales desarrollados para medicina humana pueden ser
transferidos a la clinica veterinaria.

- Visidn ética y filosdfica asociada a las técnicas de edicion genética.
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EDICION GENETICA VETERINARIA: PRINCIPIOS Y APLICACIONES DEL CRISPR EN ANIMALES

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Metodologia

El primer filtro que se ha utilizado para la obtencidn de articulos es que estuvieran en
revistas editadas en lengua inglesa. Se determind, que la inmensa mayoria de revistas cientificas

de alto impacto estan editadas en esa lengua.

El periodo de tiempo que se ha acotado para la blisqueda de articulos va desde el afio 2015
hasta el afio 2022, aunque algunos articulos de afios anteriores han sido seleccionados dado sus

numerosas citaciones en otros articulos cientificos de relevancia.

Los articulos se han obtenido desde bases de datos online como PubMed, Bookshelf y

Google Scholar.

Durante la busqueda de los articulos, en las bases de datos mencionadas anteriormente,
se han empleado conceptos clave relacionados con la temdatica objeto de estudio. Estos
conceptos se han introducido para restringir la busqueda a articulos del ambito de la genética
animal. Algunos de los conceptos clave han sido: “CRISPR-Cas”, “Gene Editing”, “Animals”,
“Applications”, “Bioethics”, “Xenotransplantation”, “Laboratory animals”, “Domestic animals”,

“Livestock animals”.

3.1.1 Criterios de inclusion

Los articulos seleccionados cumplen con las siguientes caracteristicas:

Articulos que apliquen la edicién genética en el area de la veterinaria
Articulos que desarrollen el concepto, caracteristicas y aplicabilidad del CRISPR-Cas.

Articulos enfocados a la vision bioética en las técnicas de edicidn genética.

YV V V V

Articulos cientificos publicados en inglés.

3.1.2 Criterios de exclusion

Los articulos de los que se prescinde son los que cumplen las siguientes caracteristicas:

» Articulos que no procedan de datos de bases y revistas cientificas confiables o paginas
web oficiales.
» Al igual que hicimos con las revistas, también se desecharon articulos redactados en

lenguas diferentes al inglés (salvo relevancia destacable).
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EDICION GENETICA VETERINARIA: PRINCIPIOS Y APLICACIONES DEL CRISPR EN ANIMALES

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados del andlisis bibliométrico

Durante la busqueda de informacidn se seleccionaron un total de 180 articulos, respecto
del total de documentos encontrados, en base a los criterios de inclusién y exclusion
preestablecidos en el apartado anterior. Ademads, se elaboraron diferentes figuras para mostrar

los resultados de la busqueda bibliografica para la discusion

En la Figura nimero 8, se establecieron diferentes grupos separados por periodos de
tiempo, segun el afio de publicacion de los articulos. Se puede apreciar que mas de la mitad de
los articulos referenciados fueron publicados a partir del 2017. Este resultado es razonable ya
gue la descripcion del uso del CRISPR como herramienta de edicidn genética se ha desarrollado

en los ultimos afios.

Porcentajes articulos por afio de publicacion

| 2022
o 2021
8 2020
B 2019

g% B 2018

45%
Figura 8: Porcentaje de articulos seleccionados en funcidon de la fecha de publicacién
(Fuente: elaboracion propia R-project)
En la Figura numero 9, se clasificaron las revistas donde se publicaron los articulos

citados en funcion del pais de publicacién.

Porcentajes revistas por pais de edicion

| UsA
3 UK
W Others

45%

7%

3R%
Figura 9: Porcentajes de revistas visitadas segun el pais de edicion

(Fuente: elaboracién propia R-project)
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Por ultimo, se clasificaron los articulos en funcidn del cuartil al que pertenecia la revista
en la que fueron publicados. Es destacable que la mayoria de los articulos utilizados fueron

publicados en revistas Q1 (Figura 10).

Porcentajes de articulos clasificados por cuartil

Figura 10: Clasificacion de los articulos seleccionados segtin cuartil edicién
(Fuente: elaboracién propia R-project)

4.2 Discusion del contenido de los documentos seleccionados

4.2.1 Técnicas de generacion de animales modificados genéticamente

En relacion con la edicidn genética animal; el sistema CRISPR-Cas9 permite realizar las

siguientes operaciones genémicas:

» Knockear: consiste en interrumpir permanentemente la funcién del gen en un tipo de
célula u organismo en particular sin una mutacion especifica (Zuo et al., 2017).

> Editar: generar un cambio de secuencia especifico definido por el usuario en un gen en
particular, como generar una mutacidon puntual o insertar una etiqueta (Y. Wu et al.,
2015).

» Reprimir o interferir (CRISPRi). Reducir la expresion de un gen en particular sin modificar
permanentemente el genoma (Kampmann, 2018).

» Activar (CRISPRa): aumentar la expresién de uno o mas genes enddgenos sin modificar

permanentemente el genoma (Kampmann, 2018).

Segun el objetivo de la edicidn, habra pardmetros que cambien de la siguiente manera (Tabla

1):
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Tabla 1: Enzima Cas9 y ARN guia necesarios segun el objetivo de la edicion genética (elaboracion

propia).
Knockear Editar Reprimir Activar
Enzima Cas9 general. Cas9 general o Cas9 | dCas9-represor? dCas9- activador.
: 2
Cas9 nickase’  (de la | \uion et al, 2015).
Fuente-Nunez & Lu,
2017).
ARN Dirigido sobre el | Dirigido sobre la | Dirigido sobre los | Dirigido sobre los
guia gen que se | regidn que se | elementos elementos
pretende pretende editar. reguladores de los | reguladores de
bloquear. genes. genes.

Los elementos reguladores sobre los que se actla cuando se pretende modificar la
expresiéon de un gen son secuencias asociadas a regiones codificantes de los genes que

determinan cuando y donde deben activarse o inactivarse los genes (Visel et al., 2009).

A continuacién, se ofrece una descripcién breve de los pasos a seguir para realizar
experimentos de edicidn gendmica y regulacién de la expresion utilizando el sistema CRISPR-

Cas9 (Robb, 2019).

1. Determinar la region del genoma sobre la que se va a dirigir CRISPR-Cas (exones o regiones
reguladoras). Proximo a la regiéon donde se pretende generar el corte, hay que detectar
PAMs. Esta sefial serd la que determinara que la Cas9 ejecute el corte (Gasiunas et al., 2012).

2. A continuacidn, debe disefiarse un sgRNA adecuado, que hibride con la secuencia diana. El
desarrollo de sgRNA eficientes reducirad en gran medida uno de los principales problemas
asociados con la técnica: los cortes en regiones similares a la diana pero no iguales o
actividad off -target. Existen herramientas bioinformaticas que permiten obtener sgRNAs
eficientes y especificos.

3. Posteriormente, es necesario seleccionar un sistema de expresion y liberaciéon que permita

ingresar, en la célula u organismo, los componentes basicos de la maquinaria CRISPR-Cas9.

2 Cas9 nickase: Enzima Cas9 mutada que solo puede generar corte en una hebra de ADN.

3 dCas: Enzima Cas9 mutada incapaz de generar cortes en el ADN. Si se unen a proteinas activadoras de la
transcripcion se aumentara la expresion de dicho gen; si por el contrario se une a proteinas represoras,
se reducira la transcripcion y por tanto expresion del gen.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como viene ilustrado en la Figura 11, las principales formas en las que se puede

suministrar el sistema en una célula son (Foss et al., 2019):

e En forma de pldsmido de ADN que codifica el gen para la proteina Cas9 y el ARN
guia (sgARN).

e En forma de molécula de ARN que al ser traducido genere Cas9(mRNA) junto con
el ARN guia (sgARN).

e Como complejo proteina-ARN preformado (RNP): producto de laboratorio que

consiste en la proteina Cas9 generada in vitro asociada al sgARN.

Strategy | Strategy 11 Strategy 11
[ | (
" e : :
CRISPR/Cas9 YT T %"Sm v
plasmid J
Cas9 mRNA
SgRNA Cas9/sgRNA complex
v |
v i
Translation i
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v
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s TrapseripUoRL - === Z Complexation
RISPR.C 9‘
plamd § '

P i 3 Nuclear localization &3
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Cas9/sgRNA complex
Nucleus

Cytoplasm

Figura 11: Diferentes formas de expresion del sistema CRISPR-Cas (C. Liu et al., 2017).

Los medios por los cuales se entregan las formas de CRISPR mencionadas
anteriormente pueden dividirse en dos grupos segun si hay uso de virus como vectores o

no de la siguiente manera:

e Trasporte mediado por virus (Gupta et al., 2019).
o Adenovirus.
o Virus adenoasociados (AAV).
o Lentivirus.
e Trasporte no mediado por virus.
o Meétodos quimicos.
= Transfeccién de sistema CRISPR-Cas9, vehiculizado por liposomas o
nanoparticulas lipidicas (Zuris et al., 2015).

= Transfeccién mediada por moléculas de fosfato célcico.
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o Métodos fisicos.
=  Microinyeccion (Yan et al., 2014).

= Electroporacidn (Hashimoto & Takemoto, 2015).

Generalmente en las técnicas de edicion genética ex vivo (las modificaciones
celulares se realizan en cultivos laboratoriales) se usan ambas técnicas de entrega de
reactivos CRISPR-Cas9; tanto mediadas por virus, como no mediadas por virus; mientras
que, en las técnicas in vivo (consiste en la introduccién del sistema CRISPR en el paciente
para ejercer la funcidn de restaurar genes en el propio organismo) los principales métodos

son aquellos que involucran la accion viral (Gupta et al., 2019).

4. Por ultimo, se debe comprobar que los cortes realizados han sido los apropiados en las
células diana. Para ello, se usan métodos de secuenciacién; ya sea, de regiones concretas
del genoma o del genoma completo (opcidn mas viable para detectar posibles cortes en

regiones alejadas de la zona diana) (Robb, 2019).
4.2.1.1 Problemas asociados a la técnica

Las principales limitaciones asociados con la edicién genética mediante CRISPR-Cas9 son

los siguientes (Tabla 2):

Tabla 2: Principales problemas del sistema CRISPR-Cas (elaboracion propia).

Problemas internos relacionados con el | Problemas externos relacionados con los
propio sistema de edicion. sistemas de reparacién de las células.

- Bajas tasas de HDR (Savi¢ & Schwank,

- Actividad inespecifica o efectos off-
ctivi inespecifi ff- 2016).

target.

- Riesgo de reaccion inmune causada por
proteina Cas9 propia de bacterias
cercanas al humano.

- Poca especificidad y eficiencia de los
sistemas de liberacién (Moreno & Mali,
2017).

- Mosaicismo genético (Ryczek et al.,,
2021).

El sistema CRISPR-Cas, como se ha comentado anteriormente, es el sistema inmune de
organismos procariotas. Una de las propiedades que tiene como tal, es la capacidad de
reconocer moléculas viricas que en esencia sean iguales a las que se introdujeron en el momento

de la primera infecciéon, pero no idénticas; teniendo en cuenta, por tanto, la variabilidad virica.
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Desde el punto de vista de la edicidon genética esta es una de las grandes limitaciones
del sistema. Las nucleasas cortan en primer lugar en las regiones mas similares al sgRNA pero
también son capaces de generar cortes en regiones con una homologia con el sgRNA inferior al
100% pero manteniéndose en porcentajes altos (Cong et al., 2013). Esto lleva a la generaciéon de
mutaciones en regiones no deseadas y por tanto alteraciones gendmicas que pueden llegar a

ser incompatibles con la vida (Foss et al., 2019).

Entre las medidas que se han tomado para reducir este problema se encuentran:

- Reduccién del tiempo y la cantidad de proteina Cas9 funcional. Por ello, el uso de RNPs,
con vida funcional limitada y degradacién rapida, es el enfoque mds aceptado para
obtener una edicion precisa y especifica, con minimizacién de la actividad off-target
(Kim et al., 2014).

- Selecciéon de guias de ARN homdlogas a secuencias Unicas en el genoma y con un
numero reducido de secuencias en el ADN diana similares (Tycko et al., 2016).

- Generar enzimas Cas9 mutadas como las nicasas con una funcidn distinta a la Cas9. Las
nicasas por separado solo son capaces de generar cortes en una hebra de ADN (Ran et
al., 2013).

- Uso de enzimas Cas9 “mejoradas”, con mas especificidad hacia las cadenas de ADN
diana: eSpCas9 o eSaCas9 (Tycko et al., 2016).

- Uso de proteinas Cas9 ortélogas* a SpCas9 (Esvelt et al., 2013): Staphylococcus
aureus Cas9 (SaCas9) (Friedland et al.,, 2015), Neisseria meningitides (NmCas9)

y Streptococcus thermophilus (StCas9) (Tycko et al., 2016).

Por otro lado, en 2018, se detectaron anticuerpos anti la enzima Cas de S. aureus y S.
pyogenes en células humanas (Charlesworth et al., 2019). Estas bacterias causan infecciones en
humanos con relativa frecuencia con lo que la posibilidad de haber desarrollado anticuerpos
ante ellas es alta; aun asi, no todos los individuos humanos los presentan (Crudele &
Chamberlain, 2018). La presencia de anticuerpos puede desencadenar la activacion
inmunoldgica, la inflamacién y la posible muerte de las células editadas (Wagner et al., 2019).
Ante este hecho, se proponen soluciones como el uso de enzimas Cas9 de bacterias mas alejadas
del humano o la terapia inmunosupresora entre otras (Crudele & Chamberlain, 2018; Foss et al.,

2019; Toral et al., 2022).

Otra de las importantes limitaciones del sistema CRISPR-Cas en modelos de animales

grandes es la aparicién de mosaicismo genético. EI mosaicismo genético es la aparicidon de

4 Ortélogas: con la misma funcidn, pero propias de organismos distintos.
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individuos con mas de dos alelos para un gen objetivo como resultado de la edicién en diferentes
etapas del desarrollo del embrién. Esto se da a menudo cuando se realiza microinyeccién de

CRISPR-Cas9 en cigotos (Ryczek et al., 2021).

4.2.2 Aplicacion del CRISPR en animales
Los usos de CRISPR-Cas9 para la ingenieria del genoma animal incluyen varias

aplicaciones especificas representadas en la Figura 12 (Shrock & Giell, 2017):

- Lainactivacién o alteracion de genes en animales modelo para dilucidar las funciones
de estos genes.

- La produccion de modelos animales de enfermedades humanas para estudiar la
progresion de la enfermedad de manera controlada y evaluar terapias potenciales.

- Mejora animal centrada en aumentar la productividad: mejor resistencia a
enfermedades y mejores indices productivos.

- Desarrollo de 6rganos para trasplantes a humanos.

- Erradicacidn de enfermedades parasitarias mediante impulso genético.

- Desextincion de especies.

A continuacién, se desarrollaran las principales aplicaciones en animales, tanto
domésticos como de ganaderia. También se incidira en las investigaciones en relacién con los
xenotrasplantes y otra técnica incipiente relacionada con la creacion de érganos. Por ultimo, se

comentardn aquellos estudios menos destacables en el ambito veterinario.

1> =%
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4
1 ’ | Eradicate malania using gena drives
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Figura 12: Representacion grafica de las principales aplicaciones del CRISPR- Cas en animales
(Shrock & Giiell, 2017).
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4.2.2.1 Generacion de modelos animales mediante edicion genética para estudio de

enfermedades en humana.

Los editores de genes ahora permiten la ingenieria precisa de modelos animales. Si una
mutacién ocurre en la naturaleza, puede replicarse en dichos modelos para su estudio. Por lo
tanto, las mutaciones en el genoma humano que se sabe que son causantes o estdn asociadas

con una patologia humana pueden replicarse en el genoma de un animal (Whitelaw et al., 2016).

El mamifero mas utilizado como modelo de enfermedades humanas es el ratén de
laboratorio. El motivo por el cual se usan principalmente ratones es la facilidad de manejo, la
alta tasa de reproduccién y la gran similitud que presenta su genoma con el genoma humano
(Chinwalla et al., 2002). Se ha demostrado que, ademas de los genes en si, los patrones de

expresion génica en modelos de ratén son similares en humanos (Takao & Miyakawa, 2015).

Las principales enfermedades humanas para las cuales se han creado modelos de roedores

son:

- Albinismo: modelos de ratdn para el tipo mas comun (en paises occidentales) de
albinismo no sindrémico (OCA1), asociado con mutaciones en el gen Tyr (Fernandez et
al., 2021). También se han creado modelos de otros tipos de albinismo oculocutaneo
para el estudio de los problemas oculares asociados (Fernandez et al., 2021; Tingaud-
Sequeira et al., 2022).

- Obesidad y diabetes, mediante las mutaciones de genes de la leptina (Roh et al., 2018).

- Sindrome del corazén izquierdo hipopldsico (HLHS) mediante la edicion de genes
asociados (X. Liu et al., 2017).

- Distintos tipos de canceres: cancer de pulmén (Sanchez-Rivera et al., 2014), cancer de
higado (Xue et al., 2014), leucemia mieloide (Heckl et al., 2014), tumores cerebrales
(Zuckermann et al., 2015), etc.

- Aneurosis congénita de Leber: enfermedad propiciada por mutaciones en un gen
determinado que genera ceguera de aparicién temprana (Zhong et al., 2015).

- Inmunodeficiencias (J. Zhou et al., 2014).

Las diferencias significativas entre el ratén y el hombre, incluido el tamafio fisico o los
aspectos farmacéuticos, limitan al ratdn como modelo de enfermedad humana. Por lo tanto,
existe la necesidad de generar modelos animales grandes que puedan imitar mejor la condicidn

de enfermedad humana.

El uso de cerdos como modelo de enfermedades humanas han aumentado

gradualmente debido a las semejanzas en caracteristicas anatémicas y fisioldgicas, dietas y
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genoma; ademas de las ventajas de tasa de crecimiento rapida, intervalos generacionales cortos,
camadas grandes y técnicas de reproduccion estandarizadas (Hou et al., 2022). Entre los

modelos de enfermedades mas comunes se encuentran:

- Fenilcetonuria (Koppes et al., 2020).

- Inmunodeficiencia combinada grave (SCID). SCID es un grupo de sindromes congénitos
raros causados por mutaciones en genes responsables del desarrollo de células Ty B. La
similitud entre el sistema inmunolégico porcino y el humano, determinan la idoneidad
de esta especie para generar modelos de enfermedades inmunoldgicas (Igbal et al.,
2019).

- Distrofia muscular de Duchenne (DMD) (Yu et al., 2016).

- Esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) (H. Yang et al., 2014).

- Enfermedad de Huntington (EH) (Baxa et al., 2013).

Los primates no humanos (NHP) tiene una superioridad innata en comparacién con
otros modelos animales debido a las similitudes con los humanos en genética, fisiologia, biologia
del desarrollo, comportamiento social y cognicién. Se consideran los animales mas cercanos a
los humanos vy, por lo tanto, podrian considerarse el modelo de enfermedades humanas mas

preciso (Guo & Li, 2015).

En 2014, se consiguid obtener el primero mono modificado genéticamente por técnica
CRISPR (Niu et al.,, 2014). A partir de este momento se han desarrollado modelos de
enfermedades humanas en primates no humanos como la distrofia muscular de Duchenne
(DMD) mediante generacion de mutaciones en el gen de la distrofina del mono (Chen et al.,
2015) o la hipoplasia suprarrenal congénita ligada al cromosoma X e hipogonadismo
hipogonadotrépico (AHC-HH humano) mediado por la inactivaciéon del gen dax1 en el mono

(Kang et al., 2015).

La manipulacidn genética de dichos animales es complicada. El desarrollo de las técnicas
de edicion genética como es el sistema CRISPR-Cas acelerara potencialmente las investigaciones
con modelos de NHP (Chen et al., 2016; Whitelaw et al., 2016). Algunos estudios proponen que
en un futuro los NHP seran modelos animales de laboratorio de rutina en el estudio de la terapia

génica, la deteccidn de farmacos y la terapia de reemplazo celular (Hou et al., 2022).

A parte de las especies nombradas anteriormente, también se han generado modelos
de enfermedades humanas en perros (Zou et al., 2015), ovejas y cabras (Kalds et al., 2019), peces

(Hwang et al., 2013) y conejos entre otras (Li et al., 2019).
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En conclusidn, la técnica CRISPR ha permitido generar modelos animales homdlogos a
pacientes con enfermedades genéticas, avanzando, por tanto, hacia una medicina especifica y

precisa de pacientes determinados.
4.2.2.2 Aplicacion del CRISPR en animales de ganaderia

El descubrimiento de la técnica CRISPR como sistema de edicion genética facil y
asequible ha revolucionado el campo de la mejora genética al ser capaces de introducir
mutaciones que, hasta ahora, habian tenido que ir seleccionandose mediante cruces de
animales. Este proceso clasico de mejora genética es tedioso y necesita de muchas generaciones
para observar resultados, influyendo ademas la heredabilidad del caracter a mejorar (Navarro-

Serna et al., 2020).

La principal ventaja que ha aportado el sistema CRISPR es la capacidad de generar, de
una forma simple, las mutaciones mejorantes en animales en una Unica generacion; desde
relacionadas con mejorar perfiles de resistencias a enfermedades, hasta mutaciones en genes
para aumentos de produccion de carne u otras caracteristicas productivas. Ademas, los animales
de ganaderia también se han usado como modelos de enfermedades humanas. En este apartado
nos centraremos en las mejoras a animales de produccién en parametros productivos o

asociados al manejo en granjas.

4.2.2.2.1 Caracteristicas productivas: aumento de la produccién de masa muscular en cerdos,

ovejas y cabras.

El aumento de peso de las canales de animales y, por tanto, la mayor generacién de

carne es uno de los grandes objetivos de la ganaderia. El gen MSTN (codificante de la miostatina)
es un regulador negativo del desarrollo del musculo esquelético y su supresion da como
resultado un mayor crecimiento muscular. En ganado vacuno, la seleccion animal cldsica dirigida
a hacer cruces entre animales mejorantes con mayores areas musculares ha llevado a la
seleccion indirecta de mutaciones que generan la inactivacion de MSTN. La supresidn, por tanto,
de este gen explica el fenotipo de doble musculatura exhibido en las razas de ganado vacuno

azul belga y piamontés (Kambadur et al., 1997).

Mediante la edicidn genética es posible generar estas mutaciones en especies en las que
no se ha generado de manera espontanea. Hay diversos articulos que demuestran la capacidad
de generar esta mutacidon en animales como cerdos, ovejas o cabras. Tanto en cerdos como
ovejas la técnica consiste en la modificacién de fibroblastos embrionarios primarios cuyos
nucleos serian donantes para la transferencia nuclear generando lechones o corderos clonados

editados (Bi et al., 2016; Y. Zhang et al., 2019); sin embargo, en cabras, la introduccién de los
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reactivos CRISPR se lleva a cabo en embriones mediante microinyeccién de ARNm de Cas9 y
ARNsg dirigidos a MSTN (Wang et al., 2018). En el ultimo estudio mencionado, también se

modificd el gen FGF5 del que se hablara a continuacién (Figura 13).

WT A1 A2

Figural3: Imagenes representativas (aumento de 100x) de secciones de musculo teiiidas de lechones
no mutados (WT) y mutados MSTN KO (A1, A2) para comparar la cantidad y el tamaiio de la miofibra
en una unidad de area idéntica (Bi et al., 2016).

Siguiendo con el objetivo de una mayor generaciéon de masa muscular; en ganado ovino,
se han desarrollado sistemas CRISPR-Cas modificados y mejorados para generar otras
mutaciones con el mismo fin. Entre ellas destaca, la inactivacién del gen SOCS2 mediante el
cambio de una sola base. El gen SOCS2 es un regulador negativo de los procesos biolégicos
mediados por varias citoquinas, una de las funciones principales es la regulacién de la
sefializacion de GH (hormona del crecimiento) durante el crecimiento y el desarrollo; afectando,
por tanto, al metabolismo, el desarrollo del misculo esquelético y la respuesta a la infeccién. La
mutacion en una sola base de este gen anula por completo la afinidad de unién de SOCS2 y el
receptor de la hormona del crecimiento (GHR). Evitando la regulacidon negativa, se permite el
desarrollo de ovejas fenotipicamente mas pesadas y de mayor estatura. El experimento
confirmé este hecho. Aun asi, ninguno de los tres corderos nacidos estuvo exentos de efectos

secundarios de la técnica como mosaicismo y efectos off target (S. Zhou et al., 2019).
4.2.2.2.2 Caracteristicas productivas: mejora de la lana

Tanto las ovejas como las cabras (raza cachemira), constituyen la fuente principal de
lana. Como pardmetro econdmico, es de interés la mejora animal en este dmbito enfocada a
aportar una mayor valia econdmica. Hay genes que determinan factores relacionados con la
cantidad y la calidad de lana producida. Es de esperar, por tanto, que ya se hayan desarrollado

experimentos en este sector.

El gen FGF5 es un inhibidor dominante de la longitud y el crecimiento de la fibra. Se ha
comprobado que, tanto en ovejas como en cabras cachemira (especial interés econémico), la

inactivacién de este gen lleva a una mayores cantidades y fibras de lana mds largas. Ademas, es
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probable que los fenotipos de animales modificados gendmicamente puedan transmitirse a las
siguientes generaciones. En este caso, el método de entrega de reactivos CRISPR fue a través de
microinyeccién de mRNA Cas9 y sgRNAs dirigidos al gen FGF5 en embriones de cabra (Wang et
al., 2016).

Hay otros genes sobre los que también se han realizado pruebas de edicidn genética ya
que regulan las caracteristicas de la lana. Entre ellos se encuentra el gen ASIP, involucrado en el
color de la lana (X. Zhang et al., 2017) o el gen EDAR, cuya expresion influye en el fenotipo, el

crecimiento y el desarrollo del foliculo piloso (Hao et al., 2018).
4.2.2.2.3 Caracteristicas productivas: mejora de la leche

La leche de vaca es un alimento completo que contiene proteinas, grasas, carbohidratos
y minerales. La leche de cabra tiene una composicion nutricional similar, con altos porcentajes
de grasas y proteinas. CRISPR-Cas9 se ha aplicado en vacas, ovejas y cabras para alterar las
caracteristicas de la leche mediante la inhibicion de la expresién de proteinas no deseadas o
mediante la aplicacidon de estrategias de desactivacion de genes para enriquecer la leche con

nuevos productos de expresién deseados (Kalds et al., 2019).

Entre las proteinas principales, se encuentra la beta-lactoglobulina (BLG) que constituye
un importante alérgeno presente en el suero en la leche. La hidrdlisis y el calor no suprimen la
alergenicidad de BLG. Por tanto, puede generar reacciones alérgicas que afectan gravemente a

la absorcidn y utilizacién de los nutrientes de los productos lacteos.

El uso del sistema CRISPR-Cas esta enfocado a conseguir leche hipoalergénica, es decir,

leche sin BLG. Para ello, es necesario la inactivacién del gen codificante de dicha proteina.

En cabras la inactivacion de dicho gen se ha llevado a cabo por dos métodos: inyeccién
citoplasmatica del sistema CRISPR-Cas9 en embriones en etapa de una célula de cabra (W. Zhou
et al., 2017) y transferencia nuclear de fibroblastos modificados con Cas9/ARNg dando lugar a
cabras modificadas genéticamente (Ni et al., 2014). Ambas técnicas han conseguido generar

cabras con una produccidn baja o nula de proteina BLG.

En ganado bovino, el gen de la beta-lactoglobulina esta duplicado y representado por
dos genes estrechamente relacionados, el propioBLG (PAEP)y el gen similar
a BLG (LOC100848610). En 2021, se obtuvo, por primera vez, una linea de fibroblastos
embrionarios con knockout de los genes PAEP y LOC100848610 mediante el sistema CRISPR-
Cas9 (Singina et al., 2021).
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Por otro lado, la melatonina es una hormona reguladora del ritmo circadiano presente
en la leche de mamiferos ademas de en otros fluidos y tejidos. Es un potente antioxidante; los
niveles bajos de melatonina se asocian con insomnio, hipertension, problemas cardiacos y
enfermedades neurodegenerativas (Acuia-Castroviejo et al., 2014). La posibilidad de crear
animales que produzcan leche con altos niveles de melatonina puede resultar interesante para

los consumidores.

Tanto la enzima Arylalkylamine N-acetyltransferase [(AANAT or serotonin N-
acetyltransferase (SANT)] como la enzima acetylserotonin methyltransferase (ASMT) se
consideran limitantes de la produccidn de melatonina. La sobreexpresion de estas enzimas se
relaciona con altos niveles de melatonina segin estudios en plantas. Estos datos se han
corroborado en cabras mediante la inyeccién de mRNA de Cas9, el sgRNA y los vectores
linealizados pBC1-AANATyY pBC1l - ASMT en el citoplasma de embriones pronucleares. El
resultado fue, la creacién de animales editados capaces de producir niveles significativamente
altos de melatonina en la leche en comparacién animales control no modificados. Previo al
experimento en animales, se comprobd in vitro que AANAT y ASMT se transfirieron con éxito a
las lineas celulares epiteliales mamarias y aumentaron significativamente la produccion de

melatonina en el medio de cultivo (Ma et al., 2017).
4.2.2.2.4 Caracteristicas productivas: mejora de resistencia a enfermedades

Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2018), la tuberculosis bovina
(TB) es una enfermedad bacteriana cronica de los animales causada por el complejo
de Mycobacterium tuberculosis, principalmente por Mycobacterium bovis (M. bovis). Es una
importante enfermedad infecciosa del ganado bovino que produce un estado general de
neumonia, pérdida de peso y, a la larga, la muerte. El gen de la proteina de macréfagos 1
asociada a la resistencia natural (NRAMP1) esta asociado con la resistencia innata a patogenos
intracelulares, como Mycobacterium, Leishmania, Salmonella, y Brucella. La sobreexpresion
de NRAMP1 bovino puede reducir la multiplicacion de M. bovis en lineas concretas de
macroéfagos (Barthel et al., 2001). Una de las aplicaciones del CRISPR en este campo, es la
insercion de gen NRAMP1 inducida por un proceso de HDR después de generar una sola rotura
de una sola hebra inducida por Cas9 en fibroblastos fetales bovinos. La posterior transferencia
nuclear de células somaticas (SCNT) permite generar embriones que tedricamente expresaran
este gen en mayor medida. Este hecho se comprobd experimentalmente; demostrando que, la

insercion de NRAMP1 mediada por Cas9 proporciond al ganado una mayor resistencia a la
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tuberculosis. Aun asi, los efectos off-target sigue siendo un problema en este sistema (Y. Gao et

al., 2017).

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es la enfermedad porcina de
mayor importancia econdmica en América del Norte, Europa y Asia. El agente causal, el virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV). Se ha sugerido que CD163 es el receptor
para la entrada de PRRSV en las células (Whitworth et al., 2016). La aplicacion de CRISPR-Cas se
ha enfocado a generar una inactivacion de este gen que evite el reconocimiento virico celulary
por tanto la infeccidn. En un primer estudio, se consiguidé generar cerdos que carecian de
funciones CD163 a través de la inyeccion de cigotos in vitro y la modificacidn de células somaticas
seguida de SCNT (Whitworth et al., 2014). Posteriormente, en 2016, se comprobd que estos
animales son resistentes al aislado de PRRSV NVSL 97-7895 (cepa del virus productor del PRRS).
Al exponerlos a dicha cepa, no experimentaron viremia ni signos clinicos (Whitworth et al.,

2016).

En relacién con el PRRS, se han desarrollado estrategias de diagndstico visual, sensible
y especifico basadas en la deteccidon de acidos nucleicos mediante la aplicacion de técnicas

CRISPR-Cas modificadas (Chang et al., 2020).

Recientemente también se han producido experimentalmente cerdos editados en el gen
CD163 mediante la introduccion de reactivos CRISPR-Cas a través de electroporacion en cigotos

fertilizados in vitro (Tanihara et al., 2021).
4.2.2.2.5 Mejora de manejo: vacas sin cuernos y mejora del mantenimiento térmico porcino

En la ganaderia moderna, el ganado con cuernos presenta un mayor riesgo de lesiones
entre si y para los ganaderos. El manejo cada vez mas intensivo del ganado lechero (altas
concentraciones de animales y gran manejo reproductivo) hace que el descornado sea
imprescindible. Esta practica estd asociada con estrés y dolor en los terneros y plantea
preocupaciones sobre el bienestar animal (McConnachie et al., 2019). De forma natural, la
mayoria de los bovinos de carnes no desarrollan cuernos. Esto es debido a una insercion-

delecion de 202 pares de bases (variante Polled Celtic).

La imitacion de esta mutacidén en ganado lechero podria ser una gran ventaja. En 2020
se realizd un experimento con la finalidad de generar crias sin cuernos de un toro Holstein-
Friesian. Para ello, se aislé la variante celta sin cuernos del genoma de una vaca Angus y se
integré en el genoma de fibroblastos tomados del toro con cuernos de raza Holstein-Friesian
usando el sistema CRISPR-Cas. Los fibroblastos modificados sirvieron como células donantes

para la transferencia nuclear de células somaticas y los embriones reconstruidos se transfirieron
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a receptores sincronizados. El resultado fue exitoso; se consiguio la prefiez de dos receptoras;
uno de los fetos se aborté para realizar un analisis macroscépico e histoldgico y otro de los fetos
nacié mostrando fenotipo sin cuernos (Schuster et al., 2020). A continuacidn, en la Figura 14 se

plasman dichos resultados.

%

Figural4: (A) y (B) Analisis fenotipico de feto no mutado. (C) y (D) Analisis fenotipico de feto mutado.
(E) Ternero mutado sin cuernos nacido por cesarea. (A) La yema del cuerno fetal esta encerrada en un
circulo rojo. (B) El analisis histologico de la piel frontal con una epidermis engrosada con 11 a 13 capas
de queratinocitos vacuolados (corchete rojo). No se detectaron foliculos pilosos fetales (tridangulo
rojo) en las capas dérmicas debajo de la yema del cuerno fetal. (C) Piel frontal fenotipicamente lisa.
(D) Al analisis histolégico no hay capa epidérmica engrosa, solo se aprecia de una a tres capas de
queratinocitos (flecha roja). No se detectaron foliculos pilosos fetales (triangulos rojos) en las capas
dérmicas debajo de esta area (Schuster et al., 2020).

En el sector porcino intensivo, una de las aplicaciones del CRISPR-Cas relacionadas con
la mejora del bienestar animal, consiste en la introduccién del gen codificante de la proteina de
desacoplamiento 1 (UCP1). Dicha proteina, es responsable de la termogénesis mediada por
tejido adiposo marrén y desempefia un papel fundamental en la proteccion contra el frio y la
regulacion de la homeostasis energética. Los cerdos con la UPC1 insertada (UCP1 knock-in o
UCP1 KI) mostraron una capacidad mejorada para mantener la temperatura corporal, una
disminucién de la deposicidn de grasa y un mayor porcentaje de carne magra. Dichos animales
son un recurso potencialmente valioso para la industria porcina que puede mejorar el bienestar

de los cerdos y reducir las pérdidas econdmicas (Q. Zheng et al., 2017).
4.2.2.2.6 Edicion genética relacionada con parametros reproductivos

El trasplante de células madre espermatogoniales (SSC) es una técnica experimental
para la transferencia de la linea germinal entre machos donantes y receptores. Es interesante
desde el punto de vista productivo para aumentar el nimero de gametos de machos

mejorantes.
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Un aspecto clave para el éxito del trasplante de SSC es el requisito de que los receptores
masculinos tengan tubulos seminiferos intactos y poblaciones de células de soporte somaticas,
pero que carezcan de SSC y otras células germinales. El gen NANOS2, interviene en el
mantenimiento de la linea germinal masculina, sin embargo, su inactivacion no influye en el

correcto desarrollo de los tubulos seminiferos y tejido intersticial testicular.

En 2019, mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 se consiguié producir mutaciones
inactivadoras del gen NANOS2 en cerdos domésticos (Park et al., 2017). Posteriormente, se
amplié el estudio a otras especies como cabras. Ademas, se demostrd que los testiculos de
cerdos y cabras machos con deficiencia de gen NANOS2 y, por tanto, con ablacién completa de
la linea germinal, pueden ser huésped para la regeneracién de la espermatogénesis a partir de

SSC trasplantadas de animales no modificados (Ciccarelli et al., 2020).
4.2.2.3 Aplicacién del CRISPR en animales domésticos: perro, gato y caballo

El CRISPR en animales domésticos es un drea en desarrollo. Las técnicas de edicion
genética estan ampliamente aplicadas en el sector de animales de ganaderia y en animales de
experimentacion, es decir, a dia de hoy se esta aplicando en el mundo animal. Sin embargo, los

objetivos son distintos a los de la clinica o curacion de enfermedades veterinarias.

La importancia creciente de las mascotas en sociedades desarrolladas asi como la mayor
concienciaciéon en bienestar animal hace que la aplicacién de la edicién genética en animales de
compafia con finalidad terapéutica sea un area de investigacidn muy interesante. Se espera que
haya una trasferencia de conocimientos desde la medicina humana y se usen los conocimientos
adquiridos en edicién genética animal en la medicina animal. Esto podria suponer una
revolucion en el tratamiento del cancer animal, tratamiento de mutaciones genéticas resultado

de seleccién genética racial, etc.

Uno de los principales estudios realizados, reveld una aplicacion puramente terapéutica
de CRISPR-Cas en animales de compafiia. Fue en un semental equino de raza Quarter Horse en
2020. El experimento consistié en la correccion de una mutacién del gen GEB1 en fibroblastos.
Dicha mutacidn genera una enfermedad autosémica recesiva conocida como Deficiencia de la
enzima ramificadora de glucogeno (GBED). Esta enfermedad altera gravemente el metabolismo
del glucégeno y es mortal en animales con la mutacidon en homocigosis. Ademds, causa abortos.
La enfermedad, esta asociada a la raza American Quarter Horse como resultado de la seleccién

fenotipica de la raza (Pinzon-Arteaga et al., 2020).
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4.2.2.4 Xenotrasplantes y nuevas técnicas para creacion de érganos.

Los avances en medicina, la reduccidon de accidentes de trafico y el aumento de la
esperanza de vida entre otros, hace que la donacién de érganos no sea suficiente para tratar
todos los pacientes que se encuentran en listas de esperas. Este hecho hace muy interesante la
investigacion y el desarrollo de los xenotrasplantes, es decir, trasplantes de drganos entre

especies, en concreto de animales a humanos.

La especie porcina es la especie de eleccidn para este tipo de trasplantes tanto por su
parecido fisiolégico y anatdmico como por sus caracteristicas reproductivas: tamafio
relativamente grande de la camada y el corto periodo de espera hasta la madurez sexual (Ryczek

et al., 2021).

La técnica de CRISPR también ha sido y estd siendo de gran importancia para el
perfeccionamiento y evolucion de los xenotrasplantes. Los fines principales a los que se dirige la
técnica son: eliminar proteinas o sustancias propias del cerdo que generen reacciones de
inmunolégicas fuertes en las personas hasta eliminar retrovirus endégenos insertados en el

genoma de células porcinas.

En primer lugar, los fendmenos inmunes que propician los rechazos de los érganos
xenotrasplantados son los siguientes: rechazo hiperagudo (HAR), mediado por anticuerpos
presentes en el receptor; el rechazo agudo vascular (AHXR), dependiente de anticuerpos,
macrofagos y células natural killer (NK) y el rechazo celular agudo (ACR) en conjuncién con una
desregulacidon del sistema de coagulacion del receptor generado por las reacciones
anteriormente mencionadas. El sistema CRISPR-Cas ha permitido la desactivaciéon de genes
especificos codificadores de los antigenos inmunocompetentes; por tanto, ha supuesto un
avance en la disminucion de las recciones inmunes. En el Anexo 3 se adjunta una tabla que
muestra las modificaciones llevadas a cabo en cerdos mediante el sistema CRISPR-Cas con

finalidad de reducir el rechazo inmunolégico.

Los cambios genéticos mas completos por CRISPR-Cas9 en el genoma porcino con fines
de xenotrasplante se obtuvieron en 2020. Se crearon individuos con cuadruple knock-out de
cerdo GGTAL, CMAH, B4GalINT2y B2M y un knock-in de cinco genes
humanos: CD46, CD55, CD59, HO1 y A20 (Fischer et al., 2020).

Por otro lado, uno de los logros mds prometedores en la investigacién del
xenotrasplante de cerdo a humano mas alld de la eliminacién de las barreras inmunitarias fue la

inactivacién de los retrovirus enddgenos porcinos (PERV) y la insercidon del gen RSAD2 porcino
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en el locus Rosa26 porcino. Este gen codifica para la proteina RSAD2 con actividad antiviral (Xie

et al., 2020; L. Yang et al., 2015).

Uno de los objetivos finales de la medicina regenerativa es la generacidon de drganos
especificos de pacientes a partir de células madre pluripotentes (PSC). Tanto las ovejas como los
cerdos son huéspedes potenciales para el crecimiento de 6rganos humanos a través de la técnica
de complementacién de blastocistos. Esta técnica consiste en inyectar células madre
pluripotentes de un donante en un embridon huésped con organogénesis deshabilitada, lo que
permite que las células del donante compensen los drganos o tejidos faltantes (C. Zheng et al.,
2021). Aunque es una técnica complicada en especies alejadas evolutivamente; ya se ha llevado
a cabo el primer paso, consiguiendo crear tanto ovejas como cerdos con pancreatogénesis

discapacitada.

La inactivacion del gen PDX1, un gen critico para el desarrollo del pancreas, resulté en
el desarrollo de fetos PDX1-/- tanto de ovejas como de cerdos. La técnica de inactivaciéon de
PDX1 en ovejas se realizd por dos métodos, dando mejores resultados la microinyeccién con
ARNm de Cas9 y ARNsg de PDX1 en ovocitos en metafase Il (Vilarino et al., 2017a) . Por otra
parte, la inactivacion en cerdo se dio mediante una coinyeccién intracitoplasmatica de mRNA de

Cas9 y sgRNA1 de PDX1 en cigotos (J. Wu et al., 2017)

En el futuro, combinar la edicidon de genes con CRISPR-Cas9 y la complementacién de
PSC podria resultar en un enfoque poderoso para la generacion de érganos humanos (Vilarino

et al., 2017b).
4.2.2.5 Edicién genética parasitaria y reaccién en cadena mutagénica.

Las mutaciones generadas por el sistema CRISPR en genoma de células/individuos, solo
cambiard su fenotipo si son mutaciones incorporadas en los dos alelos. Es decir, los
individuos/células con un solo alelo recesivo mutado (individuo con la mutacion en
heterocigosis) no expresaran fenotipo de mutante; mientras que, si poseen los dos alelos con la
misma mutacidn si que lo expresaran (individuos con mutacién en homocigosis) (Montoliu,

2019).

Suponiendo la teoria anterior, la edicion genética parasitaria o de organismos menores,
resulta muy complicada. Mediante inyeccidn de reactivos CRISPR podemos generar un individuo
con la mutacion incorporada en los dos alelos, pero, esta mutacién, se diluiria en pocos dias al
reproducirse con otros parasitos no mutantes. La novedad descrita a continuacién propone un
método para conseguir que una mutacidn se expanda en una poblacién auténomamente, sin

necesidad de inyectar reactivos CRISPR en cada organismo.
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La reaccién en cadena mutagénica (MCR) o impulso genético es un método que usa los
reactivos CRISPR para generar individuos homocigotos para una mutacién a partir de un
genotipo heterocigético para esa misma mutacién. Consiste en la introduccidn en el genoma de
una construccidn que incorpora las siguientes secuencias génicas (Gantz & Bier, 2015; Montoliu,

2019):

- Gen codificante de la proteina Cas9.
- Guias de ARN homologas a una secuencia del genoma del organismo objetivo.

- Secuencias laterales homoélogas a la zona donde va a hacer el corte la proteina Cas9.

Esta construccion se introduce en el ADN celular. Lo que se busca es que el fragmento
se transcriba para dar lugar a Cas9 que generardn cortes en sitios determinados por las guias de
ADN. La reparacién se espera que sea por homologia de secuencias al estar disponible en la
célula el fragmento con las secuencias laterales homdlogas a la zona de corte (Gantz & Bier,

2015).
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Figura 15: Representacion grafica del mecanismo de accion de la reaccion en cadena mutagénica
(Gantz & Bier, 2015).

Si se da el proceso como se espera, al incorporarse la construccién en el genoma de la
célula, el procedimiento de corte y reparacioén por introduccién de fragmento de ADN disponible
se repetiria de forma infinita generando individuos homocigéticos para ese gen. De esta manera,

individuos heterocigdticos para el gen mutante acabarian siendo homocigéticos por
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funcionamiento de la construccién (Figura 15). Entonces, trasladarian al menos una copia del
alelo mutante a la descendencia, que por el mismo proceso también acabarian siendo

homocigdtico, asi sucesivamente (Gantz & Bier, 2015).

Como se puede apreciar en la Figura 16, la importancia de esta construccién viene de la
posibilidad de alterar las leyes mendelianas por las cuales los hijos de individuos homocigdticos
para distintos caracteres serian heterocigéticos para dichos caracteres mostrando el fenotipo

del dominante, pero rescatandose el caracter recesivo en generaciones posteriores (Lau, 2015).

A Mendelian inheritance B MCR inheritance
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Figura 16: Herencia mendeliana de un rasgo ligado al cromosoma X vs herencia tedrica basada en MCR
de un gen mutante ligado al cromosoma X (Gantz & Bier, 2015).

La aplicacion del impulso genético podria ser, a priori, muy util para la eliminacién de
mosquitos transmisores de enfermedades o control de plagas entre otros, aun asi, esto son
campos que aun estdn en investigacion por la enorme problematica que podria generar el mal
uso de sistemas tan potentes (Gantz et al., 2015; Unckless, Messer, & Clark, 2015; Unckless,

Messer, Connallon, et al., 2015).
4.2.2.6 Desextincidn de especies.

La “desextincidon” es el proceso de creacion de un organismo que es, o se parece mucho,

a un miembro de una especie extinta (Martinelli et al., 2014).

Este término surgié en 2012 vy, a dia de hoy, esta ganando cada vez mas popularidad en
parte gracias a que las tecnologias emergentes de la ingenieria genética estan abriendo un
amplio abanico de nuevas posibilidades en el campo. Las estrategias mas prometedoras para
lograr la eliminacién de la extincidén son la reproduccién cruzada, la clonacién entre especies y

la ingenieria genética (Sherkow & Greely, 2013)

Respecto a las técnicas de ingenieria genética, en concreto el sistema CRISPR-Cas,
permite emplear secuencias de ADN incompleto obtenidas de la especie extinta como molde

para cambiar fragmentos en el ADN del genoma de sus parientes vivos mds cercanos y de este
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modo emular el ADN antiguo. La posterior transferencia nuclear de células somaticas permitiria

crear embriones de la especie extinta (Shrock & Giiell, 2017).

La ventaja que ofrece esta herramienta es que no necesita que el ADN extinto se

encuentre perfectamente conservado como sucede en la clonacién (Sherkow & Greely, 2013).

La dificultad es que, cuanto mayor sea la distancia evolutiva entre el individuo extinto y
el actual, menos fiable serd la secuenciacion del genoma o incluso puede suceder que la especie

extinta no tenga parientes vivos cercanos (Shapiro, 2015).

Uno de los proyectos mdas ambiciosos propuestos en relacién con la desextincidon de
especies es el disefiado por George Church. El objetivo es desextinguir el mamut lanudo a partir

del elefante asiatico mediante el uso de la técnica CRISPR-Cas (Callaway, 2015).
4.2.3 Implicaciones éticas

Los avances en tecnologias de edicién del genoma han propiciado cambios
fundamentales en genética. Entre ellas, destaca especialmente la tecnologia CRISPR-Cas por sus
ventajas como su facil manejo, alta precisién y bajo coste (Ayanoglu et al., 2020). El gran alcance
de esta técnica, el potencial cambio que puede generar en los genomas y la importancia que
esto acarrea determinan la necesidad de que haya una regulacion bioética que monitoree el uso
de la técnica en beneficio de las sociedades; actuando en base a principios morales y éticos y

respetando los derechos fundamentales (Shinwari et al., 2018).

Los principales dilemas éticos que acarrea el descubrimiento de esta potente herramienta

genética son los siguientes:

e Discusion acerca de si es posible la edicion del genoma humano en la linea germinal; ya
sea en ovulos fertilizados, gametos o embrién en primeras divisiones. La edicién del
genoma de la linea germinal conduce a problemas bioéticos como:

o Apariciéon de cambios indeseables en el genoma y su potencial transmision a
generaciones posteriores.

o De quiény cdmo se obtiene el consentimiento informado.

o Posible diferencia social que esto puede suponer si los costes solo permitiesen
a ciertas esferas de la poblacién la edicidn génica en su linea de descendientes
generando posibles ventajas en inteligencia o salud (Ayanoglu et al., 2020;
Baltimore et al., 2015).

e Edicidén del genoma de células somaticas con finalidades no terapéuticas; para la mejora

de habilidades humanas (transhumanismo). Socialmente, no seria ética la existencia de
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clases de humanos con habilidades mejoradas segun poder de realizarse edicidén
genética o no (Rodriguez, 2016).

e Identidady derechos de animales quimeras (animales con células nerviosasy germinales
humanas para el desarrollo de érganos humanos). Los dos temas principales se pueden
resumir en la disrupcién del orden de la naturaleza y la forma en la que se deberia tratar
seglin se acepte como humano o como animal (Degrazia, 2019; Gonzalez-Avila et al.,
2021).

e Bienestar animal en el desarrollo todo tipo de experimentos relacionados con la técnica.
Siendo aquellos en los que el objetivo es generar “individuos enfermos” los mas
controvertidos (Eriksson et al., 2018).

e Riesgos de la liberacién accidental de organismos modificados mediante impulso
genético. Posibilidad de transferencia de mutaciones por errores de la técnica en una
gran poblaciéon afectando a la integridad medio ambiental (Esvelt et al., 2014; Shinwari

et al., 2018).

En conclusién, estos y otros temas relacionados con las nuevas aplicaciones de sistema
CRISPR-Cas que de seguro apareceran; requieren debates multidisciplinarios, cuidadosos y
completos para evaluar los riesgos, incluir medidas de seguridad y proteger contra posibles usos

indebidos.
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5. CONCLUSIONES

Como conclusidn, el CRISPR-Cas es una técnica de edicidn genética usada en gran medida

sobre animales.

Se han descrito multiples aplicaciones en el ambito veterinario: desde su uso en animales
de ganaderia para la mejora de parametros productivos o de resistencia a enfermedades, la
creacion de modelos experimentales en medicina humana, xenotrasplantes, impulso genético o

en la desextincidn de especies.

Aunque esta técnica es muy novedosa y utilizada en muchos laboratorios por su facilidad de
uso y asequibilidad econémica, no hay que descuidar las desventajas que también presenta, asi

como posibles problemas éticos y filoséficos.
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7. ANEXOS

Anexo 1.- Tabla comparativa entre los principales modelos de edicidn genética

(elaboracién propia).

secuencias.

generar cortes distintos
hay que disefiar una
nueva proteina.

Estructura patentada.

Para generar

distintos hay que
disefar una nueva

proteina.

Libre acceso, posible
fabricacion propia.

Elaboracién costosa.

Caracteristicas Meganucleasa ZFN TALEN CRISPR-Cas9
Componente Meganucleasa. Enzima de restriccion | Enzima de | Proteina
que genera bacteriana Fok1. restriccion Cas9.
rotura del ADN. bacteriana Fok1.
Componente Meganucleasa. Zinc Finger Protein. Transcription- ARN guia.
gue reconoce la activator-like-
secuencia de effector.
ADN donde
efectuar corte.
Patron de | Detecta Cédigo que relaciona | Cada dos | Secuencias
reconocimiento. | secuencias tres aminodcidos | aminoacidos se | homélogas al
especificas ~ de | determinados con 3 | unen con una letra | ARN guia.
alrededor de 20 | letras de ADN en un | del ADN.
bases. determinado orden.
Especificidad de | Media. Alta, formada por dos | Media. Media.
corte. subunidades, solo
genera corte cuando
las dos subunidades
detectar el ADN diana.
Cortes fuera del Variable. Baja. Moderado.
lugar diana.
Coste. Caro. Muy caro. Caro. Barato.
Consideraciones. | Muy poco | Especificidad de cada | Especificidad de | Simplicidad
versatiles, solo roteina ara | cada proteina para .
P P P P Facilidad
detectan identificar zonas | identificar zonas
determinadas concretas de ADN. Para | concretas de ADN. | Eficacia
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7. ANEXOS

Anexo 2.- Clasificacién en base a rasgos principales de los dos tipos generales de
sistemas CRISPR-Cas (Liu et al., 2020; Makarova et al., 2020; Nidhi et al., 2021;

Sampson & Weiss, 2014).

Clasel

Clase ll

Todos cortan ADN.

Algunos como prerrequisito han de cortar ARN.

Principalmente cortan ADN.

*Algunos tipos cortan ARN.

Necesitan muchos tipos de proteina Cas.

Solo 1 proteina: Cas9
también: Cas12 y Cas 13.

(prototipica) aunque

Necesitan una guia de ARN.

Pequerias moléculas de ARN actian como guia.

Son sistemas endégenos de bacterias, se han
desarrollado por la toxicidad que genera las
enzimas Cas 9 y Cas 12 (clase 2) en algunas
bacterias.

Ha permitido una investigacion mas amplia del

funcionamiento del sistema CRISPR-Cas en

bacterias.

Son sistemas muy simplificados que permiten un
gran avance y una amplia variedad de usos en
modificacion genética de células eucariotas.

Pertenecen el tipo |, lll y IV.

Pertenecen el tipo Il, Vy VI.
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Anexo 3.- Principales genes modificados por el sistema CRISPR/Cas en el genoma
porcino con fines de xenotrasplante (elaboracién propia).

GGTA1-KO | Gen porcino que codifica para la enzima alfa-1,3-galactosiltransferasa | (Yue et al.,
(GGTA1) la cual sintetiza el epitopo galactosa-al,3-galactosa (a-Gal). | 2021)
Dicho epitopo es el principal xenoantigeno implicado en HAR. Esta enzima
se encuentra en la mayoria de los mamiferos, incluidos los cerdos, pero
no en los humanos ni en otros primates. En la sangre humana hay
anticuerpos IgG dirigidos contra los epitopos a-Gal formados durante el
periodo neonatal humano en respuesta a la presencia de bacterias
intestinales que expresan el gen GGTAL.

CMAH-KO | Gen codificante de la enzima que produce el compuesto Neu5Gc. Este | (Yue et al,
compuesto estd presente en la membrana de células porcinas. Se han | 2021)
detectado anticuerpos contra este antigeno en suero humano. Este
antigeno influye en gran medida en la aparicion de HAR.

B4GaINT2- | Gen codificante de la enzima que participa en la sintesis del antigeno Sd | (Yue et al.,

KO (a). La mayoria de personas tienen niveles bajos de anticuerpos anti SD(a). | 2021)
También tiene implicacion en el desarrollo de HAR.

SLA tipo | Gen que codifica para los antigenos de leucocitos porcinos (SLA). Los SLA (Joanna et

KO también son conocidos como complejo principal de histocompatibilidad al,  2018;
de tipo 1 (MHC-1). El MHC es fundamental para la funcion del sistema Reyes et al.,
inmunoldgico en la salud y la enfermedad, y es particularmente 2014)
importante en la infeccidn y el rechazo de trasplantes. Participa en gran
medida como causante del AHXR.

ULBP1-KO | Gen que codifica para la proteina ULBP1 porcina. Se ha demostrado que | (Fu et al.,
la unién de la proteina ULBP1 porcina al receptor NKG2D humano da | 2020;
como resultado la liberacion de los granulos liticos por las células NK que | Joanna et
median en la destruccion de las células del xenoinjerto. Este gen estd | al., 2018)
relacionado con los mecanismos de activacion de las células NK y por
tanto con el rechazo de tipo AHXR

CIITA-KO Es el gen codificante de la molécula MHC-Il, complejo de | (Fu et al,
histocompatibilidad Il o SLA-II. Estas moléculas estéan relacionadas con los | 2020)
rechazos mediados por células T CD4 humanas.

B2M-KO Gen que codifica para la enzima participante de la formacion del complejo | (Fu et al.,
de histocompatibilidad | (MHC-l o SLA-l). Estas moléculas estan | 2020)
relacionadas con los rechazos mediados por células T CD8 humanas.
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