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1 RESUMEN

Las nuevas herramientas de ingenieria genética, como el sistema CRISPR, posibilitan modificar
el material genético de cualquier especie animal. La modificacidon del genoma ha permitido el
desarrollo de investigaciones cientificas, que con la ayuda de los animales, han derivado en el

descubrimiento de importantes avances en la terapia clinica humana.

El uso de los animales domésticos como modelos biomédicos ha permitido el estudio de gran
cantidad de enfermedades tipicas de los seres humanos, y el desarrollo de posibles terapias
ante estas enfermedades. Ademas, ha permitido la mejora de caracteres de interés en la

producciéon animal, que directamente benefician al ser humano.

Uno de los avances mas recientes esta siendo la modificacidén del genoma de los animales
domésticos que permitan aportar beneficios en el ambito de los xenotrasplantes. Mediante la
modificacion del genoma se intenta solucionar alguno de los problemas derivados del uso de
animales como donadores de xenoinjertos. Los principales son: el rechazo inmunoldgico, y la
transmisién de retrovirus endégenos porcinos. Eliminados estos 2 obstaculos se podrian
realizar de manera exitosa xenotrasplantes entre el ser humano y otras especies animales,

como por ejemplo, el cerdo doméstico.

La formacion de “quimeras animales” seria una solucién alternativa a la carencia mundial de
drganos, actualmente para trasplantar a los seres humanos. Este procedimiento, permitiria el
desarrollo de cualquier tipo de células, tejidos y drganos humanos, de manera funcional, en el

organismo vivo adulto de otra especie animal, como el cerdo doméstico.
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1.1 ABSTRACT

New emerging genetic engineering tools, as the CRISPR system, enable the genome edition of
any animal species. Genome edition, has permitted the development of many scientific
research, that, with the contribution of animals, have evolved into the achievement of

important advances in human clinical therapy.

The use of domestic animals, as models for biomedical research, have allowed the study of a
great variety of diseases common in humans, and the development of alternative therapies for
those diseases. Furthermore, has permitted the improvement in profitable traits concerning

livestock production, which directly benefit human beings.

One of the most recent advances is the edition of domestic animal genomes, that enables to
provide benefits in the field of xenotransplantation. Through the modification of their genome,
disadvantages derived from the use of animals as xenograft donors can be avoided. The main
challenges are: immune rejection and transmission of porcine endogenous retroviruses. By
avoiding these main hurdles, xenotransplantation between human beings and other animal

species, such as domestic pigs, could be achieved successfully.

“Interspecies chimera” formation, could be a promising solution to the shortage of human
organs for transplantation at a global scale nowadays. This approach would permit the
development of any human cell type, tissue and organ, in a functional manner, within the

living adult body of any other animal species, such as the domestic pig.
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2 INTRODUCCION

2.1 Los animales domésticos como modelos biomédicos.

El uso de los animales como modelos biomédicos para llevar a cabo investigaciones cientificas,
ha supuesto a lo largo de la historia una gran aportacién en multitud de dreas de investigacion,
desde su uso como modelo para estudiar enfermedades humanas, su utilizacién como reflejo
del efecto de terapias médicas y farmacos frente a patologias, su aportacion en el campo de la

gendmica, o como fuente de células, tejidos y érganos en el ambito de los xenotrasplantes.

Inicialmente el uso de roedores como modelos animales para realizar estas investigaciones,
supuso un gran beneficio en el ambito de la investigacidn cientifica. La facilidad y las altas tasas
de cria, hicieron posible su uso como modelo biomédico que reflejara de la manera mas fiel
posible la fisiologia humana. Sin embargo, debido a la mayor distancia evolutiva entre los
roedores y el ser humano, en comparacidn con otras especies animales, hizo que se
empezaran a emplear a primates no humanos como un modelo animal mas preciso respecto
al ser humano. El alto coste de mantenimiento, la dificultad de cria, y los impedimentos
derivados de las motivaciones éticas por parte de la poblacién, han hecho que se busquen
otras alternativas para llevar a cabo las investigaciones cientificas basadas en el uso de los

animales.

El uso de animales de ganaderia, no sélo ha supuesto una gran aportacién en el campo de la
produccion ganadera, sino que también ha aportado beneficios en el drea de la medicina y de

la terapia clinica humana. Un ejemplo seria la primera oveja clonada conocida como “Dolly”.

Entre los animales de ganaderia, hay uno que resulta ser el mejor candidato para su uso como
modelo biomédico en las investigaciones cientificas, el cerdo doméstico. El cerdo doméstico,
por sus similitudes anatémicas, el tamafio de érganos similar al de los seres humanos, ademas
de la existencia de diferentes razas porcinas que podrian asemejarse a los diferentes tamanos
corporales de los seres humanos, sus similitudes moleculares vy fisiolégicas, de esperanza de
vida, ademas de su facilidad de cria y bajo coste, y la capacidad de producir varias camadas con
muchos lechones a lo largo del afio. Todas estas caracteristicas hacen al cerdo el mejor

candidato hasta el momento.
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2.2 Los métodos de edicion genética y su aplicacion en especies domésticas.

La existencia herramientas de ingenieria genética que permiten modificar el genoma de los
animales de una manera rapida y eficiente, ha permitido llevar a cabo avances en el ambito

agrario y biomédico.

Estas herramientas de ingenieria genética han permitido alterar el genoma de los animales
para estudiar el funcionamiento de dichos genes alterados y proteinas sintetizadas por los
genes, y la replicacidn en los animales de enfermedades tipicas de los seres humanos. También
es posible la expresidn de genes naturalmente no presentes en el genoma de algunos
animales, o la eliminacidn de ciertos genes por sus efectos indeseados en el propio individuo o

en otras especies animales, como el ser humano.

El descubrimiento de las endonucleasas, unas enzimas que permiten realizar escisiones en el
ADN, ha permitido el uso de los nuevos sistemas de ingenieria genética. Las endonucleasas
programables pueden disefiarse para producir cortes en el interior de la doble cadena del

ADN, en los lugares especificos deseados, de manera simultanea (Lee et al. 2018).
Actualmente existen 3 tipos principales de endonucleasas programables:

o “ZFN”o“Zinc Finger Nucleases”
o  “TALENSs” o “Transcriptor activator-like effector nucleases”

o “CRISPR-Cas9” o “Clustered regularly interspaced short palindromic repeats — Cas9”

3 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La constante y creciente demanda mundial de tejidos y érganos para ser trasplantados a los
seres humanos ha hecho que se enfoquen numerosas investigaciones cientificas para tratar de

solucionar este problema.
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Pese al aumento general tanto en nimero de donantes de érganos como en el nimero de
trasplantes realizados, tanto a nivel mundial, europeo y nacional, el nimero de pacientes en
lista de espera sigue aumentando conforme pasan los afios. Esta escasez creciente, pasando de
10,443 pacientes en lista de espera en el afio 2018 en Europa a 14,129 pacientes en lista de
espera en 2019, ha hecho que se produzca una situacion en la que de media mueren 18
pacientes cada dia, mientras esperan en lista de espera para recibir un trasplante.

(https://www.eurotransplant.org/cms/).

Esta situacion ha conducido a que se planteen otras alternativas posibles, como el uso de los
xenotrasplantes. En este contexto, se ha considerado al cerdo doméstico como la alternativa

mas plausible como fuente donadora de xenoinjertos para los seres humanos.

Sin embargo y a pesar de las similitudes, debido a la distancia evolutiva existente entre la
especie porcina y la especie humana, la realizacién de xenotransplantes entre el cerdo
doméstico y el ser humano, presenta algunos impedimentos que seria necesario superar.

Existen principalmente estos 3 obstdculos:

o Rechazo inmunitario de los xenoinjertos porcinos
0 Transmision de retrovirus endogenos porcinos (PERVs)

o Incompatibilidades moleculares y fisiologicas

Con el uso de herramientas de ingenieria genética se podrian eliminar estos 3 obstdaculos.
Ademas, se estan llevando a cabo investigaciones cientificas relacionadas con la formacién de
“quimeras animales”, que harian posible el crecimiento y desarrollo de tejidos y érganos
humanos en organismos vivos de otras especies animales. Estos avances harian factible el
empleo de animales, como el cerdo, como donadores de tejidos y drganos humanos,

solucionando el problema de escasez de érganos actual.

El objetivo del presente trabajo es realizar una revisién bibliografica sobre el papel que esta
desempefiando el uso de las nuevas herramientas de edicién genética, en particular las
herramientas basadas en CRISPR, en la superacion de los problemas fundamentales

mencionados.
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4 METODOLOGIA

La metodologia para realizar este trabajo se ha basado en la realizacidn de una revisién
bibliografica de articulos cientificos basados en el uso de tecnologias emergentes de edicidn
genética y su aplicacion en la terapia clinica humana. Toda la informacién adquirida se
sintetizé haciendo hincapié en aquella informacién relevante al ambito de los xenotrasplantes

entre los seres humanos y la especie porcina.

Se han empleado buscadores informaticos de articulos de investigacidn cientifica publicados
hasta el momento, principalmente en la plataforma PubMed, y en otras plataformas on line de
organismos oficiales como la Organizacion Mundial de la Salud o la Organizacion Nacional del

Trasplante.

Las palabras clave utilizadas en la mayoria de las busqueda han sido: “CRISPR-Cas9”, “CRISPR

” u n”n u

transgenesis”, “xenotrasplantation”, “rejection xenotrasplantation”, “PERVs”, “chimera

”n o«

formation”, “pig biomedical model”.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Edicién gendmica del cerdo.

La existencia de las herramientas de ingenieria genética como CRISPR-Cas 9 ha permitido la
modificacion del genoma porcino de una manera mucho mas eficiente, precisa, y rapida, que
los métodos de seleccidén genética tradicionales, empleados a lo largo de la historia para
producir los fenotipos buscados. Estas herramientas de ingenieria genética permiten conferir
rasgos genéticos a los animales que de manera natural no suceden en su especie. Ademds de
la posibilidad de mejorar multiples caracteres productivos a la vez, las mejoras se producen en
1 sola generacién, mientras que con la seleccion tradicional se requieren varias generaciones
para observar estas mejoras. Ademas, mediante la seleccion tradicional es muy dificil mejorar
algunas caracteristicas, como la fertilidad o la resistencia a las enfermedades (Whitelaw et al.

2016).

En el dmbito de la produccion porcina se han estado llevando a cabo mejoras continuas

mediante métodos tradicionales. Sin embargo, este proceso es un proceso lento y poco
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eficiente si lo comparamos con el uso de herramientas de ingenieria genética. Con el uso de los

nuevos métodos de ingenieria genética, se han podido crear mejoras como (Yang et al. 2018):

0 Aumento de la produccion carnica: mediante la generacidn de cerdos knockout para
el gen de la miostatina (MSTN), que genera cerdos con una hipertrofia e hiperplasia
muscular y disminucién del depdsito de grasa (Bi et al. 2016).

0 Mayor resistencia viral como el Virus Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS):
mediante la creacidn de knockout para genes mediadores en la entrada del virus,
como el gen CD163, receptores del virus PRRS (Lunney, J.K. 2007).

0 Mayor termorregulacion: mediante la modificacién del genoma se pueden generar
cerdos con mayor habilidad para mantener la temperatura corporal cuando son

expuestos al frio y una disminucidn en el depdsito de grasa al aumentar la lipdlisis.

En el ambito de la biomedicina los cerdos sirven como el modelo animal dptimo, por sus
similitudes con el ser humano, y por su mayor esperanza de vida en comparacidn con otros
modelos animales, que permite estudiar el progreso de las enfermedades. Esto ha
permitido el estudio de enfermedades humanas facilmente replicables en la especie
porcina, como las enfermedades hereditarias que dependen de varios genes, o el uso de
los cerdos modificados genéticamente como donadores de 6rganos y tejidos para
trasplantar a los seres humanos. En el ambito de la terapia clinica humana han permitido

aportaciones en (Yang et al. 2018)(Rogers, C.S. 2016):

o Enfermedades neurodegenerativas: la creaciéon de cerdos modificados permite
simular enfermedades neurodegenerativas de gran prevalencia en los seres humanos
como la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, o la enfermedad de
Alzheimer.

o Enfermedades cardiocirculatorias: la modificacion del genoma porcino permite el
estudio del metabolismo lipidico y de enfermedades como la arteriosclerosis (Huang
2017).

o Diabetes mellitus: debido a las similitudes entre la especie porcina y el ser humano en

cuanto a la anatéomica del pancreas y al metabolismo de la glucosa y regulacién de la
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insulina, han permitido estudiar esta enfermedad en los humanos de manera precisa
(Perleberg et al. 2018).

Cancer: mediante la creacion de mutaciones en el genoma de los cerdos, la activacién
de oncogenes, o la inactivacidn de genes supresores de tumores, se pueden crear
tumores especificos de un tejido y observar su comportamiento, y las posibles terapias
frente a los tumores (Perleberg et al. 2018).

Donadores en xenotrasplantes: la modificacién del genoma porcino ha abierto las

puertas a la aportacidn de células, tejidos y drganos aptos para los xenotrasplantes.

5.2 Xenotrasplantes como solucion a la carencia mundial de érganos y tejidos

humanos.

Elempleoherramientasdeingenieriagenética que permiten modificarelgenomaporcino,

como el uso de CRISPR-Cas 9 u otros métodos de ingenieria genética, harian posible modificar

elgenomadetalmaneraquese puedansuperarimpedimentos derivados de laactual escasez

de drganosy tejidos. Asi se han podido crear “cerdos knockout” y “cerdos multitransgénicos”.

Ha sido posible producir knockout en el genoma de los cerdos para eliminar la
expresion de antigenos de superficie como el epitopo alfa-1,3-Gal, principal causante
del rechazo hiperagudo durante la realizacion de los xenotrasplantes. También se han
conseguido eliminar los genes del genoma porcino CMAH y B4GalNT2, responsables
de la expresidn de antigenos xenoreactivos. O la generacién de cerdos knockout para
el Factor de Von Willebrand o el Factor de Tejido porcino, implicados en el
desencadenamiento de los mecanismos de la coagulacidon. Mediante la combinacion
de multiples knockout en el genoma porcino se han creado “cerdos con triple

knockout” que contienen varias modificaciones de manera simultanea.

También ha sido posible mediante CRISPR-Cas 9 la transgénesis de genes humanos en
el genoma porcino. Como la introduccién de transgenes que sintetizan proteinas
humanas reguladoras del complemento, como las proteinas hCD46, hCD55, y hCD59;
transgenes que codifican proteinas humanas inhibidoras de la apoptosis y la

inflamacion que se producen durante los xenotrasplantes, como la hemooxigenasa



LAURA EGUIARA SALAZAR
CRISPR Y TRANSGENESIS EN ANIMALES DOMESTICOS

hHO-1 o la proteina hA20; y la expresion de la Trombomodulina humana, que regula

el descontrol de la cascada de la coagulacion. Se han podido crear “cerdos

multitransgénicos” que contienen diferentes transgenes en su genoma.

Mediante la realizacién de estas modificaciones en el genoma porcino con la ayuda de

herramientas de ingenieria genética como CRISPR-Cas9, el cerdo doméstico podria ser la

solucion futura ante esta carencia creciente a nivel mundial de 6rganos y tejidos para los

trasplantes en los seres humanos.

Ademads es una buena alternativa para aquellos pacientes que han experimentado

previamente rechazo a érganos trasplantados de origen humano por una alta sensibilizacion al

antigeno leucocitario humano o HLA, o en aquellos pacientes que tras haber recibido un

alotrasplante desarrollaron una patologia primaria (Tandukar S and Hariharan S. 2018).

W Waiting Uist ®Transplants ~ Donors**

140,000

120,000

100,000

Number of People
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o Lung - 1.2%

W Other - 1.5%
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Imagen: Representacidn grafica que muestra
desde 1991 hasta 2017, la relacidn entre el
nimero de donantes, el nimero de trasplantes
realizados y el numero de pacientes en la lista
de espera para recibir un trasplante, al final de
cada afo.

Demuestra cémo desde 1991 hastala
actualidad el nimero de pacientes en la lista de
espera continda siendo superior al nimero de

donantes. http://optn.transplant.hrsa.gov/.

Imagen: Muestra para el mes de julio de 2019 la

relacion de cada tipo de 6rgano necesitado en la

lista de espera de pacientes estadounidenses.
Reflejado en la lista de espera de transplantes de la
administracion de servicios sociales y sanidad de
los EEUU (HSRA, Health Services and Resources
Administration).

Figura obtenida de

http://optn.transplant.hrsa.gov/.
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5.2.1. Rechazo inmunitario de los xenoinjertos porcinos.

El uso de cerdos modificados genéticamente para hacer frente a la necesidad de tener una
fuente de células, tejidos y érganos para ser trasplantados a los seres humanos, ha supuesto 2
principales impedimentos: la presencia de retrovirus endégenos en el genoma porcino
(PERVs), y el rechazo que se produce frente a los xenoinjertos por parte del receptor (Niemann

et al. 2016).

Cuando se realizan xenotrasplantes entre individuos se desencadena una respuesta
inmunitaria en el individuo receptor del drgano trasplantado y se produce un rechazo del
xenoinjerto. Esto se debe a que durante la adaptacién evolutiva las diferentes especies, han
desarrollado moléculas y reacciones metabdlicas diferentes, que regulan importantes procesos
biolégicos en el organismo, como la cascada del complemento o los mecanismos de
coagulacion, ademas de las diferentes glicoproteinas de superficie. Estas diferencias seran
reconocidas como extrafias por el organismo del receptor del xenoinjerto y causaran un

rechazo de este (Niemann et al. 2016).

Las 3 principales barreras inmunologicas durante el rechazo

Las 3 principales barreras inmunoldgicas existentes cuando se produce un xenotrasplante son

(Niemann et al. 2016):

0 Unrechazo hiperagudo (HAR, Hyperacute rejection)
o0 Unrechazo vascular agudo (AVR, Acute vascular rejection)

0 Unrechazo cronico en el tiempo (DXR, Delayed xenograft rejection)
Para hacer frente a estas 3 barreras inmunoldgicas se han planteado 2 vias de actuacion, una

via enfocada en el animal donante, en este caso el cerdo, y otra via enfocada en el hospedador

receptor del xenoinjerto.

11
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5.2.2. Mecanismos de actuacion sobre el receptor del 6rgano.

Actualmente las vias de actuacion enfocadas en el hospedador se centran en el uso de nuevas
terapias inmunosupresoras. Como terapias inmunosupresoras exitosas en xenotrasplantes de

cerdos a primates no humanos se han empleado (Choi et al. 2018):

o Corticosteroides convencionales, como la Ciclosporina, habitualmente utilizada
en alotrasplantes de érganos entre los seres humanos en la terapia humana.

O Bloqueadores de los estimulantes de los linfocitos T como son los anticuerpos
anti- CD4+T,anti-CD 154 yanti-CD40.

O Anticuerpos que bloquean la actividad de los linfocitos B como es el anti-CD20.

O Inmunosupresores disponibles comercialmente como son Basilimax o Tacrolimus.

O Agentes que secuestran células de los linfonodos, como el farmaco Fingolimod.

Las terapias inmunosupresoras han mostrado muy buenos resultados en los primates no
humanos que han recibido los xenoinjertos porcinos. No sdlo en la inhibicion de la respuesta
inmunitaria frente a érganos trasplantados, sino que ademas han tolerado de manera segura
los xenoinjertos durante los 6 meses posteriores al xenotrasplante (Choi et al. 2018). Esto da
una idea de cémo una buena terapia inmunosupresora puede ser una buena alternativa para
evitar el rechazo. Y como se puede mantener en el tiempo la normalidad de los érganos

trasplantados y la salud del propio paciente.

5.2.3. Inconvenientes de las terapias inmunosupresoras.

A la hora de establecer una terapia inmunosupresora, hay que tener en cuenta el mayor riesgo
de infeccidn que puede tener lugar al disminuir la respuesta inmunitaria. Una infeccion que
puede ser producida tanto por patdégenos derivados del cerdo donante, como por patégenos

oportunistas derivados del propio hospedador.

El riesgo de transmisién puede ser mayor si se realizan xenotrasplantes entre cerdos y seres
humanos, que entre otras especies animales debido a la mayor similitud entre la especie
porcina y la humana. Esta similitud, hace que compartamos gran cantidad de microorganismos

patogenos, que podrian dar lugar a zoonosis. Esta particularidad epidemioldgica se conoce
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como “xenozoonosis”, es decir una infeccién producida por microorganismos derivados de

tejidos no humanos que han sido trasplantados (Fishman et al. 2012).

Para prevenir las “xenozoonosis”, se pueden realizar controles analiticos rutinarios de los
cerdos criados para los xenotrasplantes, y andlisis previos al xenotrasplante de cada animal.
También es clave disminuir la utilizacién rutinaria de antibidticos para evitar el crecimiento de
microorganismos patdgenos resistentes a los antibidticos, y aumentar las condiciones de
bioseguridad en las granjas de cria de los animales donantes para disminuir la entrada y
diseminacidn de patdgenos (Fishman, J. 2018). Esto evitaria tener que depender de una fuerte
terapia inmunosupresora al realizar xenotrasplantes, y de esta manera disminuir el riesgo de

transmision de patégenos.

Es de gran importancia conocer cudles son los microorganismos patégenos que pueden ser
transmitidos de los cerdos donantes a los seres humanos receptores de los xenoinjertos. No
solo por la propia salud del receptor del érgano sino por el posible riesgo de transmitir el
patogeno a otros seres humanos. Es por ello muy importante el papel de los veterinarios en el
conocimiento de las posibles zoonosis al realizar los xenotrasplantes. Basados en la experiencia
de los patdgenos que se desarrollan con mas frecuencia durante los xenotrasplantes entre
cerdos y primates no humanos, o entre alotrasplantes de seres humanos inmunodeprimidos,
se han creado los cerdos “Designated pathogen free” o cerdos “Designados libres de

patégenos” (Fishman J. 2018).

5.2.4. Mecanismos de actuacion sobre el animal donante

Para evitar la posible transmision de microorganismos patogenos entre cerdos donantes y
seres humanos receptores de drganos, lo ideal seria poder usar la menor terapia
inmunosupresora posible. Esto se podria lograr evitando en el animal donante los factores que
desencadenan una respuesta inmunitaria en el receptor. Para ello, la modificacion del material

genético de los cerdos es necesario, lo que se puede conseguir con el uso de CRISPR-Cas9.

Para conseguir esta modificacion del genoma porcino donante de drganos que nos permita
moldear su material genético de manera que podamos alterar los genes que estan implicados

en el desencadenamiento de la respuesta inmunitaria en el receptor del érgano trasplantado,
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se han empleado herramientas de ingenieria genética, tanto tradicionales como edicion del

genoma mediante nucleasasy mas recientemente CRISPR-Cas9.

Hasta el momento se han llevado a cabo mas de 40 modificaciones en el genoma porcino. Para
controlar el rechazo que se produce como consecuencia de este descontrol en la respuesta
inmunitaria, es necesario atajar el problema de multiples maneras. Debido a la complejidad del
proceso que se produce durante el rechazo y debido a que estan implicadas multitud de
moléculas y vias, es necesario actuar sobre cada una de estas vias para tener éxito en la
evasion del rechazo. Las 3 principales barreras inmunolégicas que se producen durante el

rechazo son:

o Unrechazo hiperagudo o HAR (hyperacute rejection).
o Unrechazo vascularagudoo AVR (acute vascularrejection).

o Unrechazo créonicoo DXR (delayed xenograftrejection).

Imagen A: Varios factores implicados en el
— Edema

Activated
Ischemia-reperlusion andothelium i
R e S G desarrollo del rechazo hiperagudo (HAR) en
endathelium Complement activation thrombosis . . .
Inveto osl acivily Injurecidead — un érgano WT (Wild Type). El factor més
endothelium s
—— Interstitial . .z .
Haotiatie importante es la unién de anticuerpos
A Hyperacute rejection (HAR) '
preformados anti-alfaGal a las células del
endotelio vascular del xenoinjerto y
consecuentemente la activacién del sistema
e del complemento. La HAR se podria
nNecrosis . di | ién de 6
N TonGar A b T prevenir mediante la creacién de érganos
GTKO Complament activation iyl Interstitial , ,
endothelium et call ety en;‘g;::fum — hamorrhage knockout para el antigeno alfaGal (érganos
T cell response
Microvascular GTKO) o la expresion de transgenes
thrombosis
humanos reguladores del sistema del
Inafficient complemento. Proceso que sucede en
thromboregulation
Plateletmonocyte cuestién de horas.
B Acuten | xenograft rejection (AHXR) ECUVRIIE)

Imagen B: Rechazohumoralagudo (AHXR) relacionado con elrechazo vascularagudo enxenoinjertos GTKO. En
estecasotambiénestaninvolucradosanticuerpos, peroen este caso anticuerposanti-non-Gal. Es un proceso
gradual que se prolonga durante diasa semanas. Y en el estdn involucrados fendmenos proinflamatorios e

inductores de la coagulacionen el tejido vascularizado.

Imagen extraida de Kidney Xenotrasplantation (Cowan et al. 2014).
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5.2.5. “Rechazo hiperagudo” o “HAR”

El rechazo hiperagudo o HAR, se produce en las primeras horas tras el xenotrasplante. Se ha
descubierto que este proceso esta causado principalmente por la respuesta de los anticuerpos
humanos frente al antigeno de superficie porcino o epitopo galactosyl-alfa-1,3-galactosa o
Gal@-1,3-Gal. Este antigeno, es un carbohidrato de superficie, que se encuentra presente en
la superficie celular de muchos mamiferos, incluido el cerdo, pero que no se encuentra en
primates o humanos, por lo que esta particula resulta extrana para el sistema inmunitario

humano (Zeyland, J. et al. 2013).

Como el epitopo alfa-1,3-Gal se expresa en muchos microorganismos, e incluso en productos
derivados de los animales, los seres humanos, hemos desarrollado de manera natural
anticuerpos frente a esta glicoproteina, llegando a poseer un 1 % de anticuerpos anti-Gal, del

total de los anticuerpos circulantes en nuestra sangre (Galili, U. 2013).

Al haber desarrollado anticuerpos frente al epitopo alfa-1,3-Gal, durante el xenotrasplante, el
sistema inmunitario humano reconocera el antigeno de superficie y desarrollara un rechazo
hiperagudo o HAR mediado por los anticuerpos anti-Gal que se encuentran presentes en la
circulacién sanguinea. Estos anticuerpos anti-Gal se unen al endotelio de los tejidos y 6rganos

porcinos vascularizados, activando la cascada del complemento, y la cascada de la coagulacidn.

Si el epitopo alfa -1,3-Gal es el principal causante del rechazo hiperagudo, evitando la

expresion de este antigeno, se evitaria en gran medida el HAR durante los xenotrasplantes.

Mediante la silenciacion del gen codificante para la enzima alfa-1,3-galactosyltransferasa,
denominados gen GGTAI, se puede conseguir inhibir la expresién en la superficie de las

células del este antigeno.

5.2.6. Generacion de “cerdos knockout”

Con el uso de CRISPR-Cas9, se pueden crear cerdos knockout para este antigeno. El uso de
cerdos knockout para los antigenos responsables del rechazo, harian posible disminuir la
terapia inmunosupresora, y por tanto los efectos secundarios que ello conlleva, previamente

explicados. Lo ideal seria una combinacion de xenoinjertos lo menos inmundgenos posible, y
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por otro lado, usar terapias inmunosupresoras lo menos agresivas posible.

Este enfoqueyase hallevado a cabo con éxito en algunos laboratorios. Para producir cerdos
knockout paraelgenresponsable de lasintesis de la enzima alfa-1,3-
galactosylaminotransferasa, que se encuentranenellocus GGTA1 delgenoma, primero se
llevaron a cabo modificaciones del genomadelos fibroblastos obtenidosdelaorejade un
cerdo. Estosfibroblastosfueron modificados genéticamente paraeliminarlaexpresiondela
enzima, y posteriormente se llevd a cabo unatransferencia nuclear delos. De esta manerase
consiguiécrearembrionesde cerdosknockout paraelantigenoalfa-1.3-Gal (Kolber-Simonds
etal.2004). Este logro daria paso al inicio de la modificacién del genoma porcino para evitar

losrechazosenlosxenotrasplantesahumanos.

Inhibiendo la expresién del epitopo alfa-1,3-Gal se consigue principalmente reducir la actividad
del sistema inmunitario adaptativo, pero no celular. Lo que implica que inhibiendo Unicamente
la expresion del antigeno alfa-1,3-Gal no seria suficiente para atajar el problema del rechazo

hiperagudo, pues existen otros mecanismos celulares implicados en el desarrollo del rechazo.

Esta generacion de cerdos GalTKO o GGTA1KO, permite que se evite el rechazo hiperagudo
que se produce en los xenotrasplantes y permite alargar el tiempo de vida de los xenoinjertos
en los pacientes receptores. Este fendmeno ha podido comprobarse en xenotrasplantes de
corazones de cerdo en babuinos. Los corazones de cerdos Gal-KO que fueron trasplantados
heterotépicamente en babuinos, sobrevivieron durante mas de 1 afio en babuinos (Mohiuddin
et al. 2014). Esto demuestra la efectividad de la generacion de estos cerdos knockout para

alargar la supervivencia de los xenoinjertos.

5.2.7. “Humanizacion” de los xenoinjertos.

Otra alternativa ideada es la de crear tejidos y drganos porcinos lo mas parecidos posible a los
tejidos y 6rganos humanos. Es decir “humanizarlos”. Una alternativa seria la de transgénesis
de genes humanos en el genoma porcino. De esta, manera se podria conseguir expresar
moléculas humanas en el organismo porcino. Una solucién posible es la creacion de cerdos
gue expresen proteinas humanas clave en la regulacion de los procesos involucrados en la

respuesta inmunitaria y de rechazo en el receptor de los xenoinjertos.
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O Unejemplo es la proteina humana CD46 (hCD46), la cual es reguladora del sistema del
complemento (Burdorf et al. 2016).

O Otro ejemplo es la creacién de cerdos que expresen la trombomodulina humana.
La trombomodulina es una glicoproteina humana que se encuentra en el endotelio
vascular, y que actia como anticoagulante impidiendo la agregacién plaquetaria

(Mohiuddin et al. 2014).

Hay que ser precavidos con la “humanizacion” del genoma porcino, pues la expresidon de
moléculas y proteinas humanas en las células del cerdo donante, podria favorecer el desarrollo
de enfermedades infecciosas humanas, que no son propias de cerdo, y que se desarrollan en el
animal gracias a la presencia de estas proteinas que pueden actuar como receptores celulares
de ciertos patdgenos propios de los seres humanos. Un ejemplo de microorganismo patégeno
gue se ha comprobado haber sido transmitido al realizar un xenotrasplante es el virus del

sarampion humano (Fishman et al. 2004).

Figura: Este diagrama de barras muestra el progreso en la supervivencia (medido en dias) de

3 . .
% xenotrasplantes de higado, de cerdos: sin
W
g2 modificacién del genoma (WT); cerdos
=1
g i transgénicos para las proteinas humanas
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reguladorasdelcomplementohCD55;hCD59;

2 2 B8 .
& 8 & & hCDA46; el transgen humano H, parala expresién
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ur del antigeno de superficie H; y de cerdos
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. @ o % . wme #e  knockoutparaelgen GGTAL Endiferentes
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diferentes combinaciones de terapias inmunosupresoras. La tabla refleja como el uso de cerdos GGTAI-
KO junto con una terapia inmunosupresora especifica ha conseguido incrementar el nimero de dias de

supervivencia del higado trasplantado en primates. Imagen obtenida de Liver transplantation (Patel et

al. 2017).

5.2.8. “Rechazo vascular agudo” o “AVR”.

La eliminacion del epitopo alfa-1,3-Gal del endotelio de los xenoinjertos y la expresion de
proteinas humanas a reguladoras del complemento, no consiguen evitar definitivamente el
rechazo, ya que participan otros mecanismos del sistema inmunitario en el desarrollo del

rechazo.
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A parte del desarrollo del rechazo hiperagudo, existen otros mecanismos inmunitarios que
causan una coagulacion intravascular diseminada (CID), y una microangiopatia trombotica
(MAT) en el organismo receptor del xenoinjerto. Estos mecanismos producen el rechazo
vascular agudo o AVR (Acute Vascular Rejection) (Lin et al. 1998). Ademas, esta activacion de
los mecanismos de coagulacién y la trombosis intravascular, se pueden ver incrementadas por
la incompatibildad molecular existente entre moléculas reguladoras presentes en el endotelio
del érgano trasplantado y moléculas dianas humanas presentes en la sangre del receptor. Un
ejemplo es la incompatibilidad entre la trombomodulina (TM) porcina y la proteina C humana.
La trombomodulina porcina no consigue inhibir los mecanismos de activacion de la
coagulacion en el receptor del érgano trasplantado al no actuar como cofactor para activar la
proteina C en humanos (Roussel et al. 2008). Ademas de los problemas derivados de la
inadecuada inhibicién de la coagulacién, un aumento de la coagulacién puede desencadenar
una reaccion inflamatoria inmediata, lo que agrava el rechazo. Es necesario controlar estas
incompatibilidades para crear un adecuado funcionamiento fisiolégico del 6rgano

trasplantado.

5.2.9. “Rechazo retrasado del xenoinjerto” o “DXR”.

Ademas del rechazo hiperagudo y del rechazo vascular agudo, aun se produce un rechazo del

xenoinjerto crénico en el tiempo.

O Los linfocitos T tienen una funcién importante en el desarrollo del rechazo crénico de
los xenotrasplantes, pues son clave como mediadores de la respuesta inmune celular.
Si se suprime la actividad de los linfocitos T en los receptores, la supervivencia de los
xenotrasplantes se ve incrementada (Scalea et al. 2012).

O También es de importancia conocer la actuacidn del sistema inmunitario innato. Las
células Natural Killer, macrofagos, y neutréfilos, se activan cuando reconocen
patrones moleculares que identifican como patdgenos, y pueden actuar
independientemente al sistema del complemento o a los anticuerpos cuando
reconocen moléculas extrafas, en este caso de la especie porcina (Niemann et al.

2016).
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5.3 Uso de CRISPR-Cas9 para evitar el rechazo de los xenoinjertos.

La existencia de CRISPR-Cas9 hace posible la creacion de cerdos multitransgénicos, y por tanto
se podria modificar el genoma de los cerdos donantes de forma que aunen todos los requisitos
gue hasta ahora se han comprobado mas eficaces a la hora de evitar el rechazo de los

xenotraspla ntes, como:

O La eliminacién del epitopo alfa-1,3-Gal de la superficie de las células.
O Laexpresién de la proteina reguladora del sistema del complemento hCD46.

O La expresion de la trombomodulina humana.

Ya que en el desarrollo de la respuesta inmune estan implicadas multitud de moléculas, es
previsible que existan moléculas implicadas que atin no han sido descubiertas como
promotoras del rechazo a los érganos porcinos. Se estan desarrollando investigaciones para
descubrir todos los mecanismos implicados. Durante estas investigaciones, tras la eliminacién
del genoma porcino del antigeno alfa-1,3-Gal, se han ido descubriendo la presencia de otros
antigenos involucrados en el desencadenamiento del rechazo, como el acido N-

glicolilneuraminico o Neu5Gce y la enzima B4GaINT?2.

O ElINeu5Ge es la forma glicosilada del acido neuraminico. Este se encuentra
ampliamente presente de manera natural en los tejidos animales y algunas bacterias.
Durante el desarrollo evolutivo los seres humanos hemos perdido la forma glicolilada
del acido neuraminico. Debido a que la forma glicolilada se encuentra en productos
derivados de los animales, como la leche y la carne, puede expresarse en la superficie
celular del epitelio y en los endotelios, y como consecuencia, algunos seres humanos
pueden desarrollar anticuerpos frente al Neu5Gc (Padler-Karavani et al. 2011). Otra
modificacion esperanzadora del genoma porcino podria ser la disrupcion de la
formacion de la forma glicolilada del acido neuraminico en la superficie celular de los

cerdos donadores para evitar el rechazo.

O Laenzima B4GalNT2 ha demostrado ser importante en el desencadenamiento del
rechazo frente a tejidos de cerdo. En xenotrasplantes de corazén de cerdos GGTA1-KO
a babuinos, algunos de estos seguian desarrollando rechazo al xenotrasplante. Se
analizé la sangre de estos babuinos y se detectaron anticuerpos frente al glicanos

producido por la enzima B4GaINT2 (Byrne et al. 2018).
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Hasta el momento, aquellos genes que se ha comprobado que estdn involucrados de manera

principal en los mecanismos del rechazo hiperagudo y el rechazo vascular agudo de los

xenotraspla ntes, son:

O Elgen GGTAI1, como responsable de la produccidon del antigeno alfa-1,3-Gal.

O Elgen CMAH, como responsable de la sintesis de la forma glicolilada del 4cido

neuraminico.

O Elgen B4GaINT2, como responsable de la produccidn de glicanos xenoreactivos.

Ya que la herramienta CRISPR-Cas9 permite producir modificaciones en el genoma de forma

simultanea, mediante la modificacién de estos 3 genes simultdaneamente en el genoma

porcino, se podrian crear cerdos con triple knockout, como por ejemplo un cerdo

GGTA1/CMAH-/B4GaINT2-KO.
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Figura: Inmunoglobulinas humanas IgM e [gG uniéndose a células
endoteliales adrticas porcinas y humanas (AECs) (medido por

citometria de flujo).

a) La unién de anticuerpos IgM (arriba) e IgG (abajo) a las
células AECsencerdos GGTA1KO/CD46es considerablemente
menor que en cerdos WT (Wild type, es decir no modificados
genéticamente).

b) Es ain mayor la disminucién de la union de las
inmunoglobulinas tanto IgM como 1gG a las células de cerdos con
triple modificacion del genoma GGTA1KO/CD46/Neu5G¢cKO.

c) La unién de IgM a estas células es bastante mayor en los
cerdos con triple knockout del genoma que en seres humanos.
d) Sin embargo esta diferencia de unién entre cerdos con
modificacidén del genoma y seres humanos no es tan acusada con
IgG.

Imagen extraida de Renal xenotransplantation: experimental

progress and clinical prospects (Wijkstrom et al. 2017).

La generacion de cerdos transgénicos para evitar esta incompatibilidad molecular entre

moléculas reguladoras de la coagulacién porcina y moléculas diana humanas, haria posible

controlar los mecanismos de inhibicion de la coagulacion en el receptor de drganos, y de esta

manera controlar el rechazo vascular agudo.
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Moléculas humanas hasta ahora conocidas que estan implicadas en la cascada de la
coagulacion y por tanto podrian ser susceptibles de ser expresadas en cerdos transgénicos son
la trombomodulina humana (HTM) (Roussel et al. 2008), el factor de tejido porcino (TF)
(Ahrens et al. 2015), y el factor de Von Willebrand (vWF) (Burdorf et al. 2016). Si se
consiguiese expresar transgenes humanos de estas 3 moléculas en érganos porcinos podria

disminuirse potencialmente el rechazo vascular agudo.

Ademas de la expresidn de proteinas humanas reguladoras del sistema del complemento y de
la cascada de la coagulacion en el genoma porcino, la expresion de ciertos transgenes
humanos con actividad anti-apoptotica y antiinflamatoria, podria ser clave si se desea lograr

una inhibicién completa del rechazo en los xenotrasplantes.

0 Un gen candidato para ser modificado debido a su implicacién en la apoptosis e

inflamacion es el gen hHO-1 o hemooxigenasa humana (Yeom at al. 2012).

0 Otra molécula implicada en la regulacion de la inflamacion y la apoptosis celular es la

proteina humana hA20 (Ahrens et al. 2015).

Estas 2 modificaciones podrian ayudar a evitar el rechazo cronico que se produce durante los
xenotrasplantes. La capacidad antiinflamatoria y anti-apoptodtica evitan el dafio isquémico que
se produce durante el rechazo al inducir una vasodilatacién e inhibicion de la agregacion

plaquetaria.

5.4 “Cerdos multitransgénicos”

Mediante la aplicacion de diferentes transgenes, y la generacién de diferentes knockouts, se
podria superar la mayoria de los impedimentos que suceden durante el proceso del rechazo, y
conseguir aumentar la supervivencia de los xenoinjertos porcinos en seres humanos. Por esta
complejidad en el proceso de la respuesta del sistema inmunitario, pareceria prometedor la
creacion de cerdos multitransgénicos, ya que cada gen puede actuar durante las diferentes

fases del proceso del desencadenamiento del rechazo.
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Un ejemplo de éxito en la produccién de cerdos multitransgénicos ha sido la creaciéon

de cerdos con una triple modificacidn en el genoma.

La generacion de cerdos multitransgénicos GGTA1-KO/hHO-1/hA20 ha demostrado
tener éxito en la inhibicion del rechazo (Ahrens et al. 2015).

Otra linea de cerdos multitransgénicos beneficiosa en el rechazo de los

xenotrasplantes es la linea porcina GGTA1-KO/CD46/hTM (Fischer et al. 2016).

5.5  RETROVIRUS ENDOGENOS PORCINOS o PERVs.

Los PERVs son retrovirus gamma que se encuentran en el genoma de todas las especies
de mamiferos, incluidos la especie porcina. Los retrovirus gamma presentes en la
especie porcina son capaces de liberar particulas virales e infectar otras células de su
misma especie y de otras especies animales (Weiss, R.A. 2013). Mientras que los
retrovirus enddgenos presentes en el genoma humano (HERV) no tienen capacidad de

replicarse y de causar infeccion (Denner, )., 2016b).

Hasta el momento se conocen 3 subtipos de PERVs, los subtipos PERV-A y PERV-B que
se encuentran presentes en la mayoria de las especies de animales, incluidos los seres
humanos, y el subtipo PERV-C que no ha demostrado tener tropismo por células

humanas, y sélo por células de la especie porcina (Kimsa et al. 2014).

La existencia de PERVs en el genoma porcino y su posible transmisién a los seres
humanos durante los xenotrasplantes, hace que se tome el principio de precaucion, y
se estan llevando a cabo investigaciones para tratar de comprobar la transmision real
a los seres humanos. Ya que hasta el momento no se ha podido demostrar que causen
una xenozoonosis en los seres humanos en vivo (Fishman et al. 2012).

Imagen: Ciclo de PERVs: 1. Unién de la glicoproteina
gp70 de la superficie de la envoltura viral al receptor de
membrana celular. 2. Cambios en la conformacién de la
gp70. 3. Fusidn de las membranas del virus y de la célula.
4. Se produce una endocitosis mediada por receptor. 5.
Entrada del virus en la célula. 6. EI ARN viral entra en el
citoplasma como un complejo nucleoprotéico. 7. La
transcriptasa inversa produce el ADN viral. 8. El ADN

viral se transporta hasta el nucleo celular y se integra en

el ADN cromosdmico de la célula. (Imagen extraida de

Denner, J. et al. 2012).
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5.5.1. Transmision de PERVs en los xenotrasplantes

Para poder determinar la infeccién de los PERVs en células se lleva a cabo un analisis
del mimero de copias de los provirus y el nivel de expresion de los PERVs. Ya que se
ha identificado diferente nimero de copias de PERVs en diferentes lineas celulares, es
necesario conocer el numero especifico de copias de cada linea celular para
determinar si aumentan o se mantienen en numero. Esto permite seleccionar los
cerdos con menor niumero de copias de PERVS y asegurar de esta manera un

xenotrasplanate mas seguro.

Con el uso de diferentes métodos para determinar la presencia de PERVs se ha
podido determinar la presencia de PERVs en células humanas que han sido
cultivadas en cultivo celular junto a células porcinas (Yang, L. et al. 2015). Esto

demuestra que los PERVs pueden infectar células humanas en un cultivo celular.

Para poder determinar la transmisién de los PERVs entre células humanas, se ha
creado una linea celular de células humanas embrionarias de rifion a las que se les
ha inoculado con PERVs, y a las que se les ha marcado con la proteina fluorescente
verde para poder monitorizarlas. A esta linea celular se le ha denominado i-HEK293T-

GFP (Yang, L. etal. 2015).

La GFP, es una proteina con fluoresceina verde, que permite monitorizar las células a
las que va unida mediante la radiacidon UV. La deteccion de la GFP permite
determinar la proliferacion de los PERVs a partir de las células i-HEK293T-GFP.
Mediante esta técnica, se ha podido ver que la propagacion de los PERVs se

mantiene activa en estas células humanas infectadas (Niuetal.2017).

Existe un riesgo potencial en la transmision de los retrovirus endégenos porcinos,
tanto del subtipo PERV-A, como delsubtipo PERV-B, ambos subtipos que
demuestran un tropismo por células humanas. Por tanto, podria existir un riesgo de
infeccion entre seres humanos si estos desarrollan una infeccién de PERVs tras recibir

un xenoinjerto porcino, pero esto aiin no ha podido demostrarse.
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Se ha demostrado que las células de la linea celular i-HEK293T-GFP pueden transmitir
los PERVs a células humanas embrionarias de rifion salvajes o WT, “WT HEK293”, es
decir, que no han sido modificadas genéticamente, cuando se cultivan conjuntamente
durante 2 semanas (Niu et al. 2017). Esto demuestra que la transmision intercelular
se ha demostrado como un mecanismo posible de transmision de PERVs entre célula

humanas.

Se ha demostrado que los PERVs pueden integrarse en el genoma humano en un
cultivo celular. Se han observado uniones de PERVs en el genoma humano

sobrerepresentadas en las regionales activas de la cromatina (Moalic, Y. et al. 2006).

AUn no ha podido demostrarse que los PERVs puedan transmitirse a seres humanos
en un entorno clinico. Debido a motivos éticos en torno a la realizacién de
experimentos cientificos que conciernen al ser humano, existe una prohibicion en
algunos paises que impide la realizacion de estas investigaciones usando al ser

humano como modelo para investigar la transmision en vivo de los PERVs.

(https://oir.nih.gov/sourcebook/ethical-conduct/special-research-considerations/human-stem-cell-use/human-

embryo-research-cloning-prohibitions).

A: Arbol filogenético que muestra los
retrovirus enddégenos presentes en el
genoma del cerdo. Los PERVs estdn

coloreados de azul.

B: Determinacién del nimero de copias de

PERVs en células de la linea celular PK15

PERV Copy number
c5B8BEB833E8

— e P (mediante ddPCR). Se estima una deteccién

as reference  as relerance  as relerance

de 62 copias del pol de genes de PERVs.

Tomando como referencia 3 genes distintos:

¢ R us gag pol any u3 A
EB2, ACTB, GAPDH. C: Se han disefiado 2 guias
gRNAZ
5 GGACCTGGCCAACTTCAGGATCCARCACCCTY CCTCCTCCAGTACG TEGATGACCTGCTTCTGGCGGGAGCCAC 3 de ARN (gRNA) para el pOl de genes de PERVS.
3' CCTGGACCGGTTGANGTCCTAGGT AGTCCACTGG CATGCACCTACTGGACGAAGACCGCCCTCGETG §
aFNAT Sus secuencias PAM estdn marcados en rojo.

Imagen extraida de Yang et al. 2015).

5.5.2. Uso de CRISPR-Cas9 para inactivar los genes implicados en los PERVs

Debido a la capacidad del sistema CRISPR-Cas 9 para producir modificaciones multiples en el

genoma y de manera simultanea, se ha conseguido actuar sobre los genes del genoma

responsables de los PERVs y de esta manera inactivarlos. Mediante este método se han
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conseguido generar 2 lineas celulares a las que se ha silenciado la actividad de los genes

implicados en los PERVs:

O Se ha creado en un cultivo celular una poblacién de células epiteliales renales
porcinas con una inactivacion de los genes del genoma involucrados en la actividad de

los PERVs (Yang et al. 2015). Esta linea celular se ha denominado PK15.

O También se ha creado una linea celular primaria porcina de fibroblastos fetales, en la
que se ha silenciado la actividad de los PERVs. Esta linea celular se ha denominado

FFF3 (Niuetal.2017).

5.5.3. Creacion de cerdos futuros donadores de érganos desprovistos de PERVs

A partir de esta linea celular FFF3 desprovista de la actividad PERV, se han conseguido producir
embriones porcinos mediante la transferencia nuclear de células somaticas (SCNT) (Niu et al.
2017). Esta técnica permite clonar las células de una linea celular y dar lugar a embriones. Los
embriones que se obtienen mediante el uso de esta técnica se transfieren posteriormente a
cerdas nodrizas, que daran lugar a lechones con una silenciacion de los genes responsables de

los PERVs en su genoma, y seran los futuros cerdos donadores de 6rganos.

Los lechones nacidos con éxito mediante este procedimiento mantienen el nimero de copias
en el genoma de genes involucrados con los PERVs, por lo que no se produce reinfeccion de
PERVs en los lechones nacidos. EI ARN de los tejidos de estos cerdos generados con éxito
siguen manteniendo la inactivacion de los genes. Esto constata la eficacia del procedimiento
de la modificacion genética mediante el uso de CRISPR-Cas 9 para producir cerdos sin copias

funcionales de los PERVs.

La produccién de cerdos con inactividad de los PERVs es sélida en ese sentido. Se estdn

llevando a cabo estudios de larga duracion para monitorizar el efecto de la desactivacién de

los PERVs en el genoma y la edicidn de genes en estos animales, a medida que vayan

madurando y creciendo.
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5.5.4. Inconvenientes de la modificacion del genoma para inactivar los PERVs

El uso de endonucleasas, como la endonucleasa Cas-9, para realizar cortes multiples en el
genoma de manera simultanea, desencadena dafios en el ADN, como una senescencia
inducida en las células o una apoptosis de estas. También puede generar anormalidades
cromosomicas en las células que han sido modificadas genéticamente, como deleciones entre

los cortes de la doble cadena del ADN (Zhang et al. 2015).

Existe una correlacion entre los lugares en los que se producen escisiones en el genoma y los
lugares en los que se ha producido una traslocacion de pares de bases. Esto sugiere una

“toxicidad” directa del uso del sistema CRISPR-Cas 9 sobre el genoma (Zhang et al. 2015).

Se han planteado estrategias anti-apoptoticas, para evitar este fenémeno. Se ha empleado un
coctel anti-apoptético que disminuye las alteraciones que se producen en las clones de células
derivados de lineas celulares modificadas genéticamente. Este coctel contiene el inhibidor
p53, un factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF), y la molécula anti-apoptotica Pifithrin

Alpha (Niu et al. 2017):

Con el uso de este coctel anti-apoptdtico, se pueden solucionar los inconvenientes derivados
del uso de endonucleasas y del método de CRISPR usado para inactivar los PERVs en el
genoma, y de esta manera, se han conseguido mejorar las tasas en la inactivacién de los PERVs
de los clones de una poblacidén de la linea celular FFF3. Esta podria ser la solucidn a las bajas

tasas de inactivacion conseguida en las células clonadas y las bajas tasas de embarazo.

5.6 FORMACION DE “QUIMERAS ANIMALES” Y OBTENCION DE ORGANOS PARA
TRASPLANTES

La formacién de quimeras animales entre la especie porcina y el ser humano se ha planteado
como una solucién ante la carencia de érganos en el ambito de los trasplantes. La posibilidad
de desarrollar células, tejidos y drganos humanos en un organismo porcino, permitiria la
disponibilidad de una fuente de 6rganos para ser trasplantados a los seres humanos, con la
ventaja de evitar los impedimentos que suponen el uso de xenoinjertos porcinos: el rechazo

inmunitario ante los drganos porcinos, y el riesgo de transmision de los PERVs.
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La generacidn de quimeras entre diferentes especies animales ya ha sido posible entre

ratones y ratas (Kobayashi et al. 2010). La formacidn de quimeras animales es mas eficiente

entre animales de la misma familia que entre especies animales mas diferentes, ya que las

lineas evolutivas de estas especies no divergieron de manera tan acusada entre ellas como las

del ser humanoy la especie porcina (Cohen et al. 2018). La mayor distancia evolutiva entre

los seres humanos y los cerdos puede hacer mds complicada la formacion de quimeras por

incompatibilidades moleculares (Kobayashi et al. 2010).

Para poder generar quimeras entre 2 especies animales diferentes, es necesario la obtencién

de (Wu et al. 2016)a :

0

Células madre pluripotenciales que tengan la capacidad de madurar y diferenciarse
en todas las lineas celulares. La masa celular interna de las células madre
pluripotenciales servira de linea germinal para el desarrollo de los tejidos y 6rganos.
Blastocistos o embriones del animal receptor que alberguen el desarrollo

y diferenciacion de la linea germinal.

Sin embargo, no solo existe un tipo de células madre pluripotenciales, sino que existen varios

tipos con diferentes capacidades para la formacidén de quimeras entre especies animales (Wu

et al 2016)a:

0

Células madre embrionarias o ESCs: obtenidas en |la fase de pre-implantacion de
los blastocistos.Sélohan podido demostrar capacidad para contribuirde manera
funcionalalaformaciénde quimerasenroedores. Enlosseres humanosnohan

demostradoesacapacidad (Wuetal.2016)a.

Células madre epiblasticas o EpiS: obtenidas de la fase de post-implantacion de los
blastocistos. Derivadas del epiblasto del blastocisto. Las células epiSCS tiene mayor
capacidad paradiferenciarse enlos diferentes tejidosy érganos peroson masdificiles
de manejary de clonarse, pues necesitan unas condiciones de cultivo muy especificas.
(Wuetal.2015)b. Han demostrado en humanos capacidad in vitro para contribuir de

maneraalaformaciénde quimerascon otras especiesanimales (Huangetal. 2012).

Células de la cresta neural o NCC: Células NCC humanas contribuyeron al

desarrollo del SNC de ratas a las que se les inyecté en el estado de feto (Griswold et
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al. 2012).

Es necesario conseguir células madre pluripotenciales humanas con la misma capacidad para
formar quimeras que han mostrado las células ESC de roedores. Estas células en roedores
presentan caracteristicas como: mejor eficiencia de clonacidn, mayor facilidad para editar el

genoma, y potencial para generar quimeras animales (Wu et al 2016)b.
Las células madre pluripotenciales humanas se pueden obtener de (Wu et al. 2016)b:

O De la masa celular interna de blastocistos derivados del estado de pre-
implantacion.

0O Induccidénde células madre pluripotenciales oiPSC: Mediante
reprogramacion nuclear de células somaticas a través la transferencia nuclear
decélulassomaticaso SCNT (reprogramaciéncelular)apartir de células

derivadas de la fase de post-implantacion.

La creacidn de células madre pluripotenciales inducidas o iPSC permitiria disponer de células
madre pluripotenciales de cada individuo, con capacidad de diferenciarse en cualquier tipo
celular, ademas de la capacidad de proliferar de manera infinita. Es decir, obtener células
madre derivadas de cualquier tejido del organismo del propio paciente humano. Lo que

permitiria la creaciéon de tejidos y 6rganos “personalizados” a cada paciente.

5.6.1. “Complementacién blastocitaria” entre especies

Se podria sacar ventaja de la capacidad de las células humanas pluripotenciales o hPSC para
desarrollarse y diferenciarse en un organismo vivo de un cerdo que sirva como futuro donador

de 6érganos (Wu et al. 2016)b.

En la formacién de las quimeras entre los seres humanos y el cerdo, es necesario inhibir los
genes del genoma del cerdo responsables del desarrollo del érgano que se quiere sustituir (Wu
et al. 2016)b. Es necesario interrumpir los mecanismos genéticos involucrados en la
diferenciacion y desarrollo del érgano en cuestion, para dar lugar a un animal con una carencia
en dicho 6rgano, y usarlo para desarrollar en su lugar el 6rgano del ser humano, que sera el

futuro receptor de un xenoinjerto (Huang et al. 2015).
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Para interrumpir los mecanismos genéticos implicados y maduracién celular, se pueden
generar knockouts en los genes implicados del genoma porcino en la diferenciacion celular de
cada linea celular. Aprovechando esta carencia para sustituirla con células madre
pluripotenciales humanas que mantengan intacta su capacidad para diferenciarse y madurar,
se podran obtener tejidos y 6rganos humanos desarrollados en el organismo del cerdo. Este

proceso se conoce como complementacion blastocitaria (Freedman, B.S. 2018).

Es necesario que las células madre pluripotenciales humanas tengan capacidad de
desarrollarse con normalidad en un ambiente no humano. Se ha demostrado posible este
proceso entre diferentes especies animales, logrando con éxito que células madre
pluripotenciales de ratas, desarrollaran el epitelio pancredtico funcional de ratones, a los que
se les habia producido knockout de los genes implicados en el desarrollo epitelial del pancreas
en el estado de blastocisto (Kobayasi et al. 2010). Se ha logrado lo mismo con células madre
embrionarias de rata para complementar los blastocistos de ratones a los que se les habia
generado knockout en los genes responsables del desarrollo y diferenciacion del timo, y dieron

lugar a ratones adultos con un timo funcional (Isotani et al. 2011).

Debido a la mayor distancia evolutiva entre el ser humano y la especie porcina, el proceso de
“complementacion blastocitaria” no es tan sencillo de conseguir, pues existen
incompatibilidades moleculares y de afinidad, entre las moléculas humanas y las de la especie

porcina (Kobayashi et al. 2010).

5.6.2. Potencial creacion de futuras "Quimeras” entre el cerdo y el ser humano

Aun se desconoce si es posible la contribucién de las células madre pluripotenciales humanas a
la creacién de quimeras viables entre el ser humano y la especie porcina. También se
desconoce si la generacién de tejidos y érganos humanos en cuerpos animales que aporten su
propia vasculatura y nervios, podrina ser viables para los xenotrasplantes. Y si estos podrian

ser compatibles funcionalmente con la fisiologia humana (Wu et al. 2016)a.

Aun quedan avances por alcanzar en el ambito de las investigaciones en torno la creacién de
quimeras entre el ser humano y otras especies animales como el cerdo. No sélo por la falta de

investigaciones, debido al recién empleo de técnicas para crear quimeras, sino por las
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dificultades éticas que plantea la creacidén de quimeras animales. El bienestar de los animales
empleados en las investigaciones ha sido motivo de preocupacion durante décadas. Parte de la
poblacidn no considera ético el uso de células madre embrionarias derivadas del ser humano.
Y consideran la formacion de quimeras como algo anti-natural. Ademas, una de las
controversias existente es la posible “humanizacion” de los animales, y la posibilidad de
conferir a los animales, caracteristicas humanas como conciencia o inteligencia humana (Hyun

et al. 2007).

6 CONCLUSIONES

La informacidn adquirida permite obtener las siguientes conclusiones:

1. Las nuevas herramientas de edicién del genoma como CRISPR-Cas9, estan aportando
numerosos avances en diversidad de dmbitos de interés humano, entre ellos, la
terapia clinica humana.

2. La edicién del genoma de los animales domésticos ha permitido estudiar el
funcionamiento de multitud de genes de especies animales, que han aportado
beneficios para los seres humanos en el ambito de la terapia médica, y en el ambito de
la produccién animal, que beneficia finalmente al ser humano.

3. La modificacién del genoma de los animales con herramientas de ingenieria genética
permite eliminar las barreras que suponen el uso de xenoinjertos de otras especies
animales, como el cerdo, entre ellas: la transmision de retrovirus endégenos porcinos
o PERVs, y el rechazo producido por el sistema inmunitario del ser humano ante los
xenoinjertos.

4. La creciente escasez de drganos a nivel mundial para ser trasplantados a los seres
humanos se puede beneficiar de las nuevas tecnologias de edicidon genética, ya que la
creacion de “Quimeras animales” entre la especie porcina y el ser humano haria
posible el desarrollo de células, tejidos y 6rganos humanos en el organismo de un
animal vivo adulto.

5. El cerdo ha demostrado ser la especie doméstica mas beneficiosa para los seres
humanos por sus similitudes moleculares, fisioldgicas, ciclo vital, anatomicas, de

tamafio de 6rganos, ademas de su eficiencia para la produccion de camadas.
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Todavia quedan muchas incégnitas por resolver en cuanto al funcionamiento de los
mecanismos genéticos que regulan multitud de vias. Los continuos estudios en estas
areas de investigacion prometen futuros descubrimientos de gran interés que

resolverian las incégnitas aun existentes.

7 CONCLUSIONS

From all the synthetized information we could obtain these conclusions:

L.

Emerging genetic engineering tools, such as CRISPR-Cas9, are providing numerous
advances in many of areas of human interest, such as human clinical therapy.
Genome editing of domestic animals has enabled the study of the behavior of lots of
genes from different animal species, that has contributed to the benefit of humans in
medical therapy, as well as in livestock production, which ultimately benefits human
beings.

The use of genetic engineering methods for the manipulation of animals’ genome,
allows the elimination of the boundaries that involve the use of xenografts derived
from other animal species, such as the pig. Among them: transmission of porcine
endogenous retroviruses (PERVs), and immune rejection caused by the human’s
immune system against xenografts.

The growing organ shortage at a global scale for transplantation, may be solved by the
use of new genome editing technologies, since the generation of “Interspecies
chimeras” between porcine animals and humans, would make possible the
development of human cells, tissues, and organs, into an animal adult living body.
Swine has shown to be the most advantageous domestic animal for human beings, due
to their numerous molecular, physiological, life cycle, anatomical, organ size
similarities, in addition to their ability to give birth to offspring.

There are still many questions to answer, concerning the functioning of some of the

genetic mechanisms that control lots of molecular pathways. Continuous scientific

research on those scientific areas, are promising new significant scientific findings,

which could lead to resolve the answers still existing.

31



LAURA EGUIARA SALAZAR
CRISPR Y TRANSGENESIS EN ANIMALES DOMESTICOS

8 VALORACION PERSONAL

La realizacion de este trabajo me ha permitido conocer la gran amplitud que abarca la
investigacion en torno al uso de herramientas de ingenieria genética, y en general en torno a la
modificacion del genoma humano y animal. Siempre he sentido un gran interés por la
investigacion cientifica, y en especial por la genética. Gracias al trabajo que he realizado bajo la
tutoria de Pedro Muniesa y Maria Climent, he conseguido que me guste aun mas la
investigacion cientifica, y la gendmica. Ya que, el realizar este trabajo, ha permitido darme

cuenta del inmenso trabajo que hay detras de cada pequefio descubrimiento cientifico.

Sobre el tema en el que he enfocado mi trabajo, los xenotrasplantes, y la posibilidad de formar
guimeras animales, pese a que puede sonar de ciencia ficcion o algo irrealizable, parece ser
una potencial solucién futura para el problema de escasez de érganos a nivel mundial para los

humanos. Ademas de aportar muchos otros beneficios para tratar enfermedades humanas.

Todos estos descubrimientos no habrian sido posibles sin la aportacion de los animales. Los
seres humanos nos hemos beneficiado de los animales durante la mayor parte de nuestra
historia para poder sobrevivir, y lo seguiremos haciendo seguramente de por vida. Es de

valorar su aportacion a la mejoria de las condiciones de vida de los seres humanos.

Gracias a la existencia de plataformas de busqueda como PubMed, la informacién disponible,
no solo sobre el tema en cuestion, sino sobre infinidad de temas, es inmensa. Lo que voy a
tener muy en cuenta a partir de la realizacion de este trabajo, para adquirir conocimientos de

manera libre, sobre cualquier tema cientifico de interés.
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