
TRANSGENESIS EN ANIMALES

La transgénesis se puede definir como la 
introducción de DNA exógeno en un genoma, 
de modo que se mantenga estable de forma 
hereditaria afectando a todas las células del 
organismo. 

El DNA extraño es llamado transgen. 



TRANSGENESIS EN ANIMALES
Aplicaciones

• Ingeniería genética de caracteres de 
interés

• Modelos animales para la investigación 
de enfermedades en humanos

• Sistemas animales como bioreactores
para la producción de compuestos 
biológicos heterólogos (pharming)



RATONES TRANSGENICOS
Aplicaciones

• Manipular la expresión génica in vivo. 
Caracterizar la actividad de un promotor 
tejido-especifico.
• Estudiar la función de genes particulares. 
• Estudiar a nivel molecular el desarrollo 
embrionario y su regulación. 



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 

Dos aproximaciones experimentales se 
han utilizado para la generación de ratones 
transgénicos:

1. Microinyección de DNA en ovocitos recién 
fertilizados para producir ratones transgénicos
conteniendo una o más copias de un vector de 
expresión insertado al azar en el genoma.

2. Recombinación homóloga en loci definidos 
para crear knockouts (KO) o reemplazar genes.



ESTRATEGIAS PARA LA TRANSGENESIS

1. Transgénesis por microinyección de ovocitos fertilizados

• En la primera fase, se aíslan un número grande de óvulos 
fertilizados, los que se consiguen sometiendo a las hembras a 
un tratamiento hormonal para provocar una mayor ovulación. 
• En la segunda fase, los ovocitos recién fertilizados se 
manipulan uno a uno y con una micropipeta a modo de aguja, 
se introduce una solución que contiene DNA. 
• En la tercera fase, estos óvulos son reimplantados en 
hembras que actuarán como nodrizas permitiendo el termino 
de la gestación. 



El DNA purificado es inyectado directamente en el pronúcleo masculino de un 
cigoto, utilizando un micromanipulador acoplado a una pipeta con presión 
negativa y otro micromanipulador acoplado a una aguja de inyección. 

GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA



El pronúcleo masculino es inyectado con picolitros de DNA purificado 
(1ug/ml), mientras el cigoto es inmovilizado por la presión negativa de 
la pipeta. El éxito de la inyección depende del tiempo de la fertilización 
y de la precisión en el proceso.

GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA
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INYECCION DE DNA
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA

Luego de la microinyección, 20-30 cigotos son implantados en el oviducto de una hembra pseudo-
preñada (recientemente apareada con un macho vasectomizado). Esto resulta, 19 días más tarde, en 
la generación de 5-8 crías,. Los animales transgénicos son identificados mediante análisis de PCR a 
partir de DNA extraído de las colas a las tres semanas de vida. Los transgénicos son, 
posteriormente, verificados mediante Southern blots. 



Los ratones positivos para el ensayo de PCR son cruzados con 
animales controles para identificar los fundadores, es decir, 
aquellos que contienen el DNA integrado en su línea germinal, lo 
que da lugar a un patrón mendeliano de herencia del transgen.

GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA



Regiones enhancer que controlan la expresión tejido-específica de un gen 
pueden ser utilizadas para dirigir la expresión de un gen foráneo en tejidos de 
interés.

Este esquema ilustra como el promotor de un gen expresado en la próstata 
puede ser utilizado para generar ratones transgénicos que son modelos del 
cáncer prostático. 

GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA



Análisis por Northern blot son necesarios para identificar el animal fundador. 
La caracterización del tejido prostático en los ratones fundadores permite 
determinar  el efecto de la expresión del transgen en la generación de tumores.

GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA





GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA

Mice fed heavy metals are 2-3 times larger

metallothionein promoter 
regulated as heavy metals

Growth hormone
gene



El promotor para un gen expresado en las células precursoras 
neuronales (neurogenina 1) controla le expresión de un gen 
reportero, beta-galactosidasa.
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INYECCION DE DNA



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA



• Baja  eficiencia de transgénesis (< 5%)
• El transgene inyectado se integra al 

azar en el genoma del animal
• Niveles variables de expresión

GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS 
INYECCION DE DNA



EFICIENCIA DE LA MICROINYECCION



ESTRATEGIAS PARA LA TRANSGENESIS

2. Transgénesis por manipulación de células embrionarias. 
• Esta estrategia implica la introducción de DNA en células 
embrionarias (células ES). Estas células se extraen del interior 
de la blástula en desarrollo y se incuban en un medio donde 
las células no se diferencian, manteniendo su estado 
embrionario. 
• El DNA se introduce en las células ES en cultivo, mediante 
diversas técnicas de transfección, posteriormente las células 
transfectadas son reintroducidas en una blástula y ésta 
reimplantada en una hembra. 
• Con esta técnica los neonatos son quimeras.
Cuando la integración del transgén ocurre después de la 
primera división celular, el animal es quimérico, es decir sus 
células tienen diferentes características, según tengan o no el 
transgén.



GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

Para la generación de ratones knockouts (KO) fue 
necesario implementar dos metodologías: 
1) Procedimientos para el cultivo de células 
embrionarias totipotentes (ES).

2) La generación de vectores de clonación y de 
estrategias de análisis que permitieran la identificación 
de aquellas células ES que han experimentado 
recombinación homóloga con el transgen.



Las células ES derivan de la masa celular interna (ICM) de blástulas de ratón y 
son obtenidos del útero de la hembras al tercer día post-fertilización. Las 
células ES son cultivadas en placas conteniendo fibroblastos embrionarios 
incapaces de dividirse, llamados feeder cells.

GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES



GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

El DNA experimental es transfectado de manera estable en las células ES mediante 
electroporación o lipofección, usando vectores que contienen un marcador de 
selección. Análisis mediante PCR o Southern blots son utilizados para identificar 
sub-líneas clonales que contienen  el DNA incorporado en su genoma.



1) Proceso de inserción génica que requiere de la recombinación 
homóloga entre secuencias del vector y secuencias genómicas.

La inserción génica conduce a la interrupción del gen y a la 
incorporación de la región codificadora del gen para neomicina.

GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES



2) Reemplazo de genes, utilizando vectores que contienen dos marcadores de 
selección, lo que permite detectar dobles recombinaciones.

a) Neomicina (neor), permite una selección positiva de células resistentes 
al antibiotico G418.

b) HSV-TK, permite identificar células que experimentan recombinaciones 
dobles con el gen blanco a través de su sobrevivencia en Ganciclovir (GC). HSV-TK 
fosforila a GC, un  análogo al nucleótido timidina, de manera que la DNA 
polimerasa no puede discriminar e incorpora este nucleótido no-funcional en el 
DNA durante la replicación generando, así, la muerte de las células.

GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
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Formación de células ES conteniendo una mutación knockout



Diferencias en el color del pelaje 
entre el ratón donador de las 
células ES y el ratón donador de 
la blástula son usadas para 
identificar a los animales 
fundadores de la línea 
transgénica. 

La descendencia posee un 
pelaje en mosaico reflejando el 
genotipo quimérico. Los 
fundadores son identificados 
por el color agutí del pelaje.

GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
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• Transfección eficiente en cultivo
• Selección positiva/negativa y enriquecimiento 

de las células ES en cultivo
• Inserción dirigida en el genoma del ratón
• Eliminación del gen blanco y generación de 

líneas knockout

GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

Ventajas



La frecuencia de recombinación homóloga es 
~10-5. Los factores que afectan esta recombinación 
son:
1) El largo de las secuencias homólogas en el vector.

2) El grado de homología entre las secuencias 
genómicas contenida en el vector y las secuencias 
blanco.

3) La ubicación cromosómica del gen blanco. 

GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS 
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

Desventajas



Type of disorder Human disease Altered mouse gene Gene locus

metabolic

diseases Familial hypercholesterolemia Low density lipoprotein receptor Ldlr

Hyperlipoproteinemia Apolipoprotein E Apoe

Tay-Sachs disease Hexokinase A HexA

Gaucher disease Glucocerebrosidase Gba

Gout Urate oxidase Uox

hematological

diseases α-thalassemia a-globin gene cluster Hba

neurological

diseases Huntington disease Huntington disease gene homologue Hdh

Ataxia telangiectasia Ataxia telangiectasia Atm

oncological

diseases Li-Fraumeni syndrome Protein 53 Trp53

Familial retinoblastoma Retinoblastoma-1 Rb1

Ejemplos de modelos de ratones transgénicos para el estudio de enfermedades 
en humanos



Conditional knock-outs

Permite inactivar un gen solo en tejidos particulares y/o a tiempos
específicos durante el ciclo de vida.

Cre-lox technology

Cre – a site-specific recombinase enzyme from the P1 phage.

Recognises a 34bp DNA sequence loxP =

Cre

Cre

Cre

El gen de interés tiene a ambos 
lados secuencias de 34 pb, llamadas
sitios loxP (floxed).  

Si la recombinasa CRE se expresa

El gen entre los sitios loxP es removido

+



Exon 2 es removido lo cual
resulta en una pérdida de la 
función del gen en las células 
que expresan la recombinasa
Cre .

SISTEMA Cre/lox



LacZ-staining on a frontal brain section of a NEX-CRE*LoxP-LacZ-indicator mouse
Frontal cerebral section of a double transgenic NEX-Cre*LacZ-indicator mouse at the age of 55 days. 
LacZ staining corresponds exactely to the known expression domains of the NEX gene like
hippocampus and neocortex.



La Biotecnología ha incorporado la transgénesis
animal con los fines tales como:

• Mejoramiento de caracteres productivos 
• Resistencia a enfermedades 
• Modelos animales de enfermedades humanas 
(por ejemplo, ratones knockout) 
• Animales transgénicos como biorreactores para 
la síntesis de proteínas de alto valor (proteínas 
terapéuticas): Las "granjas farmacéuticas" o 
"granjas moleculares" 
• Donación de órganos: Xenotransplantes



Los animales transgénicos pueden ser utilizados como 
biorreactores para la producción de proteínas recombinantes
con aplicaciones terapéuticas.

Animales transgénicos (ovejas, cabras, cerdos, vacas, 
peces etc.) han sido generados durante los últimos 20 años 
utilizando técnicas estándares de microinyección basadas en 
los métodos inicialmente desarrollados en animales modelos 
como el ratón.

Recientemente, la metodología de transferencia 
nuclear ha revolucionado este campo, a través de la 
clonación de animales. Esta técnica se basa en la habilidad 
de inyectar o fusionar óvulos carentes de núcleos con 
núcleos diploides derivados de células somáticas en cultivo. 
Estas células pueden ser transfectadas de manera estable y 
proporcionar una manera de obtener cientos de animales 
idénticos en una generación. 



PRODUCCION DE MAMIFEROS TRANSGENICOS EN DIFERENTES ESPECIES 
 

Animales transgénicos 
producidos 

Especie 

% 
descend

encia  

% embriones 
inyectados y 
transferidos 

Meses 
para 

obtener la 
F2 

Costo en $ 
estimado 
de cada 
animal 

transgénico

Proteína 
producida 
en la leche 

(por 
lactación)

Ratón 17,3 2,6 7,5 121 $ 1 g 
Conejo 12,8 1,5 17  1 Kg 
Porcino 9,2 0,9 38 25.000 $  
Ovino 8,3 0,9 52 60.000 $ 100 Kg 
Bovino 3,6 0,7 100 546.000 $ 1.000 Kg 

 



Esquema de la clonación de la 
oveja Dolly, utilizando el material 
genético derivado de células 
aisladas de la glándula mamaria 
de una oveja adulta.

(tasa de éxito:1 de 227)

TRANSFERENCIA NUCLEAR



Varias estrategias exitosas han explotado las propiedades de la leche como un recurso 
renovable para la producción de enzimas, anticuerpos y proteínas estructurales. La 
aproximación experimental consiste en utilizar los promotores transcripcionales de genes 
específicos de la glándula mamaria para dirigir la expresión de proteínas transgénicas
solubles. 

Ejemplos de proteínas humanas que han sido expresadas en la leche de animales 
transgénicos.

Human gene Pharmaceutical use    Mammary gland- Transgenic
product specific promoter animal

Factor IX blood clotting protein, sheep b-lactoglobin sheep
treatment of hemophilia B.

a-1-antitrypsin protease inhibitor, sheep b-lactoglobin sheep
treatment of emphysema and
cystic fibrosis.

antithrombin III blood clotting protein, cow casein goat
treatment
of ATIII deficiency disease
and use in open heart surgery.

tissue plasminogen dissolves blood clots, mouse whey acidic protein goat
used as an acute treatment
of heart attacks.

activator lactoferrin iron transport protein, cow a-S-casein cow
infant formula additive.

protein C anticoagulant, treatment of mouse whey acid protein pig
hemophilia and used
for surgery



Transfección estable de células diploides con un vector que contiene el cDNA
del Factor IX y un promotor que dirige su expresión específicamente en las 
glándulas mamarias (pMIX1). 

TRANSFERENCIA NUCLEAR



TRANSFERENCIA NUCLEAR



Fusión celular inducida por un pulso de electricidad



La técnica de tranferencia
nuclear Honolulu utiliza la 
micoinyección para generar 
células diploides. La 
activación in vitro del 
ovocito tiene lugar 
mediante su incubación en 
un medio sin calcio que 
contiene estroncio y  
citocalasina B para 
prevenir la formación del 
cuerpo polar.

(tasa de éxito: 3 de 100)

TRANSFERENCIA NUCLEAR







Zebrafish transgénico con elementos 
de respuesta a contaminantes del 
agua. Los contaminantes se 
concentran (1.000- to 100.000 veces 
en los tejidos del zebrafish y activan 
elementos de respuesta (RE) que 
inducen la expresión de luciferasa. 
Los zebrafish son incubados con 
luciferina la que es rápidamente 
incorporada por sus tejidos. La 
luciferina es oxidada por la 
luciferasa y genera luz. Esta luz es 
cuantificada con un luminómetro, sin 
necesidad de sacrificar al zebrafish.

otras aplicaciones…..



TRASPLANTES DE ORGANOS DE ANIMALES A HUMANOS 

Donante Órgano Sobrevivencia Número de 
trasplantes

Autor Año

Chimpancé Riñón Un paciente, 
nueve meses

12 Reemtsma 1964

Mono mico Riñón 10 días 1 Reemtsma 1964
Mandril Riñón 4 días y medio 1 Hitchcok 1964
Mandril Riñón Un paciente, 

dos meses
6 Starzl 1964

Chimpancé Corazón Extirpado 1 Hardy 1964
Chimpancé Hígado Un paciente, 

14 días
3 Starzl 1969-

74
Mono Corazón Fracasó (sin 

datos)
1 Yacoub 1975

Mandril Corazón Rechazo 
agudo

1 Barnard 1977

Chimpancé Corazón 4 días 1 Barnard 1977
Mandril Corazón 3 semanas 1 Bailey 1985
Mandril Hígado 70 días 1 Starzl 1992
Cerdo Hígado 34 horas 1 Nakowka 1992

Mandril Hígado 26 días 1 Starzl 1993
Mandril Médula 

ósea
El paciente 
vive, pero el
trasplante 
fracasó

1 Deeks e 
Ildstat

1995

Fuente: Unidad de trasplantes del 
Hospital General de Massachussetts, 

USA

Total: 32

XENOTRASPLANTES: transplantes de órganos y tejidos desde un animal 
donante (generalmente primates y cerdos) a un humano receptor.



The lack of whole organs is provoking a crisis among chronic disease sufferers. The demand and market size
for replacement organs, tissues, and cells is growing due to the aging of the population. Human sources for
organs, tissues, and cells for transplantation meet only a small fraction (10-20%) of the demand. One
possible alternative source of organs, tissues, and cells is genetically modified pigs.










