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RESUMEN

El estudio preclínico de nuevos fármacos requiere la existencia de mo-
delos animales capaces de reproducir fielmente las enfermedades humanas.
Las técnicas de ingeniería genética ayudan a establecer nuevos modelos ani-
males. Los animales transgénicos son aquellos en que se incorpora un nuevo
gen, que no estaba presente en el genoma de la especie original. Por otro lado,
los modelos knockout son animales a los que se les elimina un gen concreto.
Ya que en muchos casos la eliminación de un gen puede ser incompatible con
la vida del ratón, se han desarrollado los modelos de knockout condicional
donde se elimina el gen pero sólo de un órgano concreto, permitiendo así la
vida del animal y el estudio de la pérdida del gen en células específicas. Con
la ayuda de estas técnicas disponemos hoy en día de buenos modelos animales
para estudiar enfermedades como el cáncer, el Alzheimer o la diabetes.

Palabras clave: Modelos animales; ratones modificados genéticamente;
animales transgénicos, modelos knockout; ingeniería genética.

Preclinical studies for new drugs require animal models which closely
recapitulate human diseases. Genetic engineering techniques are helpful in
establishing new animal models. Transgenic animals are those in which a new
gene has been incorporated in the original species genome. On the other hand,
knockout models consist in the elimination of a gene from the whole animal.
Since, in many cases, eliminating a gene may result in mouse lethality,
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conditional knockout models have been developed where a gene is eliminated
only from a specific organ, allowing the animals to thrive and providing
materials to study the consequences of loosing a gene in specific cell types. With
help from these techniques, nowadays we have access to many animal models
for diseases such as cancer, Alzheimer’s disease, or diabetes.

Key words: Animal models; genetically modified mice; transgenic animals,
knockout models; genetic engineering.

1. INTRODUCCIÓN

La investigación de la fisiología de los organismos vivos siempre se ha en-
frentado al problema de que todos los sistemas y órganos están íntimamente
conectados entre sí, haciendo difícil la adjudicación de una función concreta
a órganos o tejidos específicos. Una práctica clásica en biología consiste en ex-
tirpar un órgano y estudiar los efectos de esa intervención; obviamente cual-
quier función que resulte dañada indicará que el órgano eliminado era
responsable de mantener dicha actividad fisiológica. Así, por ejemplo, se com-
probó que la extirpación del páncreas en animales de experimentación con-
ducía a una diabetes severa, implicando así a este órgano en la regulación del
metabolismo glucídico. Otra línea de experimentación consiste en inyectar sus-
tancias ajenas al organismo y comprobar sus efectos a lo largo del tiempo.

Hemos avanzado mucho desde los primeros tiempos heroicos de la in-
vestigación animal. Hoy tenemos un conocimiento bastante amplio de los
principales sistemas que rigen la fisiología general y particular de cada órgano
y tejido, gracias a muchas décadas de estudios muy cuidadosos. Además, la
genética moderna nos ha permitido acceder al lenguaje íntimo de la natura-
leza, abriendo un nuevo campo de investigación que nos permite estudiar a
los organismos hasta un grado de detalle impensable hasta hace unos años.
Sin embargo, las estrategias de estudio biológico siguen siendo las mismas,
aunque las herramientas sean mucho más sofisticadas. En vez de inyectar sus-
tancias ajenas al organismo, ahora podemos insertar un nuevo gen (que
puede ser de otra especie o totalmente diseñado por el investigador), lo que
da lugar a animales transgénicos. De igual manera, en vez de extirpar todo
un órgano para ver los efectos de esta acción, ahora podemos eliminar un
gen concreto de un organismo para estudiar sus funciones. Este tipo de mo-
delo genético recibe el nombre de knockout y, como veremos más adelante,
puede afectar a todo el organismo o sólo a un órgano o tipo celular, según
interese al equipo investigador. Los modelos genéticos son especialmente úti-
les cuando queremos disponer de un modelo animal que reproduzca enfer-
medades humanas de origen genético; así podremos probar nuevas medicinas
y terapias en estos animales antes de emplearlas en seres humanos.

La experimentación científica basada en el uso de animales de laborato-
rio requiere que éstos cumplan una serie de características que permitan la re-
producción de los resultados. De esta forma, la variación observada en los
resultados, bajo la igualdad de condiciones ambientales que nos ofrecen los ani-
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malarios, es debida principalmente al patrimonio genético de los animales em-
pleados. Los modelos genéticos requieren una población uniforme de anima-
les, que no presenten diferencias genéticas entre ellos, para lo que se usan cepas
o líneas consanguíneas. En el caso del ratón de laboratorio, las líneas más co-
munes son las producidas a partir de la subespecie salvaje Mus musculus do-
mesticus, mediante un proceso de consanguinidad por cruces hermano con
hermana no inferior a 20 generaciones. Al cabo de este tiempo, el grado de ho-
mocigosis es tal que afecta prácticamente a la totalidad de los genes. En con-
secuencia, todos los individuos de la línea resultan ser genéticamente idénticos.

Otras veces hace falta que tales animales presenten algún rasgo fenotí-
pico o genotípico concreto, para lo que se usan líneas coisogénicas, líneas
congénicas o líneas transgénicas. En la actualidad disponemos de numero-
sas poblaciones de laboratorio cuyo patrimonio genético está perfectamente
estandarizado y es, por tanto, capaz de satisfacer la mayor parte de los re-
querimientos de la investigación biológica. Las cepas de ratón más emplea-
das en investigación son C57BL/6, BALB/c, CD-1, SCID, y A/J.

Este trabajo de revisión presenta las distintas tecnologías que se utilizan
en el CIBIR para generar modelos de enfermedades humanas a base de la
modificación genética de animales de experimentación, fundamentalmente
ratones. Para ello, se hará una pequeña descripción de los principales ele-
mentos genéticos utilizados en ingeniería genética y de las técnicas genera-
les para producir ratones transgénicos y knockout.

2. ELEMENTOS DE REGULACIÓN GÉNICA

De forma similar a otras ingenierías, la ingeniería genética utiliza elementos
de la propia naturaleza para reordenarlos y conseguir un efecto totalmente
nuevo. Por ello es muy importante comprender bien el funcionamiento de la
maquinaria genética de la célula y así dominar su lenguaje.

El concepto de gen no es unívoco y diversos expertos en genética lo de-
finen de maneras distintas. Además, el estudio detallado de la genética nos
depara nuevas sorpresas cada día, que llevan a la descripción de complica-
dos mecanismos de regulación y contrarregulación que ofrecen un panorama
muy complejo. De todas formas, para una descripción general, el concepto
clásico de la genética puede ser suficiente. El DNA (ácido desoxirribonucleico)
constituye el material genético de la célula. El DNA contiene regiones que
se transcriben a moléculas de RNA (ácido ribonucleico) mensajero, que a su
vez se traducirán a proteínas. Cada una de estas regiones de DNA que con-
tienen la información necesaria para generar una proteína recibe el nombre
de gen. Las amplias regiones de DNA que separan a las regiones codifican-
tes (genes) entre sí fueron en su momento consideradas como “DNA basura”.
Hoy en día sabemos que estas regiones son muy importantes ya que en ellas
se contiene la información que regula la expresión de los genes. Sorpren-
dentemente, los genomas de una sardina, un pollo, una rata o una persona
humana tienen todos aproximadamente el mismo número de genes, alrede-
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dor de 30.000. Sin embargo, la cantidad de DNA no codificante entre estos
genes aumenta con la complejidad evolutiva de los organismos, indicando la
importancia de estas regiones. Delante de cada gen existe una región de lon-
gitud variable que se denomina promotor y que se ocupa de regular la ex-
presión de dicho gen, es decir del número de copias de RNA mensajero que
hay que producir en cada momento. Esta regulación se lleva a cabo por la
unión de distintas proteínas, denominadas factores de transcripción, al pro-
motor y que como consecuencia modulan el acceso de la RNA polimerasa,
el complejo enzimático que sintetiza el RNA mensajero. Esta regulación a tra-
vés de los promotores es también responsable de que los distintos órganos
o tejidos expresen proteínas distintas, ya que algunos de estos promotores
sólo se activan en tipos celulares concretos. Así, por ejemplo, el promotor de
la tubulina α-1 sólo se activa en las neuronas o el promotor de la caderina
E sólo se activa en las células endoteliales. Los promotores también deter-
minan el momento a lo largo del desarrollo embrionario donde un gen debe
expresarse, por lo que también podremos utilizar estos promotores para ex-
presar nuestros genes en momentos concretos. Obviamente, también existen
promotores de expresión continua y generalizada en todas las células. En la
Tabla 1 se presentan algunos ejemplos de promotores y su modo de acción.
En la actualidad se han caracterizado muchísimos de estos promotores, lo que
ofrece una amplia variedad de herramientas al investigador.

Sin embargo, el ingeniero genético no está restringido a usar sólo los ele-
mentos que se encuentran en los organismos superiores, sino que puede uti-
lizar también elementos de regulación presentes en virus y bacterias. Uno de
estos sistemas, que ha dado mucho juego en el desarrollo de modelos ani-
males genéticamente modificados, es el sistema Cre/loxP. La proteína Cre, de
origen viral, reconoce las secuencias loxP de forma que cuando encuentra
dos de ellas en tándem corta toda la secuencia intermedia dejando una sola
secuencia loxP (figura 1). El virus utiliza este sistema para procesos de re-
combinación que le son útiles, pero el ingeniero genético puede utilizar es-
tas características para sus propios fines, como se verá más adelante.

Figura 1. Esquema del funcionamiento del sistema Cre/loxP. Cuando hay dos regiones loxP en
tándem en la misma hebra de DNA, la proteína Cre elimina la zona de DNA comprendida en-
tre ambas secuencias, dejando una de ellas.
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Veremos cómo el manejo de estos elementos genéticos, junto con un
buen conocimiento de la embriología, permite la creación de modelos ani-
males genéticamente modificados.

3. RATONES TRANSGÉNICOS

Como se ha comentado anteriormente, un ratón transgénico es aquel en
el que se ha introducido un gen extraño al animal. Este gen puede ser de una
especie distinta, como es el caso de genes humanos con mutaciones espe-
cíficas que pueden predisponer a enfermedades de gran relevancia. Por ejem-
plo, se descubrió una familia sueca que tenía gran predisposición a desarrollar
la enfermedad de Alzheimer. El estudio genético de esta familia llevó a iden-
tificar dos mutaciones en el gen de la proteína amiloide, APP (Citron et al.,
1992). Cuando este gen humano mutado se introdujo en ratones se observó
que éstos desarrollaban todos los síntomas de la enfermedad de Alzheimer,
incluyendo la presencia de placas en el cerebro y déficits de memoria a eda-
des bastante tempranas (Rodrigo et al., 2004). Este modelo transgénico se uti-
liza en muchos laboratorios del mundo, incluyendo el CIBIR, para estudiar
los mecanismos que llevan a la enfermedad de Alzheimer y para ensayar po-
sibles terapias para la prevención y/o el tratamiento de esta enfermedad. Otro
ejemplo de modelo transgénico es el que se utiliza en el grupo de Angiogé-
nesis del CIBIR. En estos ratones, se expresa la proteína verde fluorescente
(GFP), una proteína aislada de una medusa que confiere un brillante color
verde a las células donde se expresa (Ward and Bokman, 1982). En este caso,
la expresión de GFP está controlada por el promotor de la actina de músculo
liso (α-SMA), de forma que sólo se expresa en algunas células de los vasos
sanguíneos. Esta característica permite el seguimiento directo del desarrollo
de nuevos vasos (angiogénesis), simplemente iluminando el tejido con luz
ultravioleta (figura 2).

Pero, ¿cómo se genera un ratón transgénico? Lo primero, hay que cons-
truir un fragmento de DNA que contenga el gen que queremos transmitir
precedido por un promotor específico que determine el órgano donde se
ha de expresar el gen (tabla 1). Cuando se produce la fecundación en los
ratones, el núcleo del espermatozoide se introduce en el óvulo y perma-
nece diferenciado con su envoltura nuclear hasta que se produce la primera
mitosis del cigoto. A este núcleo proveniente del espermatozoide se le de-
nomina pronúcleo masculino. Con la ayuda de un micromanipulador, el
DNA que hemos modificado en el paso anterior se inyecta en el pronúcleo
masculino de forma que este nuevo material genético se inserte al azar en
el genoma del nuevo ratón. Ya que el DNA se inyecta en el cigoto, que es
la primera célula del nuevo ser, todas las células del ratón llevarán la mo-
dificación genética así producida. Después de una serie de divisiones del
cigoto, el embrión modificado se implanta en el útero de una ratona por-
tadora, que proporcionará el ambiente necesario para el desarrollo del em-
brión hasta su nacimiento.
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TABLA 1.

Ejemplos de promotores y sus lugares o tiempos de expresión

Promotores específicos de células o tejidos

Nombre del promotor Expresión Referencia

ß-actina humana Global (He et al., 2001)

Nestina Células madre (Chen et al., 2009)

Tubulina Tα-1 Neuronas-Sistema nervioso central (Fernández et al., 2008)

Proteína ácida fibrilar glial Células de la glía (Xu et al., 2011)

Albúmina Hígado (Ehlken et al., 2011)

Neurogenina 3 Páncreas (Xie et al., 2010)

Insulina humana Células ß pancreáticas (Lee et al., 2012)

Proteína secretada por las células de clara Pulmón (Bertin et al., 2005)

Cadena ligera de la miosina (MLC2a) Corazón (Fraccarollo et al., 2011)

Cadherina 5 Endotelio (Alva et al., 2006)

Proteína renal regulada por andrógenos Riñón (Li et al., 2008)

α-actina esquelética humana Músculo esquelético (McCarthy et al., 2012)

Adiponectina Tejido adiposo (Owen et al., 2012)

Timidina kinasa del virus del herpes simple Hígado, bazo, pulmón (Wang et al., 1996)

Virus Epstein-Barr Epitelio escamoso (Tetreault et al., 2010)

Virus del tumor mamario murino Glándula mamaria (Burga et al., 2011)

Promotores inducibles

Nombre del promotor Inductor de la expresión de Cre Referencia

Receptor de estrógenos mutado (ERT y ERT2) Tamoxifeno (Shi and Bassnett, 2007)

Receptor de la progesterona mutado RU486 (Wunderlich et al., 2001)

tTA1-tetO (sistema tet-OFF) Doxiciclina/Tetraciclina (Zhang et al., 2010)

rtTA2-tetO (sistema tet-ON) Doxiciclina/Tetraciclina (Backman et al., 2009)

Gen Mx1 Interferón e inductores del interferón
(Poly I-C) (Pajerowski et al., 2010)

Proteína de choque térmico Hsp70l (sistema
HOTcre) Calor (Hesselson et al., 2009)

1 tTA, transactivador controlado por la tetraciclina.
2 rtTA, transactivador reverso controlado por la tetraciclina.
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Figura 2. Fotografías con luz ultravioleta del cerebro (A) y del corazón (B) de un ratón trans-
génico que expresa la proteína verde fluorescente (GFP) en los vasos sanguíneos. La fluores-
cencia de los vasos permite seguir con detalle hasta los capilares más finos. Este modelo es muy
útil para los estudios de angiogénesis que se llevan a cabo en el CIBIR.

La generación de ratones transgénicos es un método relativamente sen-
cillo con una alta proporción de éxito. Sin embargo, esta metodología puede
tener algunos problemas. La fuente principal de problemas es que la inser-
ción del material genético se produce al azar, de forma que es corriente que
un ratón transgénico contenga varias copias del DNA modificado que que-
ríamos introducir. De igual forma, cabe la posibilidad de que el material ge-
nético modificado se introduzca en la región codificante de un gen
importante, destruyendo así la función de dicho gen. Cuando estudiemos las
consecuencias fisiológicas de la introducción del DNA extraño podemos atri-
buirle los defectos producidos por la destrucción del gen en cuyo espacio se
ha introducido el transgén. Para evitar estos problemas, hay que estudiar la
descendencia de al menos 3 ratones fundadores originales, ya que la pro-
babilidad de que el trasgén se introduzca en el mismo sitio en 3 embriones
diferentes es inmensamente baja. Si todos los descendientes de los 3 funda-
dores tienen el mismo tipo de defectos, podremos atribuirlos sin lugar a du-
das al material genético extraño introducido.

4. RATONES KNOCKOUT

Los modelos knockout son aquellos en que se consigue eliminar un gen
de un animal de experimentación. Este tipo de manipulación es mucho más
compleja que la descrita para hacer animales transgénicos, ya que se requiere
dirigir el DNA modificado a una zona muy concreta del genoma. Esto se con-
sigue construyendo un vector de sustitución de grandes dimensiones. Este
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vector contiene la zona modificada del gen que queremos sustituir además
de largas regiones por delante y por detrás de esta región, que son exacta-
mente homólogas a las regiones correspondientes del cromosoma. Además,
en este vector se introduce un gen de selección positiva, es decir un gen que
va a permitir vivir a aquellas células que lo lleven, y un gen de selección ne-
gativa, es decir un gen cuya presencia, en las condiciones adecuadas, con-
lleva la muerte de la célula (figura 3A). El gen de selección positiva suele ser
el gen de resistencia a la neomicina (neo) mientras que el gen de selección
negativa suele ser el de la tirosina kinasa (TK).

A diferencia de lo que ocurría con los ratones transgénicos, aquí no se
usan cigotos sino células madre embrionarias. El vector de sustitución se in-
troduce en estas células mediante técnicas de electroporación (un chispazo
eléctrico) y se espera que el vector encuentre su zona homóloga en el ge-
noma y que se inserte en él a través del proceso de recombinación homó-
loga. Las células madre son expuestas a una mezcla de G418, un análogo de
la neomicina, y FIAU, un sustrato de la TK. Las células que no hayan incor-
porado el vector morirán ya que no son inmunes a la neomicina. De forma
parecida, aquellas células donde no se haya incorporado el vector adecua-
damente (esto es, eliminando la TK, que está en un extremo del vector), mo-
rirán por la actividad de la TK sobre su sustrato, que produce una sustancia
altamente tóxica para la célula (figura 3B). Para comprobar todavía más la co-
rrecta inserción del vector, se realizan técnicas de Southern blotting sobre el
DNA de las células seleccionadas. Una vez que se ha comprobado la correcta
modificación de las células madre, éstas se inyectan en un embrión de ratón
en la fase de blastocisto. En esta fase, el embrión tiene una amplia cavidad
central, donde se inyectan las células. De forma similar a lo que se hacía con
los transgénicos, estos embriones modificados se introducen en el útero de
ratonas portadoras hasta su nacimiento. Los ratones que nacen de esta ma-
nipulación reciben el nombre de quimeras, ya que sus células provienen de
dos fondos genéticos distintos. Parte de las células derivan del blastocisto no
modificado, mientras que otras derivan de las células madre modificadas en
el laboratorio. Para caracterizar fácilmente a estos animales, los investigado-
res recurren a un truco muy útil: obtienen los blastocistos de ratones con pelo
blanco mientras las células madre las obtienen de ratones con el pelo ma-
rrón. De esta forma, los ratones quimera tendrán un pelaje a manchas blan-
cas y marrones, que serán más o menos abundantes dependiendo de la
contribución de cada tipo celular al patrón general del animal (figura 4). El
cruce de estas quimeras con animales de pelo blanco nos permite seleccio-
nar aquellos ratones donde los caracteres modificados se transmiten a través
de las células germinales (aquellos descendientes de color oscuro).

Las construcciones más sencillas para generar ratones knockout sustitu-
yen uno o varios exones del gen diana por el casete que lleva el gen de re-
sistencia a la neomicina. De esta forma, se interrumpe de forma completa la
expresión del gen diana en todos los órganos y tejidos del animal desde el
momento de su concepción. Esto puede ser suficiente para estudiar algunos
genes, pero un problema frecuente, especialmente si el gen a estudiar es im-

SONIA MARTÍNEZ-HERRERO, IGNACIO M. LARRÁYOZ, LAURA OCHOA-CALLEJERO,
JOSUNE GARCÍA-SANMARTÍN, ALFREDO MARTÍNEZ

48
Núm. 24 (2012), pp. 41-52

ISSN 1131-5423
Zubía
Monográfico



portante, es que la carencia del gen produzca letalidad embrionaria. En esta
situación, habremos demostrado que el gen era importante pero no tendre-
mos animales disponibles para estudios posteriores. Para evitar estos pro-
blemas se recurre al diseño y construcción de knockouts condicionales.

Figura 3. Esquema simplificado de los vectores empleados en la generación de ratones knockout
condicionales. El gen de interés (rectángulo azul) se localiza en el genoma del ratón (A). Hay que
construir un vector que contenga el gen de interés rodeado por secuencias loxP (cabezas de fle-
cha), el gen de selección positiva (neo) y el gen de selección negativa (TK) (B). Este vector se
integra en el genoma de las células madre mediante el proceso de recombinación (aspas gran-
des), de forma que al final nos quedamos con la construcción (C) insertada en el genoma.

Figura 4. Ratones quiméricos, producto de la inyección de células madres
transformadas (pelaje oscuro) en blastocistos de ratones blancos.
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5. KNOCKOUTS CONDICIONALES

La construcción de knockouts condicionales, es decir de aquellos ani-
males donde el gen diana se elimina sólo en un órgano o tipo celular con-
creto, o en un tiempo específico del ciclo vital del animal, aprovecha la
flexibilidad del sistema Cre/loxP que se ha expuesto anteriormente. El vec-
tor de sustitución es similar a lo expuesto para los knockout clásicos, pero
se introducen 2 secuencias loxP rodeando al gen o al exón que queremos eli-
minar. Estas secuencias se introducen en regiones no codificantes del entorno
del gen para evitar que tengan ninguna consecuencia fisiológica en los ra-
tones que las lleven. La introducción y selección del vector es idéntica a lo
descrito para los knockout clásicos, pero el resultado será un ratón en el que
el gen diana está rodeado de secuencias loxP pero que no tiene ninguna con-
secuencia fisiológica. Estos animales reciben el nombre de ratones “floxea-
dos” (floxed, en inglés) y constituyen un estadio intermedio necesario en el
camino hacia la construcción final del modelo.

Estos animales “floxeados” se deben cruzar con ratones transgénicos que
expresan la proteína Cre bajo el control de un promotor específico, que sólo
se activa en un órgano o tipo celular concreto. Por ejemplo, uno de los mo-
delos más utilizados en el CIBIR emplea ratones donde el gen de la adre-
nomedulina está “floxeado”. Cuando estos ratones se cruzan con otros que
portan la proteína Cre controlada por un promotor específico para neuronas,
la proteína Cre se expresará sólo en neuronas y en estas células se produ-
cirá la ablación del gen de la adrenomedulina. Sin embargo, en el resto de
células no se producirá la ablación del gen a pesar de que en todas ellas el
gen está “floxeado”, ya que en estas células no se expresa la proteína Cre.
De esta forma se obtienen ratones que viven sin problemas, ya que tienen
una expresión relativamente normal de adrenomedulina, pero cuyas neuro-
nas carecen de este gen, permitiendo el estudio detallado de las funciones
del gen de la adrenomedulina en el sistema nervioso (Fernandez et al., 2008).

Obviamente, una vez que se tiene una línea de ratones con un gen “flo-
xeado”, ésta se puede cruzar con distintos transgénicos para conseguir la de-
leción del gen en distintos órganos o tejidos. Si el promotor que se emplea
para controlar la expresión de Cre se activa en un momento concreto del ci-
clo vital del animal, tendremos un knockout controlado temporalmente. De
forma similar, si el promotor es sensible a la presencia de fármacos tendre-
mos un knockout inducible, de forma que podremos disparar la destrucción
del gen en el momento en que inyectemos la sustancia adecuada (Tabla 1).
Por supuesto, cualquier combinación de todo lo anterior es posible y la ima-
ginación del investigador es el único límite para este tipo de tecnología.
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