CarPiTULO 4

MODELOS ANIMALES
EN LA INVESTIGACION BIOMEDICA

DR. Jose M. P. FRelE
DR. CARLOS LOPEZ-OTIN

Departamento de Bioguimica
Facultad de Medicina

Instituto Universitario de Oncologia
Universidad de Oviedo. Oviedo

En 1775 Percivall Pott, un cirujano londinense, describia la elevada inciden-
cia de cancer de escroto entre los deshollinadores ingleses. Curiosamente, los
deshollinadores de Europa continental desarrollaban este tipo de tumores
con una frecuencia mucho menor que la observada en sus colegas britanicos.
Tratando de buscar una causa a esta peculiar enfermedad ocupacional, algu-
nos autores sefalaron que los distintos habitos higiénicos en las distintas
regiones geograficas podrian estar relacionados con la distinta susceptibili-
dad a esta enfermedad: los deshollinadores ingleses se bafiaban con una fre-
cuencia considerablemente menor, de tal manera que su piel estaba casi
permanentemente en contacto con el hollin desprendido durante su jornada
laboral. Asi, estas observaciones apuntaban a la exposicién al hollin como
agente desencadenante de este tipo concreto de tumores. Esta hipotesis
requeria una demostracion experimental, que estableciese de una manera
concluyente la relacion causa-efecto entre el supuesto carcinégeno y el desa-
rrollo de tumores.

Un siglo y medio més tarde, Katsusaburo Yamagiwa, un médico japonés
gue habia estudiado con Rudolf Virchow, proporcioné esa demostracion
experimental. Yamagiwa, junto con su técnico Koichi Ichikawa, prepararon
extractos de alquitran de hulla y los aplicaron directamente sobre la piel de
137 conejos. Repitieron la aplicacion cada dos o tres dias durante tres meses
y luego esperaron pacientemente. Al cabo de un afio, siete de los animales
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tratados habian desarrollado carcinomas invasivos. Asi, este primer modelo
animal de la historia de la investigacion oncolégica fue presentado a la
Sociedad de Medicina de Tokio en 1915 por el Dr. Yamagiwa, que concluy6
con su famoso haiku (uno de los poemas més concisos y elegantes):

Se ha producido cancer
iAvanzo con orgullo algunos pasos!

Este ejemplo historico ilustra la forma en que los modelos animales com-
plementan, de una forma insustituible, las aproximaciones descriptivas en la
investigacion biomédica, y especialmente en el ambito de la Oncologia.

Varias especies animales han prestado servicios de valor incalculable a la
biomedicina: la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, herramienta esen-
cial de los genetistas del siglo veinte, el minimalista neméatodo Caenorhabditis
elegans, la rata, animal predilecto de los fisi6logos de todo el mundo, el
pequefio pez cebra, Danio rerio, perros, cobayas, conejos, monos, pollos ... Y
aunque el animal de laboratorio més popular de la historia sea la recién
fallecida oveja Dolly, el protagonista indiscutible de la investigacion biomé-
dica moderna es el raton, Mus musculus. En los dltimos afios, dos tipos de
modelos animales derivados de la manipulacién genética de ratones, los
denominados ratones transgénicos y ratones knockout, nos han proporcio-
nado una nueva via de aproximacion al conocimiento de las bases molecula-
res subyacentes al desarrollo de multiples enfermedades humanas.

Animales con ganancia de funcion: ratones transgénicos

El primer mamifero manipulado genéticamente que mostré una alteracion
fenotipica evidente fue un ratén desarrollado en 1982, en cuyo genoma se
habia introducido el gen de la hormona de crecimiento de rata y que, como
consecuencia de la superproduccion de dicha hormona, alcanzaba un peso
varias veces superior al normal (Palmiter et al., 1982). Desde esa fecha se han
desarrollado centenares de cepas de ratones que expresan versiones norma-
les 0 mutadas de genes humanos o animales. EI método més comdnmente
utilizado con este fin es la microinyeccion pronuclear (Figura 1). EI gen que
se intenta afadir a la dotacién genética del organismo receptor (transgén) se
introduce en un plasmido a continuacién de un promotor que dirija su
expresion a los tejidos de interés. El plasmido resultante se microinyecta en
el pronucleo masculino de 6vulos recién fecundados, que a continuacion son
implantados en los oviductos de hembras seudoprefiadas. EI DNA microin-
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yectado se integrara al azar en el genoma y se transmitira a la descendencia
del animal desarrollado a partir del 6vulo microinyectado.
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Figura 1l
Generacion de animales transgénicos mediante microinyeccion

Animales con pérdida de funcion: ratones knockout

La eliminacion dirigida de un gen concreto constituye una de las aproxima-
ciones més informativas para esclarecer su funcién bioldgica. La herra-
mienta esencial para la aplicacion de esta técnica deriva del empleo de las
células embrionarias troncales (células ES), aisladas a partir de embriones
murinos durante las etapas iniciales de su desarrollo. Estas células pueden
ser mantenidas en cultivo sin que pierdan su totipotencia, es decir, sin que
pierdan la capacidad de diferenciarse para dar lugar a cualquier célula
adulta. De este modo, cuando son inyectadas en blastocistos murinos se
mezclan con las células del propio blastocisto, que tras ser implantado en
una hembra seudoprefiada dara lugar a un ratén quimérico, con tejidos pro-
cedentes del blastocisto original y tejidos procedentes de las las células ES
microinyectadas. Si las gonadas del animal quimérico derivan de las células
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microinyectadas, seré la dotacién genética de estas la que se transmita a la
descendencia (Figura 2).
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Figura 2
Generacién de ratones knockout a partir de células ES

Las células ES pueden ser manipuladas genéticamente in vitro con relativa
facilidad. Por lo tanto, el primer paso del proceso de generacion de un raton
knockout consiste en la eliminacion de uno de las dos copias de dicho gen en
las células ES. Para ello, se elabora un vector director, que contiene secuen-
cias de DNA idénticas a las del gen que se desea eliminar, pero con una
parte esencial reemplazada por un marcador de seleccién, generalmente un
gen de resistencia a un antibiético. Cuando este vector es introducido en las
células ES, en algunas de ellas se producira un fenémeno conocido como
recombinacion homoéloga, de manera que los sobrecruzamientos entre el
vector director y las regiones homologas del DNA celular dara lugar al
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reemplazamiento de una porcion del gen diana por el marcador de selec-
cion. Las células en las que se haya producido este fenébmeno daran lugar a
clones que podran ser seleccionados en presencia del antibidtico en cuestion,
cultivados in vitro y utilizados para microinyectar blastocistos y obtener
ratones quiméricos como se mencionaba en el parrafo anterior. Si las células
microinyectadas se incorporan a la linea germinal, la mitad de los descen-
dientes del animal quimérico heredaran un cromosoma con el gen alterado.
Posteriormente, mediante cruzamientos de estos animales heterocigotos sera
posible obtener animales homocigotos, con las dos copias mutadas.

Modelos animales de interés en Degradomica.

En los dltimos afos, el trabajo de nuestro laboratorio se ha centrado en el
estudio funcional de enzimas proteoliticos asociados a diversas enfermeda-
des humanas, y fundamentalmente al cancer. Los enzimas proteoliticos
desempefan funciones esenciales en los seres vivos. Estas proteinas se
habian descrito cldsicamente en el contexto de procesos hidroliticos no espe-
cificos relacionados con la degradaciéon y la renovacién proteicas. Asi, las
primeras proteasas identificadas se encontraron en secreciones gastricas y
pancredticas asocidndose a la digestion de proteinas de la dieta. Sin
embargo, estos enzimas estdn también implicados en la regulacion de proce-
sos biolégicos fundamentales, incluyendo la fertilizacién, el desarrollo
embrionario, la progresion del ciclo celular, la proliferacion y migracién
celulares, la inmunidad, la hemostasis, la angiogénesis y la apoptosis (Stern-
licht y Werb, 2001). Nuestros estudios mas recientes han permitido concluir
gue el genoma humano posee més de 500 genes codificantes de proteasas.
Teniendo en cuenta tanto la cantidad de proteasas como su variedad de fun-
ciones, resulta légico suponer que estos enzimas deben estar sometidos a
una estricta regulacion. De hecho, alteraciones en su estructura y expresion
desencadenan importantes enfermedades humanas como el cancer, la artri-
tis, las enfermedades neurodegenerativas o la aterosclerosis (Sternlicht y
Werb, 2001). Por ello, existe un interés creciente por la caracterizacion de las
proteasas producidas por los tejidos humanos, asi como por la identificacion
de sustratos especificos que sean reconocidos y procesados por las mismas.
Este es el objeto de lo que hemos definido como Degradémica o aplicacion
de las aproximaciones genémicas y protedmicas para identificar tanto las
proteasas presentes en un organismo como sus sustratos e inhibidores. Asi-
mismo, hemos definido el degradoma de una célula, un tejido o un orga-
nismo como el conjunto de enzimas proteoliticos que se expresan en ellos en
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un momento especifico, mientras que el degradoma de una proteasa es su
repertorio de sustratos (Lopez-Otin y Overall, 2002).

Estudios de multiples grupos han demostrado que la produccion de
numerosas proteasas esta completamente desregulada en muchas enferme-
dades humanas y especialmente en el cdncer. Sin embargo, las numerosas
observaciones correlativas que han permitido demostrar el aumento en la
expresion de diversas proteasas en el cancer no son suficientes para adscribir
un papel central a estas proteasas en su desarrollo. Al igual que en otros sis-
temas bioldgicos, es necesario el establecimiento de relaciones causales que
confirmen y extiendan las observaciones correlativas. Con este fin, diversos
laboratorios han desarrollado una serie de modelos animales que pueden
clasificarse en dos tipos: ratones transgénicos que sobreexpresan proteasas
humanas en tejidos concretos, y ratones knockout deficientes en una determi-
nada proteasa de potencial relevancia en el cancer. Con el primer tipo de
modelos animales, se pretende examinar la hip6tesis de que la sobreexpre-
sion de una determinada proteasa puede ser suficiente para la progresion
tumoral. Hay al menos un caso en el que hemos podido corroborar dicha
hipétesis en nuestro laboratorio. Asi, la sobreexpresion de colagenasa-3
humana en la gldndula mamaria de ratones transgénicos, favorece de
manera extraordinaria el crecimiento de tumores inducidos en dichos rato-
nes mediante carcindgenos quimicos. Estos resultados, junto con los obteni-
dos en experimentos anéalogos realizados por diversos grupos con otras
proteasas representan un avance importante en el conocimiento de los meca-
nismos moleculares asociados al desarrollo de los procesos tumorales, pero
ademas proporcionan un modelo véalido para el ensayo de farmacos capaces
de bloquear la actividad de dichas proteasas, que puedan ser trasladados
posteriormente a la préctica clinica (Overall y L6pez-Otin, 2002).

Los experimentos basados en la generacion de modelos murinos deficien-
tes en proteasas especificas pretenden afrontar el problema desde una pers-
pectiva opuesta y examinar la hipétesis de que la ausencia de proteasas
especificas puede ser suficiente para dificultar la progresion del cancer.
Hasta el momento, los resultados de estos experimentos llevados a cabo fun-
damentalmente por grupos como el de la Dra. Zena Werb en la Universidad
de California, han permitido concluir que ratones deficientes en proteasas
especificas como la estromalisina-1 o la gelatinasa B muestran una menor
susceptibilidad al desarrollo o progresion tumorales (revisado en Overall y
Lopez-Otin, 2002). Sin embargo, en algunos casos la deficiencia en una Unica
proteasa puede llegar a generar anomalias importantes que impiden la reali-
zacion de experimentos de susceptibilidad al cancer. Este es el caso de los
ratones deficientes en la metaloproteasa FACE-1 creados recientemente en
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nuestro laboratorio (Pendas et al., 2002). La inactivacion del gen de esta pro-
teasa provoca retraso en el crecimiento, envejecimiento acelerado y muerte
prematura, alrededor de las 20 semanas de edad. El anélisis histopatoldgico
de los animales mutantes revela distrofia muscular, lipodistrofia y cardio-
miopatia dilatada. El examen detallado de la literatura disponible acerca de
modelos animales con posibles similitudes, nos llevd a concluir que estas
alteraciones eran semejantes a las padecidas por los ratones deficientes en el
gen LMNA que codifica las laminas nucleares Ay C, y a las que sufren los
pacientes con laminopatias. Ello nos llevo a postular que los ratones defi-
cientes en FACE-1 podian ser incapaces de producir lamina A madura. Efec-
tivamente, los experimentos llevados a cabo para evaluar esta hipétesis nos
han permitido demostrar que dichos ratones mutantes acumulan prelamina
A, generando una serie de aberraciones nucleares que finalmente desencade-
nan las multiples manifestaciones patolégicas observadas (Pendas et al.,
2002). En resumen, estos resultados han permitido demostrar que la proteasa
FACE-1 es necesaria para el procesamiento de prelamina A. Ademas, este
trabajo es un claro ejemplo de la utilidad de los modelos animales para la
identificacion de los sustratos especificos de enzimas proteoliticos, un
aspecto que trasciende la investigacidn bésica y puede llegar a abrir nuevas
vias para entender enfermedades complejas como las laminopatias.
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