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PoR EXPRESION BICISTRONICA

El primer bovino
bitransgénico del mundo

Por primera vez en la historia, cientificos logran insertar dos genes humanos
en un sélo sitio del genoma bovino. Se trata de investigadores argentinos
pertenecientes al INTA y a la UNSAM quienes desarrollaron esta tecnologia
que permitiria generar “animales clave”.

Por Felicitas Terreno
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NACE EL PROYECTO

Lograr un bovino doble transgénico no fue facil. La idea nacié de Adrian
Mutto, quien ided un proyecto para su doctorado que consistia en la ob-
tencion de cabras transgénicas que produjeran lisozima y lactoferrina.
Antes de iniciarlo, acudié al INTA, institucién cuya sede ubicada en la lo-
calidad bonaerense de Balcarce realiza, desde la década del 9o, investi-
gaciones relacionadas con clonacion y transgénesis.

De hecho, fue alli donde se produjeron los primeros clones bovinos del
pais por particion embrionaria mecanica, aunque luego incorporo tecnolo-
gia mas reciente como la transferencia nuclear que tiene gran relevancia
para multiplicar animales de interés productivo o generar especies modi-
ficadas de interés farmacéutico.

En el INTA Balcarce se obtuvo la primera gestacion latinoamericana de un
ternero clonado en 2001 (aunque la vaca gestante murié una semana antes

“No podemos generar rodeos de vacas
que produzcan leche ‘maternizada’ por
los costos que conlleva; pero lo que si po-
demos hacer mediante esta técnica es
generar ‘animales clave’ que transmitan
esta posibilidad a su descendencia”

Investigadores argentinos presenta-
ron el primer bovino transgénico del
mundo al que se le han incorporado
dos genes humanos que codifican pro-
teinas presentes en la leche humana.

Asi, Rosita ISA podria constituirse
como una herramienta clave en la exis-
tencia de animales productores de ali-
mentos nutricionalmente utiles para el
hombre a través de su descendencia.
Esto se debe a que los genes de inte-
rés estan incorporados en el genoma
del bovino.

German Kaiser y Nicolas Mucci, in-
vestigadores del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) y
Adrian Mutto, de la Universidad Nacio-
nal de San Martin (UNSAM), genera-
ron a este bovino a partir de un
proyecto que comenzo en el 2005 en
cabras que comprendia la obtencion
de un animal doble transgénico que
expresara las proteinas lisozima y lac-

del parto).

toferrina en la glandula mamaria (ver
recuadro “Nace el proyecto”).

Ambas proteinas, “tienen una impor-
tancia significativa porque poseen fun-
ciones antifungicas, antibacteriales y
antivirales, entre otras, lo que genera
un gran impacto en la vida temprana
de los infantes”, explica Mucci.

Por su parte, Mutto sefiala que la
captura de iones de hierro que facilita
la lactoferrina “tiene una eficiencia
cercana a mil veces superior si se lo
compara con la toma oral de sulfato fe-
rroso”, mientras que la funcién antibac-
teriana de la lisozima protege al
neonato de posibles infecciones, por lo
que “esta leche tendria un valor pro-
tectivo muy elevado con respecto a la
leche de vaca sin modificar”.

A su vez, Kaiser, agrega que
“cuando se consume la leche de vaca,
las proteinas presentes naturalmente
s6lo son una fuente de aminoacidos.
Para que éstas cumplan una funcién
tienen que ser de origen humano, de
ahi, la necesidad de incorporarlas a la
ternera clonada” (Ver recuadro “Las
proteinas”).

Segun acordaron los tres profesiona-
les, lo novedoso de esta investigacion
es que ambas proteinas se expresan
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en un mismo animal bajo un mismo
promotor ya que existen investigacio-
nes anteriores en las que bovinos pro-
ducian lactoferrina o lisozima, pero
nunca las dos al mismo tiempo.

TRANSGENESIS Y CLONACION

A pesar de haber modificado el su-
jeto de estudio (las cabras resultaron
poco convenientes debido a que no se
disponia de sus ovarios en la zona, por
lo que decidieron concentrarse en los
bovinos), los tres cientificos continua-
ron sus investigaciones para la produc-

ESTA TECNOLOGIA PUEDE
GENERAR “ANIMALES CLAVE”
QUE TRANSMITAN
A SU DESCENDENCIA
SU INFORMACION GENETICA
Y LA CAPACIDAD DE PRODUCIR
ALIMENTOS NUTRICIONES
BENEFICIOSOS
PARA EL HUMANO.
]
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La produccion de la ternera doble
transgénica, paso a paso

Generacion de una célula transgénica

2 Cultivo. La muestra de
piel se proceso en
labaoratorio y se
establecio un cultivo
primario de células
llamadas fibroblastos.

1 Muestra. Se selecciond
una vaca Jersey como
especimen a clonar
(fundadora). Se tomo
una muestra de piel del
pabellan auricular.

Transgeénesis. El cultivo
de fibroblastos fue
transfectado con el vector.
El material genético fue
“arrastrado” hacia el
niicleo de las células.

Genes humanos.

Por otra parte, con
métodos de ingenieria
genética se prepard
un vector portador de
los dos genes
humanos de interés.

cion de un animal que expresara esas
dos proteinas humanas al momento de
la lactancia. Esto lo concretaron me-
diante tres procesos: la obtencion de
la linea celular transgénica (transgéne-
sis), su utilizacion para constituir un
embridon que sea transferible a una
vaca adulta (clonacién), y el parto y cui-
dado de la ternera durante sus prime-
ros meses de vida (neonatologia de
animales de alto riesgo).

Mutto explica que al comienzo “se
tomo una muestra de tejido del pabe-
l16n auricular de una vaca Jersey para

V 4

Fibroblastos
_) ) " i
) CELULA
TRANSGENICA
VECTOR Donante. La célula
CON GENES transgénica obtenida
sera utilizada luego
@ como donante en el
proceso de clonacion,
i aportando su
informacion genética.
Genes incorporados
En humanos, codifican la produccion
de de dos proteinas de importancia
significativa para los lactantes:
Vector Promotor Genl IRES Gen 2
Seactiva Codifica Cortala Codifica la
enel la produc- produc-  produccion de
momento  cion de cidn Lactoferrina,
dela Lisozima, dela proteina que
lactancia. proteina proteina. permite la
que actla absorcidn
establecer sobre el de hierro. se obtuvieron células
un  cultivo SistRma resistentes, “o sea, que

. X . inmune.
primario de fi-

broblastos con el
tejido. Tomando como

‘esqueleto’ el vector comercial pIRES2-
EGFP, se insert6 el promotor de la
beta-caseina y los ADN copia de la lac-
toferrina y lisozima humanas”.

poseian el vector”, aclara.

Estas células transgénicas
fueron incorporadas, mediante trans-
ferencia nuclear o clonacién, a un
ovocito madurado in vitro cuyo nucleo
anterior fue extraido por micromanipu-
lacién. Una vez dentro, el contenido de
ese ovocito modificado se transformé
en un nucleo embrionario que luego se
transfirio a una vaca que quedo pre-
fada, explica Kaiser.

Luego, el material genético de ese
nuevo vector (ahora identificado como
“pIRES-hLf-hLs/Neo”) fue introducido a
los fibroblastos por lipofeccién vy, tras
un tiempo de cultivo y seleccion celular,
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Se obtuvo el primer bovino capaz de desarrollar, a través de su leche, dos proteinas

de interés nutricional para los infantes humanos.

Clonacion por transferencia nuclear

@ Enucleacion. Mediante
micromanipulacion se
extrajo el nucleo del
ovocito, eliminando de
este modo toda su
informacion genética.

B ovocito. Se
obtuvieron ovocitos
de vacas faenadas
y fueron madurados
in vitro en estufa de
cultivo.

+ Célula
@ Transferencia nuclear. Se transgénica
incorporo al ovocito una célula "
transgenica y se fusionaron con
ovocito se transforma en nucleo
embrionario y se generé un

embrion.

“CON ESTE PROYECTO
TAMBIEN BUSCAMOS UN FIN
RELACIONADO CON LA CALIDAD
DE VIDA DE LOS BEBES
QUE NO PUEDEN TENER
ACCESO A LA LECHE MATERNA,
PERO NO SABEMOS
S| SE CONCRETARA. ESO NOS
EXCEDE COMPLETAMENTE”
(NicoLAs Muccl, ADRIAN
MuTTO Y GERMAN KAISER)

Transferencia del embrion y gestacion

@ Vientre. Luego de siete
dias en cultivo, el embrion
fue transferido a una vaca
receptora, sincronizada con
la edad del embrion, para
continuar su gestacion.

Nacimiento y control

9 Rosita ISA. Nueve
meses después nacio la
ternera en un parto por
cesarea. Durante sus
primeros meses de vida
recibio asistencia y
cuidados especiales.

ﬁ Verificacion. A Rosita
ISA le realizaron analisis
que certifican el éxito
de la transgénesis y la
clonacién. Porta en su
genoma los dos genes
humanos de interés,

Funcionalidad. Todo
indica que, al madurar,
Rosita ISA deberia
producir naturalmente
leche con las proteinas
Lisozima y Lactoferrina
humanas.

INFOGRAFIA: exclusivo Revista RIA - INTA
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Puede sonar simple, pero no lo es:
solo el 15 por ciento de esas células
llegaron al final del proceso; sélo so-
brevivieron 15 embriones para
transferir, con los que quedaron pre-
fadas dos vacas (una con un ternero
que sufrié6 muerte fetal, y la otra con
Rosita ISA en su interior).

Segun Mucci, “éste porcentaje bajo
se debe a que estas lineas transgéni-
cas estan compuestas por células con
mucha manipulacion que van su-
friendo y perdiendo eficacia a la hora
de responder a la reprogramacién nu-
clear luego de ser incorporadas al ci-
toplasma del ovocito”.

La ingenieria genética utilizada para
generar a la ternera, se encuentra ac-
tualmente en etapa de investigacion,
enmarcada en la resolucion 240 del Mi-
nisterio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca de la Nacion, previa aprobacion
de la Comision Nacional de Biotecno-
logia Agropecuaria.

NUTRICION INFANTIL

La investigacion tuvo dos finalida-
des: la primera estuvo relacionada con
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LA LECHE DE ROSITA ISA
TENDRIA IMPORTANTES
VENTAJAS DESDE EL PUNTO
DE VISTA NUTRICIONAL
Y FISIOLOGICO, POR POSEER
DOS PROTEINAS CLAVE PARA
EL DESARROLLO DE LOS BEBES.

la creacion de un procedimiento no-
vedoso que se constituyd en un
avance internacional, mientras que la
segunda fue igualmente importante
puesto que se encuentra relacionada
con la mejora de los aspectos nutri-
cionales de los infantes humanos.

La leche que produzca la ternera du-
rante su vida adulta se asemejara a la
leche humana, lo que permitira suplir
ciertas falencias que posee la leche va-
cuna y podra ser aprovechada por los
nifnos que no tengan acceso a la leche
materna, aunque los investigadores
destacan que esta finalidad los “ex-
cede absolutamente” ya que descono-
cen la futura utilizacion concreta de
esta tecnologia que desarrollaron, de-
bido fundamentalmente a que no exis-
ten marcos regulatorios sobre el
consumo de alimentos de origen de
animales genéticamente modificados.

Segun Mucci, los componentes fun-
cionales de la leche aprovechada por
los lactantes deberian ser de origen
humano, por eso la inclusion de estas
proteinas contribuye a elevar su valor
nutricional en comparaciéon con la
leche sin agregados nutricionales.

“Una proteina de vaca en el aparato
digestivo de un bebé simplemente es
una fuente de aminoacidos y no cum-
ple una funcion especifica ya que para
ello deberia ser de origen humano, por
lo tanto, no existe una base cientifica
que indique que deberia haber algin
problema con la ingesta de la leche
de ISA”, explica Kaiser.

LA CLAVE DEL FUTURO

Hoy, gracias a estos avances cienti-
ficos, el ser humano se encuentra ante

la posibilidad de comercializar ali-
mentos transgénicos que puedan ser
beneficiosos para la nutricion y la salud
humana. Si bien deberan pasar por es-
trictos controles sanitarios y medioam-
bientales, el desarrollo de este tipo de
animales puede llegar a ser trascen-
dental para una la poblacion mundial
que en 2050 llegaria a los 9100 millo-
nes de personas, segun una estima-
cion de la Organizacion de Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimen-
tacién (FAO).

No obstante, los tres investigadores
consideraron que los avances cientifi-
cos por si mismos no seran suficientes
para cambiar el destino alimentario de
la Tierra. “Las herramientas biotecnolo-
gicas son solo herramientas. No pensa-
mos solucionar los problemas de
alimentacién con la leche de esta ter-
nera ya que existe un contexto socio-
politico que va mas alla de la
transgénesis y la clonacion”, afirman.

Ademas, la creacién de este tipo de
animales es costosa y no necesaria-
mente asegura los resultados previs-
tos. De hecho, solo el 15 por ciento de
las células transgénicas lograron con-
vertirse en embriones bovinos.

No obstante, si se puede considerar
que esta tecnologia genere “animales
clave” que tengan la posibilidad de
transmitir a su descendencia su infor-
macion genética y la capacidad de pro-
ducir alimentos nutriciones beneficiosos
para el humano.

“Debido a la forma en la que se efec-
tud la transgénesis, las proteinas hu-
manas insertas en el genoma
bovino”, sbélo se expresaran en las
glandulas mamarias al momento de la
lactancia, por lo cual “los hijos de Ro-
sita ISA tienen un 25 por ciento de po-
sibilidades de ser transgénicos como
ella”, sefiala Mucci, quien concluye
que “esta experiencia no viene a cam-
biar el destino de la desnutricion infan-
til, quizas viene a aportar un grano de
arena mas”.

Mas informacion:

Nicolas Mucci:
nmucci@balcarce.inta.gov.ar
Adrian Mutto:
amutto@unsam.edu.ar

German Kaiser:
reproduccion@balcarce.inta.gov.ar
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Nueva capacidad del sis-
tema publico de I+D

La tecnologia de transgénesis ha sido
incorporada al sistema agropecuario de
nuestro pais desde hace mas de 15
afhos, con una dinamica de adopcion
inédita por parte de productores y de con-
sumidores, aportando beneficios objetivos
que alcanzan a distintos sectores de
nuestra sociedad. Asimismo, a lo largo de
estos anos, la utilizacion en el mundo de
esta tecnologia ha mostrado que el con-
sumo de sus productos es tan seguro
como el de aquellos obtenidos por meto-
dologias mas convencionales. Esta situa-
cion es derivada del conocimiento
cientifico-tecnoldgico asociado a su pro-
duccioén asi como de la aplicacion de un
estricto marco regulatorio. Cabe remarcar
que, conceptualmente, la tecnologia de
transgénesis no hace sino replicar, en
forma controlada y racional, un proceso
equivalente presente en la naturaleza y
responsable de la transferencia de genes
de una especie a otra (dinamica de la que
también participa el ser humano).

El desarrollo de la ternera transgénica
Rosita ISA es un nuevo ejemplo de las
capacidades que el sistema publico de
investigacion local puede adquirir
cuando se conjugan el conocimiento cien-
tifico, el trabajo concertado de diferentes
equipos de investigacion, la infraestruc-
tura apropiada, el recurso financiero ade-
cuado y el necesario planeamiento
estratégico. Como todo desarrollo de
avanzada, es merecedor de la atencion
local e internacional, lo que hace necesa-
rio tanto su comunicacion de forma pre-
cisa como también una lectura que
conjugue un analisis informado y una ac-
titud abierta a considerar nuevas estrate-
gias de intervencién que sean funcionales
a las necesidades de una sociedad.

Esta ternerita se ha convertido en una
exitosa prueba de concepto que augura
la factibilidad de efectuar un aporte a
la salud publica a través de la obten-
cion, por vias como esta, de leches
apropiadas para cubrir necesidades es-
pecificas de la nutricién infantil. Mientras
tanto, la estudiada eleccion de las pro-
teinas de interés, su produccion acotada
a la leche y la atencién del animal por
parte de un equipo multidisciplinario ga-
rantizan que el necesario bienestar de
Rosita ISA'y sus sucesores sea muy su-
perior, por ejemplo, al de cualquier ani-
mal de produccion convencional.

Fernando Ardila
Recursos Genéticos, Mejoramiento
y Biotecnologia. INTA






