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Introduccion

Entre los afios 1955 y los
anos 1980 el promedio
de produccién lechera por
vaca aumento el 100% (9).
Este aumento fue debido
tanto a mejoras en el manejo
de ganado y mejoras en los
niveles nutricionales, como
a mejoras en la seleccion
genética. De estos compo-
nentes el mas influyente fue
la seleccion genetica, ya que
durante estos afios la téc-
nica de inseminacion artifi-
cial facilitd la expansion de
material genético de alta
calidad. Uno de los resul-
tados de esta expansion fue
el rapido aumento en los
niveles de produccién en
los paises con acceso a
genética de alta calidad, in-

cluyendo Colombia. Aun-
que la inseminacién artifi-
cial como parte de un
sistema de mejoramiento
genetico seguira vigente,
los aumentos en nivel de
produccion debidos a selec-
ciém animal se ven reduci-
dos o desacelerados ya que
el material genético exis-
tente es de calidad muy su-
perior. En otras palabras, es
mas sencillo influenciar po-
sitivamente sistemas de
nivel suboptimo que siste-
mas ya optimados.

Por otro lado, la biotec-
nologia animal ofrece la
posibilidad de mejoramien-
tos a nivel genético muy
especificos y en una sola
generacion. Esta habilidad
de modificar fenotipos
especificos, sin causar
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modificaciones en areas no
relacionadas a la produc-
cidén lechera, ofrece altas
posibilidades para el me-
joramiento a corto plazo de
la eficiencia de la produc-
cion. Con esta tecnologia
pronto sera posible pro-
ducir la "supervaca” trans-
genica, aquella con feno-
tipos especificos que man-
tengan o aumenten el nivel
de produccién y al mismo
tiempo sea resistente a en-
fermedades, posea una alta
capacidad de reproduccién,
contenga cambios en la mi-
croflora del rumen para
aumentar la capacidad nu-
tricional, y produzca leche
con contenido proteinico
modificado de acuerdo a las
necesidades de la industria
lactea y el consumidor
(figura 1) (2, 10, 11).
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Areas principales
de investigacién

En lo que respecta a los pro-
ductos lacteos, dos areas de
utilizacion de animales
transgénicos se planean: La
primera, de aplicacién
biomédica, es la de la pro-
duccion de proteinas de im-
portancia en la medicina
humana, en la glandula
mamaria de los animales
domésticos. Es asi como
proteinas de muy alto costo,
utilizadas para la preven-
cién o tratamiento de enfer-
medades humanas, estan
siendo producidas en las
glandulas mamarias de ra-
tones, cabras, y cerdos
transgénicos (2, 11). Igual-
mente se predice en el fu-
turo la habilidad de modifi-

car la caseina de la leche ya
sea para cambiar sus pro-
piedades fisicoquimicas, de
manera qU.E P]"OdLIZCE'II"l pro—
ductos procesados de mejor
estabilidad o calidad, como
para la produccion, en va-
cas, de productos con
propiedades similares a la
leche materna humana para

consumo de nifios recién
nacidos (10, 11).

Para lograr estos cambios
geneéticos se requieren
avances en dos areas de la
investigacion animal. Una
de estas dreas es la identifi-
cacion de genes tinicos que
sean capaces de causar cam-
bios fenotipicos benefi-
ciosos. Esta es un drea de
gran importancia debido a
que la mayoria de fenotipos
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de interés agricola, como la
prnduccit’m lechera, son el
resultado de expresién de
multiples genes v no de un
gene unicamente. Por lo
tanto la investigacion esta
concentrada, en el momen-
to, en el aumento a la resis-
tencia a clertas enfermeda-
des (la cual ha sido corre-
lacionada con cambios en
un solo gene) como brucelo-
sis y aftosa, o con la identi-
ficacion de mutaciohes
naturales que resulten en
un fenotipo beneficioso. Por
ejemplo, la oveja Booroola
proveniente de Australia
tiene una mutacion, la cual
causa aumento en su ca-
pacidad de reproduccion.
La expectacion es que una
vez identificado este cam-
bio genético en el Booroola
una modificacion similar se
podria introducir en el
ganado lechero por medio
de manipulacién genética

(1).

Aparte de la investigacion
en la identificacion de los
genes involucrados en im-
partir caracteristicas de im-
portancia agricola, hay un
gran empuje en el desa-
rrollo de técnicas para in-
crementar la eficiencia de
produccion de animales
transgeénicos en bovinos,
porcinos y ovinos. Esto se
debe a que en el presente los
costos de produccion de
animales transgénicos y
ciertos problemas tec-
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- nologicos evitan la aplica-
cibn mds generalizada de
esta tecnologia de punta.

Metodos de produccion
de animales
transgénicos

En el presente, existen tres
técnicas de produccion de
mamiferos transgenicos: La
inyeccion pronuclear, el uso
de vectores retrovirales ¥ la
recombinacidn hnméloga
en células embrionarias ma-

dres (células EM).

La Inyeccion Pronuclear

La inyeccion pronuclear se
basa en la introduccion de
150-200 copias de un gene
‘artificial” en el pronucleo
de un cigoto recién fertili-

zado (Figura 2). Este ADN
artificial, o exogeno, se inte-
gra en el ADN cromoso-
mico, o endodgeno, del em-
brion y una vez integrado es
procesado de la misma
manera que el ADN cro-
mosomico. El resultado fi-
nal es un cambio genético
permanente, tanto en el ani-
mal modificado como en las
futuras gencracinnc*ﬁ PI’CICE—
dentes de ese animal. Esta
técnica sufre de varios gra-
ves problemas, entre ellos:
La baja eficiencia de inser-
cion del ADN exdgeno, con
un promedio de un embrion
en 100 inyectados resul-
tando en el nacimiento de
un'animal transgénico; el
prublema es que el ADN se
incorpora en el cromosoma

Método de produccion de animales transgénicos por
inyeccion pronuclear

71

al azar, lo cual puede resul-
tar en su Incorporacion en
un lugar donde afecte genes
importantes para la su-
pervivencia del organismo;
v la inhabilidad del gene ar-
tificial de funcionar de la
manera planeada debido a
problemas de regulacion.

Un experimento tipico de
produccién de animales
transgénicos es el descrito
por Shamay et al. (7). Este
grupo de investigadores
produjo cerdos transgeénicos
con capacidad de sintetizar
una proteina especifica ensu
glandula mamaria. De 1.582
embriones inyectados, 254
resultaron en crias, 14 eran
transgénicos y solo 8 produ-
jeron la proteina en la glan-
dula mamaria. El nivel de
produccion de el mejor
transgenico fuede 1 gr/litro. -
En bovinos la técnica es
igualmente ineficiente y
hasta el momento no existe
un programa de produccion
de ganado transgénico utili-
zando la técnica de inyec-
cion pronuclear que haya
dado resultados econdémi-
Cos.

Los Vectores Retrovirales

La técnica de vectores
retrovirales hace uso de un
retrovirus artificial para la
introduccion del material
genético dentro del cro-
mosoma del embrion en de-
sarrollo (8). Tiene la ventaja
de que el virus es altamente
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eficiente y es capaz de infec-
tar el 100% de los embriones
tratados. Desafortunada-
mente, tienen varias des-
ventajas, entre ellas, la inha-
bilidad de controlar en qué
lugar se inserta el retrovirus
en el cromosoma, proble—
mas de regulacifm del gene
artificial, y problemas técni-
cos en la construccion de los
vectores retrovirales. De-
bido a la combinacion de
estos pr(}blemas esta técnica
es de muy poco uso en la
biotecnologia animal. Por el
contrario los vectores retro-
virales son frecuentemente
utilizados en la medicina
humana para la terapia ge-
netica, ya que en este caso se
necesita una gran eficiencia
y los posibles problemas de
regulacion y de inserciones
genéticas, son de secun-
daria importancia, puesto
que solo se utilizan en trata-
mientos de enfermedades
letales e incurables.

La Recombinacion
Homologa

La técnica de recombi-
nacion homéloga en células
embrionarias madres, atn
siendo la mas complicada,
es la que tiene mas potencial
para revolucionar la biotec-
nologia animal (3). El
primer componente de esta
técnica, la recombinacién
homoéloga, hace uso, como
su nombre indica, de regio-
nes de homologia entre el
ADN exogeno y el ADN

enddgeno, para insertar el
ADN exogeno en areas
Eﬁpeciﬁcas del cromosoma.
En otras palabras, usando
esta técnica, se puede selec-
cionar el lugar en el cro-
mosoma en donde el ADN
exdgeno ird a terminar.

Como se puede ver en la
figura 3, el gene enddgeno,
o gene X, esta compuesto de
varias regiones que definen
su identidad tinica (su
"huella dactilar" genética).
Utilizando métodos de in-
genieria genética se cons-
truye el ADN exdgeno con-
teniendo varias de las regio-
nes que definen el gene X
(se hace una copia de las
"huellas dactilares”). Al in-
troducir el ADN exdgeno en

El proceso de recombinacion homdloga del ADN,

la célula, las regiones de ho-
mologia entre el gene
enddgeno y el exdgeno ac-
tian como pequenos ima-
nes y se atraen mutua-
mente. Esta atraccion causa
que el ADN exogeno identi-
fique, entre el ADN cro-
mosomal completo, el ADN
endogeno conteniendo las
mismas regiones de ho-
mologia.

Una vez encontradas las re-
giones de homologia, el
ADN exogeno reemplaza a
el ADN endogeno haciendo
uso del proceso de recombi-
naciom homaéloga. Este tipo
de insercion difiere de aquel
que ocurre en la inyeccion
pronuclear y los vectores
retrovirales en el que la re-
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mbinacion homologa el
ADN es intercambiado y en
los otros dos el ADN es
afadido.

El gran poder de esta téc-
nica es que permite la modi-
ficacion especifica de cual-
quier gene del animal, in-
cluyendo el remplazo del
gene original por un gene
novedoso. Es asi como va ha
sido posible modificar
genes especificos con el
proposito de estudiar los
efectos de los cambios
genéticos en la fisiologia de'
animal. Por ejemplo, en es-
tudios enfocados al discer-
nimiento de la funcién de la
apolipoproteina E en el
proceso de transporte de
colesterol en la sangre,

Origen de las células embrionarias madres
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nuestro grupo de investi-
gacion demostro la posibili-
dad de introducir cambios
especificos en el gene codi-
ficado por esa proteina (6) y
como esos cambios resul-
taron en un cambio fisio-
logico afectando la arterios-
clerosis prematura (12).
Este tipo de modelos ani-
males de enfermedades hu-
manas permiten el analisis
controlado de los efectos de
terapias experimentales en
el desarrollo de la enfer-

medad.

Lamentablemente, en el
momento la eficacia (el
numero de eventos de re-
combinacion homdéloga por
el numero de células
tratadas) de la técnica es en-

(Células EM)
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tre 1 en 10.000 y 1 en
1'000.000, por lo que no es
posible utilizarla direc-
tamente en embriones. De
ahi la importancia de las
células embrionarias ma-
dres (células EM). Las célu-
las EM tienen propiedades
muy especiales que las
hacen claves para la pro-
duccion de animales trans-
genicos. Estas células son
obtenidas de embriones en
los primeros dias de desa-
rrollo (el periodo preim-
plantatorio, estado de blas-
tocisto). Durante este
periodo el embrion esta
compuesto por dos tipos de
células: La trofoblastica, y
las células de la masa celu-
lar interna (figura 4). Las
células de la masa interna
son las que se convertiran
en el organismo adulto du-
rante el desarrollo embrio-
nario. En otras palabras,
estas células contienen foda
la informacion genética
para producir un organis-
mo adulto.

Las células EM son deri-
vadas directamente del
cigoto en desarrollo (figura
4). Basicamente, las células
de la masa celular interna
son removidas del embrion
y transferidas a un medio
de cultivo especial que es-
timula su divisién pero
inhibe su habilidad de dife-
renciarse en tejidos adultos.
El resultado de esta doble
inhibicion /estimulacion es
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la proliferacion de las célu-
las embrionarias madres en
alto numero y por tiempo
indefinido sin pérdida de
potencial genético. Debido
a su habilidad de dividirse
continuamente e indefini-
damente es posible obtener
en exceso de 100 millones
de células en un plato de
petri de 10 cm de circunfe-
rencia. Lo cual significa que,
aun usando técnicas tan ine-
ficientes como la recombi-
nacion homologa en cada
plato, se pueden obtener
varios eventos pu:-;itivm;.

La propiedad mds impor-
tante de las células EM es su
habilidad de diferenciarse
de una manera normal
cuando son introducidas en

Produccion de animales transgénicos usando

un embriéon "huésped"”.
Como se ve en la figura 5,
un pequeno numero de
celulas EM son invectados
cerca a la masa celular in-
terna de un embrion hués-
ped. Este embrion inyec-
tado, transferido a una
hembra que actia como in-
cubadora, se desarrolla nor-
malmente con las células
del embrion huésped con-
trolando el desarrollo de las
células EM. El resultado de
esta interaccion es el naci-
miento de una quimera, un
animal compuesto por teji-
dos derivados del embrion
huésped y tejidos derivados
de las celulas EM. Ya que los
testiculos o los ovarios tam-
bi¢n pueden ser derivados
de las células EM, cuando el

celulas EM
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animal se reproduce pasan
las caracteristicas genéticas
de la célula EM a la siguien-
te generacion. O visto de
otra manera, usando esta
técnica, una célula en cul-
tivo puede dar lugar a un
Organismao vivo.

Esta propiedad de poder
producir un animal de una
célula mantenida in vitro
permite modificar genéhi-
camente las células EM en
cultivo, y solo cuando los
cambios genéticos han sido
confirmados v analizados
se continua con la produc-
cion de una quimera. Por lo
tanto, so0lo animales trans-
génicos con la modificacion
deseada son producidos.
Desde un punto de vista
agricola, la propiedad de
poder preseleccionar in vi-
tro las modificaciones
geneticas antes de invertir
altas cantidades de dinero
en la produccion de un ani-
mal transgénico, permitiran
la produccién de animales
transgénicos de importan-
cia agricola de una manera
mas eficiente y generali-
zada.

Hasta el momento esta téc-
nica solo ha sido posible
utilizarla en los roedores.
Esta limitacion se debe a la
dificultad de aislar las célu-
las EM en otras especies.
Previas investigaciones por
nuestro grupo (4,5) han de-
mostrado la posibilidad de
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aislar células EM en porci-
nos, mas no han logrado
identificar las condiciones
que ayuden a mantener
estas células EM en un
estado genéticamente es-
table por largos periodos de
tiempo. En bovinos los
problemas técnicos son
similares con grupos repor-
tando informalmente la ha-
bilidad de aislar las celulas
mas no de mantenerlas. En
el momento, el enfoque de
la investigacion en el area
del aislamiento de las célu-
las EM en bovinos, ovinos,
y porcinos, es en el descu-
brimiento de proteinas em-
brionarias o uterinas que
permitan la proliferacion e
inhiban la diferenciacion de
estas células EM in vitro.

A pesar de las dificultades
existentes se prevé que en
los proximos 5 afios se van
a elucidar las condiciones
que permitan el aislamiento
de células EM en los bovi-
nos, ovines y porcinos. Una
vez las células EM sean ais-
ladas no se prevé ninguna
dificultad en producir los
cambios genéticos por
medio de recombinacion
homéloga ya que se ha de-

mostrado que las enzimas
responsables de facilitar
este tipo de recombinacion
estin conservadas en las
especies mamiferas.

Conclusion

La biotecnologia animal, en
particular la produccion de
animales transgénicos,
tiene el potencial de revolu-
cionmar la industria lechera
dE una manera casi iI'ICU]'ICE‘
bible. Utilizando estas téc-
nicas serd posible en unos
anos "disefar" la composi-
cion de la leche para au-
mento 0 mejoramiento de
las caracteristicas ya sea nu-
tritivas o Fiﬁit‘oquimicat;. Es
decir, habra hatos especiali-
zados en produccion de
leche para productos proce-
sados (quesos, yogures, ku-
mis, etc.), hatos especiali-
zados en produccion de
leche para consumo de hu-
manos recién nacidos, o ha-
tos especializados en la pro-
duccion de leche contenien-
do proteinas de valor para
la industria farmacéutica,
por mencionar algunos.
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Con el desarrollo de la tec-
nologia que nos permitira
lograr todos estos avances,
es imperativo comenzar a
educar al consumidor sobre
la sanidad vy seguridad de
los productos de animales
transgénicos. Este proceso
educacional debe comenzar
anos antes de la posible in-
troduccion de productos re-
sultantes de la tecnologia
transgénica y debe consistir
enuna explicacion en térmi-
nos generales de la tecno-
logia utilizada en la produc-
cién de animales transgéni-
cos. Una vez el consumidor
comprenda como son pro-
ducidos estos animales, en-
tendera de que los animales
transgenicos no son unos
"monstruos” a los que hay
que temer sino unos ani-
males superiores con carac-
teristicas especificamente
disefiadas para el beneficio
del consumidor. Tampoco
hay que dejar olvidar que la
aplicacién de esta tec-
nologia serd para el benefi-
cio no solo de los produc-
tores y procesadores de pro-
ductos lacteos sino para la
sociedad en general.
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