https://orcid.org/0000-0002-8604-4535
https://orcid.org/0000-0001-8106-2091

ROSITA ISA: BOVINO
BITRANSGENICO QUE PRODUCE
LECHE HUMANIZADA

ROSITA ISA: BITRANSGENIC BOVINE
THAT PRODUCES HUMANIZED MILK

Andrea Martinez-Pefia
Daniela Quintero-Gonzalez

Licenciatura en Biotecnologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, CU, Puebla, PUE,
C.P. 72592

201934277@viep.com.mx natasha.huicocheamartinez@viep.com.mx luism.
reyescortes@viep.com.mx

44

RD-Ic“np Afio 9, No. 27, 2023, pp. 44-54 ISSN 2448-5829



Abstract

Cloning is defined as the process in which identical copies of an organism are obtained asexua-
Ily, while transgenesis is based on the process of transferring genes from one organism to ano-
ther. Rosita ISA is the first bitransgenic cloned bovine in the world to which two human genes
are incorporated that encode two human milk proteins, lactoferrin and lysozyme, in addition to
being highly important for the nutrition of newborns, provide bioactive components for tissue
development and physiological functions. This research is not intended to replace the bond be-
tween the mother and the infant during lactation, but is dedicated to those infants who, due to
various factors, cannot have access to their mothers’ milk.

Keywords: Rosita ISA, transgenic bovine, clonation, transgenesis, lactoferrin, lysozyme, infant
nutrition, infants, biotechnology, genetic engineering, bitransgenic cow

Resumen

La clonacion se define como el proceso en el cual se obtienen copias idénticas de un organismo
de manera asexual, mientras que la transgénesis se basa en el proceso de trasferir genes de un
organismo a otro. Rosita ISA, es el primer bovino clonado bitransgénico en el mundo al cual se le
incorporaron dos genes humanos que codifican dos proteinas de la leche humana, lactoferrina 'y
lisozima que ademas de ser de alta importancia para la nutricion de los recién nacidos, aportan
componentes bioactivos para el desarrollo de tejidos y funciones fisiolégicas. Esta investiga-
cion no pretende sustituir el vinculo de la madre con el infante durante la lactancia, sino que
esta dedicada a aquellos lactantes que, por distintos factores, no puedan tener el acceso a la
leche de sus madres.

Palabras clave: Rosita ISA, bovino bitransgénico, clonacion, transgénesis, lactoferrina, lisozima,
nutricion infantil, lactantes, biotecnologia, ingenieria genética, leche maternizada
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Introduccién

En los ultimos afios, la lactancia materna ha
ido decreciendo, provocando que los infantes
tengan una mayor probabilidad de sufrir enfer-
medades. La leche materna esta compuesta
por inmunoglobulinas que tienen la funcién de
proteger a los infantes contra neumonia, dia-
rrea, infecciones de oido, asma, entre otros.

La clonacion se define como el proceso en el
cual se obtienen copias idénticas de un or-
ganismo de manera asexual, mientras que la
transgénesis se basa en el proceso de trasferir
genes de un organismo a otro. Los avances so-
bre la informacion del ADN junto con las téc-
nicas de ingenieria genética han permitido el
desarrollo de organismos genéticamente mo-
dificados que presentan ventajas como produ-
cir proteinas de interés biotecnoldgico.

German Kaiser y Nicolds Mucci, investigadores
del Instituto Nacional de Tecnologia Agrope-
cuaria (INTA) y Adridn Mutto, de la Universidad
Nacional de San Martin (UNSAM) presentaron
el primer bovino bitransgénico al que se le han
incorporado dos genes humanos que codifi-
can proteinas presentes en la leche humana,
tales como lisozima y lactoferrina, que tienen
una importancia significativa ya que poseen
funciones antifungicas, antibacteriales y anti-
virales, entre otras. Asi, Rosita ISA representa
una herramienta clave en la existencia de ani-
males productores de alimentos que son nutri-
cionales para el hombre, especialmente a los
infantes que por distintas razones no pudieron
tener el acceso a la leche materna.

Figura 1. Investigadores de ROSITA ISA (Germdn Kaiser

y Nicolds Mucci, investigadores del Instituto Nacional

de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y Adridn Mutto, de la
Universidad Nacional de San Martin. (INTA, 2015)
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Antecedentes

Segun la UNICEF, a nivel mundial solo el 43%
de bebés menores a seis meses reciben lac-
tancia materna, de tal forma que el 57% no
cuenta con ella. Se cree que los bebés que no
reciben leche materna en absoluto tienen 14
veces mas probabilidades de morir que aque-
[los que se alimentan solo con leche de formu-
l[a (UNICEF, 2016).

Existen diferentes causas por las cuales un
bebé no recibe leche materna; la hipogalac-
tia se define como la produccion baja de le-
che y puede deberse a diferentes factores
como la hipoplasia mamaria, SOP, Sindrome de
Sheehan, alteraciones de la glandula tiroides,
anorexia y retencion de placenta (Abascal &
Romero, 2012); por trabajo, enfermedad de la
madre, dificultad para asir al pecho y cuestio-
nes éticas (Ruiz Poyato & Martinez Galiano,
2014) .

Una de las alternativas mas comunes a la lac-
tancia natural es la alimentacion a base de
biberén, puede ser con formulas infantiles ma-
nufacturadas, leche de entera o de algun ani-
mal, pero estas opciones pueden tener ciertas
desventajas, mientras que la leche materna su
principal funcién es protectora, los métodos
alternativos aumentan el riesgo de infeccion,
debido a algun patégeno no deseado, tam-
bién puede contribuir a la malnutricién protei-
noenergética (MPE), incluyendo el marasmo
nutricional (FAO,2002) a pesar de que algu-
nas formulas actuales presentan compuestos
adicionales para aportar una mayor nutricion,
cientificos han demostrado que la leche ma-
terna contiene diferentes proteinas que aun
no han sido agregadas a las leches de formulas
(Beck et al., 2015).

Actualmente, se ha presentado otra alterna-
tiva para la lactancia, presentada por inves-
tigaciones en las que los bovinos producen
lactoferrina o lisozima, proteinas que funcio-
nan como nutracéuticas y antimicrobianas. La
leche bovina tiene un mayor contenido de pro-
teinas totales que la leche humana, pero algu-
nas de las proteinas de la secrecion humana
no estan presentes o se encuentran en niveles
mas bajos en la leche bovina. Entre las que se
encuentran en niveles mas bajos, la lactoferri-
na vy la lisozima son proteinas que brindan una
fuerte defensa al recién nacido debido a su
actividad antimicrobiana contra un amplio es-
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pectro de bacterias, virus, levaduras, hongos
y parasitos (Farnaud y Evans, 2003;Bayarri et
al., 2014). La lactoferrina es la principal protei-
na antimicrobiana en la leche de la mayoria de
los mamiferos; es una glicoproteina de aproxi-
madamente 8o kDa que pertenece a la familia
de proteinas fijadoras de hierro denominadas
transferrinas (Gonzalez-Chavez et al., 2009).
La lactoferrina es sintetizada por las células
epiteliales de las mucosas externas, presente
también en algunos fluidos corporales, como
las lagrimas y la saliva, aunque los niveles mas
altos se detectan en las secreciones lacteas
(Farnaud y Evans, 2003). Sin embargo, la can-
tidad de lactoferrina es bastante diferente en-
tre la leche humana y la bovina; en el calostro
humano la concentracion es de alrededor de 6
mg/mL, mientras que en el calostro bovino es
de alrededor de 1 mg/mL. En ambas especies,
la concentracion de lactoferrina disminuye
drasticamente en los primeros dias de lactan-
cia, manteniéndose alrededor de 2 y 0,1 mg/
mL en leches maduras humana y bovina, res-
pectivamente (Sanchez et al., 1988;Montagne
et al., 2001).

La lisozima es una enzima de unos 14 kDa que
consta de una cadena polipeptidica de 130
AA. Se distribuye ampliamente en fluidos cor-
porales como lagrimas, saliva, sangre y otras
secreciones, desempefando un papel impor-
tante en las defensas inespecificas del indi-
viduo. (Zhou et al., 2014). La lisozima es una
enzima hidrolasa capaz de dafar las células
bacterianas al romper el enlace glucosidico
-(1—4) entre la N -acetilglucosamina y el aci-
do N -acetilmuramico de la cadena de pepti-
doglicano presente en la pared celular bacte-
riana (Niyonsaba y Ogawa, 2005). En la leche
humana la concentracion de lisozima es de
alrededor de 0,37 y 0,24 mg/mL en calostro y
leche madura, respectivamente (Montagne et
al., 2001), mientras que en la leche bovina su
concentracion es practicamente indetectable,
alrededor de 10 ng/mL (Kré6l et al., 2010).

Maria Elisa Drago Serrano, en 2007 describe
diversas metodologias para obtener lactofe-
rrina a partir de vacas transgénicas, mientras
que (Yang et al., 2011) logré obtener un rebafio
de bovinos clonados transgénicos que expre-
san la lisozima humana recombinante (rHLZ)
en su leche, no solo ofreciendo los beneficios
nutricionales similares a la leche humana, sino
que de igual forma presentan las herramientas
para la produccion de lisozima humana activa
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a gran escala. Un punto clave es que en los
presentes estudios, dichas proteinas solo ha-
bian sido producidas por separado.

La produccién del bovino doble transgénico,
paso a paso

Rosita ISA, es el primer animal que expresa las
dos proteinas: lisozima y lactoferrina, al mismo
tiempo. Esto se obtuvo bajo una serie de pa-
sos mostrados y descritos ver Figura 2, a con-
tinuacion:

1.Se selecciond una vaca |ersey como
espécimen a clonar, donde se tomé una mues-
tra de piel del pabellén auricular.

2.Posteriormente se estudio la muestra
de piel en laboratorio y se proceso un cultivo
primario de células que son llamadas fibro-
blastos.

3.Mds adelante, mediante ingenieria
genética se acondiciond un vector que conte-
nia los dos genes humanos de interés

4.El cultivo de fibroblastos fue trans-
ferido con el vector. El material genético fue
incorporado al nudcleo de las células.

5.Por consiguiente se produjeron ovo-
citos de vacas que fueron madurados de ma-
nera in vitro.

6.Por medio de la micromanipulacion se
separo el nucleo del ovocito, eliminando toda
su informacién genética.

7.Después el ovocito fue incorporado a
una célula transgénica y se fusionaron con un
pulso eléctrico. De tal modo que el nucleo del
ovocito se transformd en nucleo embrionario y
se generd un embrion.

8.Tras siete dias en el cultivo, se trans-
firid el embridn a una vaca receptora, que se
encontraba sincronizada con la edad del em-
bridn, para poder seguir con su gestacion.

9.Nueve meses después, nacié Rosita
Isa en un parto por cesdrea. Recibiendo cui-
dados especiales durante sus primeros meses
de vida.

10.Rosita ISA fue analizada posterior-
mente para corroborar que la transgénesisy la
clonacion fueran exitosas, donde en su geno-
ma portara los dos genes humanos de interés.
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Figura 2. Metodblogl’a para la produccién de Rosita Isa,
bovino bitransgénico. (INTA, 2015)

Mucci, et al. 2011 menciona que como primer
paso fue obtener una muestra de tejido del pa-
belldon auricular de una vaca Jersey para esta-
blecer el cultivo primario de fibroblastos con
el tejido. Después se selecciond como base el
vector pIRES2- EGFP, al cual se afiadio el pro-
motor de la beta-caseina, los ADN copia de la
lactoferrina y lisozima humanas. Mucci, et al.
menciona que “luego de que el material gené-
tico de ese nuevo vector (denominado “pIRES-
hLf-hLs/Neo”) fue afiadido a los fibroblastos
por lipofecciéon vy, tras un tiempo de cultivo
y seleccion celular, se obtuvieron células re-
sistentes, dicho en otras palabras contenian
el vector de interés. Las células transgénicas
fueron afadidas, mediante clonacion, a un
ovocito madurado in vitro cuyo nucleo ante-
rior fue extraido por micromanipulacion. Una
vez dentro, el contenido de ese ovocito modi-
ficado se transformo en un nucleo embrionario
que luego se transfirié a una vaca que quedo
prefiada” (Mucci, et al. 2011).

Figura 3. Rosita ISA produce leche similar a la materna.
(INTA, 2015)

Las proteinas

Algunos estudios efectuados en los ultimos
afos sugieren el hecho de que la alimentacion
materna previene infecciones en los recién na-
cidos, sobre todo aquellas que afectan el trac-
to gastrointestinal y el respiratorio. Ademas,
en estudios recientes se sugiere que la leche
materna y el calostro no so6lo proveen protec-
cion pasiva, sino que también participan en el
desarrollo y maduracion del sistema inmunolo-
gico del recién nacido mediante factores bio-
I6gicamente activos (Pabst HF, 1997).

Los factores bioactivos presentes en la leche
materna, como se menciond con anterioridad
son:

Lactoferrina. La lactoferrina (Lf) es una glico-
proteina que se encuentra en las secreciones
exocrinas, sangre y leucocitos de varias espe-
cies. Esta proteina estd presente enlaleche de
todas las especies de mamiferos estudiadas
hasta la fecha. La Lf se encuentra en glandulas
salivales del neonato, pero aparentemente no
atraviesa la placenta (Castro A. 2003). Dentro
de sus funcionalidades mas importantes se in-
cluye actividad bacteriostatica, bactericida,
fungicida y viricida. Su funcién mas importan-
te en las mucosas es su actividad microbicida,
la cual se debe a la interferencia con el me-
tabolismo y crecimiento bacteriano por privar
de fierro el medio en donde se encuentran los
microorganismos.
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Figura 4. Estructura cristalina de un complejo de lactofe-
rrina. (Sharma et al., 2016)

Lisozima. Al igual que la lactoferrina, la li-
sozima se encuentra en los fluidos corporales
COmo son orina, jugo pancreatico, lagrimas, sa-
liva, leche materna entre otros. La concentra-
cion de lisozima en leche humana es superior a
la encontrada en leche de otras especies (Ra-
ghuveer T.S. et al, 2002). La concentracién en
leche materna varia durante la lactancia de 8o
pg/mL en los primeros dias, cae a 25-30 pyg/mL
al mes, y se incrementa hasta 245 yg/mL des-
pués de los 6 meses de lactacion (Raghuveer
T.S. etal, 2002).

Nutricién Infantil

El periodo mas vulnerable para el ser humano
es la infancia, etapa de maduracion y desarro-
[lo de 6rganos vitales y defensas inmunitarias
que permitiran combatir futuras condiciones
clinicas (Rodriguez-Avilés et al. 2020).

La composicion de la leche materna varia se-
gun el periodo de lactancia, por lo que se de-
nomina elemento de vida que evoluciona y se
interrelacionan en proporciéon a las necesida-
des del nifio (Rodriguez-Avilés et al. 2020).
“Durante la etapa del destete, la leche invo-
luciona y pasa por una etapa semejante al
calostro al reducirse el vaciamiento” (Shell-
horn & Valdés, 1995).

Mucci y colaboradores destacan que la leche
secretada por los terneros después de la edad
adulta es similar a la leche humana, lo que pue-
de compensar algunas deficiencias de la leche
y puede ser utilizada por niflos que no pueden
obtener leche materna, aunque esta finalidad
los “excede absolutamente” ya que descono-
cen la futura utilizacion concreta de esta tec-
nologia que desarrollaron, debido fundamen-
talmente a que no existen marcos regulatorios
sobre el consumo de alimentos de origen de
animales genéticamente modificados (Mucci,
etal. 2011).

J., 2022)

Metodologia Genética

El uso de biotécnicas reproductivas en la pro-
duccién animal ha significado en los ultimos
cincuenta afios un impacto de gran magnitud,
con consecuencias en la elaboraciéon de ali-
mentos, tanto en su calidad como en la canti-
dad. Las biotecnologias utilizadas fueron dos:
la obtencion de células transgénicas para las
proteinas de interés y la clonacion por transfe-
rencia de células somaticas (Adridn A. Mutto.
2009).
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Figura 7. Desde hace 30 afios, cientificos expertos en
genética han intervenido los genes de los bovinos para
mejorar su rendimiento, las propiedades de la leche o su

manejo. (Infobae, s.e)

Las células modificadas genéticamente que
contienen genes humanos en su ADN se obtie-
nen mediante métodos de ingenieria genética.
Esto es lo innovador de este trabajo, ya que
se pueden incluir dos genes humanos en un
solo sitio en el genoma bovino, posibilitando
la expresion de estas dos proteinas solo en la
glandula mamaria durante la lactancia (Adridn
A. Mutto. 2009).

Mediante técnicas de clonacién, se reempla-
za el nucleo del ovocito por el de una célula
transgénica. Los embriones resultantes son
transferidos a vacas receptoras, dando como
resultado la gestacién y nacimiento de una
ternera llamada ISA (I del INTA, SA de San Mar-
tin). Con el fin de controlar todos sus parame-
tros fisioldgicos después del parto, se insta-
6 una unidad de neonatologia en la Estacién
Experimental Agropecuaria INTA Balcarce. Los
terneros fueron confirmados como clonales y
doblemente transgénicos por métodos de bio-
logia molecular basados en secuenciacién de
ADN (Adrian A. Mutto. 2009).

Afio 9, No. 27, 2023, pp. 44-54

Figura 8. Ternera bitransgénica (Rosita IA) a los cuatro
meses de edad (Mucci et al., 2011)

Adrian Mutto menciona que: ‘‘La posibilidad
de comercializar alimentos transgénicos que
puedan ser beneficiosos para la nutricién y la
salud humana deberan pasar por estrictos con-
troles sanitarios y medioambientales, el desa-
rrollo de este tipo de animales puede llegar a
ser trascendental para una la poblaciéon mun-
dial que en 2050 llegaria a los 9100 millones
de personas, segun una estimacion de la Orga-
nizacion de Naciones Unidas para la Agricultu-
ray la Alimentacion (FAO)”.

Aceptacién social

El desarrollo del bovino transgénico Rosita
ISA, es un nuevo ejemplo de las capacidades
que tienen los sistemas publicos locales de
investigacion con conocimiento cientifico,
trabajo colaborativo de diferentes equipos de
investigacion, infraestructura apropiada, re-
cursos financieros adecuados y la planeacién
estratégica necesaria. Como todo desarrollo
progresivo, merece atencion local e interna-
cional, por lo que es necesario tanto comuni-
carlo con precision cémo leerlo con un analisis
informado y una mente abierta para considerar
nuevas estrategias de intervencion que traba-
jen en las necesidades de la sociedad. (Mucdci,
etal. 2011).
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Conclusién

La presencia de las proteinas lactoferrina y lisozima humana en la leche de la primera vaca bi-
transgénica del mundo es sin duda un logro muy importante, lo que permite el punto clave en
el proceso de disefio de leche maternizada con valor agregado para la nutricion y desarrollo del
recién nacido. Es significativo que ambas proteinas expresadas en la leche tengan actividad an-
timicrobiana y constituyan el sistema de defensa inespecifico de la leche. A pesar de los bajos
niveles de lactoferrina y lisozima humana en la leche y en el calostro bitransgénico, este bovino
es muy prometedor, ya que podria traer grandes beneficios para la nutricion y la salud humana
en un futuro cercano.
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