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RESUMEN

Ha habido un deseo por parte de la sociedad de disponer
de alimentos a bajo costo. Los animales productores
de alimento humano han estado sometidos a cambios constan-
tes que van de su domesticacion a la biotecnologia.
Los avances biotecnoldogicos que han mejorado la produccidn
de carne vacuna, ovina y porcina en los paises desarolla-
dos pueden ser de poco valor para la produccion caprina
en los paises en desarrollo. La aplicacion exitosa
de esta tecnologia depende del reconocimiento de las
condiciones climaticas especiales, las diferencias
raciales y la posibilidad de contar con personal entrenado
laboratorio y recursos econdmicos.

Nuestro informe recientemente publicado (Ebert el
al., 1991) demuestra la produccion de la primera cabra
transgénica que produce en su leche una proteina heterdlo-
ga enzimaticamente activa y sirve como prototipo para
la produccion comercial a gran escala de farmacos protei--
cos para humanos en un animal lechero.

A, INTRODUCCION.

Ha habido una necesidad y un deseo por parte de la sociedad de tenmer -a dispc:i-
cion alimento a bajo costo. Los animales que producen la mayor parte del aiim 1 i<
necesario para el ser humano han estado sometidos a constante cabio. La domest i~
cacion de estos animales fue el primer intento de asegurar lc disponibili.
de alimentos cuando se necesitara. Este periodo se continuo con los cruzamie
y con la inseminacion artificial para producir animales con caracteristic:s
deseables. El1 proposito principal de estos programas fue minimizar el <cos:iv
por unidad de producto - carne, leche, lana, etc. Los bovinos, especialmesnr-
el ganado lechero, fueron los que mas se beneficiaron con este programe o=
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m~ joramiefitos

Durante 1a déeada del 69 y deél 70 surgiefon otras tecnologias *nproﬂuctxvae
y fueron aplinadas 4 tivestras especies domesticas: conservacidn de semen;
ttansferencia de e@briohes; particion  de edbrionmes y conrervacidn de estos.
Es+~<4 avances técnicos cfrecieron claros bereficios a la sociedad. Por ejemple
el numeto de vdcas lechéras en EE.UU. decrecié & la mitad pero la produccion
le leche por ¥acd easi fue duplicada entre 1955 y 1980 (Voelker, 1987; Niedermier
ot als, 1983). Ahorda con el advenimiento de la biologia molecular aplicada;
pasible t¥ansferir caracteristicas deseables en una o dos generaciones
de animales: Esto ﬁdeae §et hecho directariente alterandc la creacidn de anxmef9é
a tilvel de genes individudles (Ebert y Selgrath, 1991). La manipulacion gémica
‘a4 traves de 14 ihisefcidn directa de un gene extrafio en el gencma existente del
aiiifal es 1a pFincipal técnica utilizada por los ingenieros genéticos.
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B. AUMENTO DE LA EFICIENCIA EN PRODUCCION ANIMAL.

Tradiciohalmetite; los individuos implicados en produccion animal han trabajado
indepesidigntefénte pata dutientar la eficiencia de 16s sistemas de produccicén.
Por ejemplo; los fisiclogos en teproduccidr, los nutricionistas, las genetistas
vy lse vetefinarios hai trabajado en difeérentes aspectos pero dirigides a la
wisma wetd del aumento de 14 produccion:

La tietodologfa coffiefite (biotecnologia) requiere mas cohesién, o  trabajo
le  ~guipo; a través 8¢ la participacidén activa de individuvos de varias ciencias.,
Los roles de 88tos fie#ibros del equipo son variados pero esenciales para montar
un  progkafa s%itdso pdra hacer animales tranegenicos. Como se aprecia on el
isorama siguistite; hay $of lc menos 6 disciplinas asociadas com un programa
sgenico:

Fisiologia Nut¥icion Madicifa Mane jo dal Biologia Inmudologia

Re#rodict . Veterin. Predio Molecplar

Cabra Trarsgénica

sistista &e Ha sofisticado mas y se ha trnsformadc en un biclogo molecular.
ié‘ogo feéproductivo coh 14 ayuda del nutricionista v o1 que maneia -~
lecimieftd; disgrafan € inicidn el trabajo a nivel animal: por ei :
on del e¢iglo estral; reproduccidon y manejo animal: Los aspectos
ﬁade;adas po¥ el Vete¥indrid; que es iniciado en esta "rueva”
tiportasite rol del Bidlogo tiolecular en ecte equipo =¢ ident
hds aApropiades y iodilicarlos pard su reinttoduccidn por microinyecci

= o a

poa

i
4

Segufidc pasu es fofiitdrear la aparicidn de este animal gendticamenpte manipula-
n Huesped de problemds desconocides podria espetarse en términos de obietive
sresidn génicd y dbsiblés caracterisfticas fic espefadas resultantee de
los prodictds de fiisidn génica eni  1ds snimales trandgénicos. En esta otaos

<

~1 bioldeo molsculatr es reaueridc para fiedificar o1 gene arropiado.
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C. FRODUCCION DE LA CABRA TRANSGENICA

Universidad de Tufts; hemo: e5tadc occupadss en lda produccion de cabras
vénicas désde 1987. El gfroposito principal de este provectd es producir
: s en 1a leche de cabras transgenicas. Un plasmindgeno activador de
Pn"ﬂﬂq (tPA); una proteina clave empleada para disolver los mortales coagules
annguinecs &4 61 atdgue al cotazon en Humdnos; se expende dctualmente en EEUU
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a 2.200 ddolares la dosis. Nuestra ospcrdnza es que las cabras puedan ser altera-
das para producir farmacos para humanos en su leche v reducir asi, sustancialmen-
te, el costo de produccion.

El proyecto es llevado a cabo en el nordeste de EEUU. La estacion de  aparca-
miento en esta- zona comienza en setiembre y termina en enero. Pocas cabras
"ciclan'" naturalmente durante otra ¢poca del ano. Las dos principales razas
utilizadas en este proyecto son la Alpina y la Saanen.

1. Monitoreo v Seleccion de las cabras.

La compra de las cabras en establecimientos de cria en los estados de Nueva
Inglaterra comienza por una encuesta telefonica. La conversacion incluye series
de preguntas para determinar que las cabras no tienen en su historia clinica
problemas sanitarios o reproductivos, por c¢j. hermafroditismo, infertilidad,
abortos, ctc. El paratécnico del proyecte, junto con ¢l veterinario visitan
el establecimiento y examinan clinicamente a las cabras para descartar problemas
sanitarios (por ej. ectima contagioso, linfadenitis caseosa, etc.). Se toman
wuestras de sangre para realizar test serologicos para encefalitis-artritis
caprina (CAE), fiebre Q, enfermedad de Johne y Brucella melitensis. Este
monitoreo pre adquision puede varias dependiende de la prevalencia de una“
enfermedad particular en cualquiera de c¢sas zonas. Las cabras compradas son
mantenidas en.cuarentena durante 3 semanas donde son monitoreadas para descartar
cualquier problema sanitario potencial antes de ser intrcoducidas en el hato.

2. Sincronmizacién de celo. Superovulacion. Aparcamiento vy recuperacion  de
embriones.

La sincronizacion del ciclo estral de la donante v de la recipiente se cumple
colocando un implante de norgestomet (Ceva Lab., Overland Park, Ks, USA) subcuta-
neamente en la orela, ¢l cual es dejado durante 14 a 21 dias. Las donantes
son superovuladas cor €G (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) o FSH-P
(Schering Pharmaceutica), Kenilworth, NJ, USA), y son servidas a corra con
el mouieco (Selgrath et al., 1990; Pendleton et al., 1986).

Las donantes son privadas decomida (durante 36 horas) y de agua (7& horas)
antes de ser intervenidas. Por el momento, es nccesaria la cirugia para la
recuperacion de los embriones. Como agentes preanestésicos se usan: Diazepam
(Steries Laboratories, Phoenix, AZ, USA) y Ketamine (Ketaset, Aveco Co., Fort
Dodge, IA, USA), y la anestesia es mantenida con halotano (Halocarbon Laborato-
ries, N. Augusta, SC, USA) en oxigeno. Se realiza una incision por la linea
media, exteriorizandose el tracto reproductivo de cada cabra. Sc¢ inserta luego
una canula por el orificio oviductal a través de la fimbria, infundiéndose
I5 a 20 ml de soluciodn salina de fosfato bufferada (PBS, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). Los lavados oviductales son recogides en caja de Petri
estériles y examinados inmediatamente bajo un microscopio esteoscépico on
busca de embriones. Los embriones son colocados en un portaobjetos con una
depresién para su examen usando el microscopio de contraste de interferencia
de Nomarski (160x). Se determina que ocurrio la fertilizacidén si son visibles
los ‘promiclecs femenino v masculino o si ha o;urrldo el clivaje de la celula
del embridn (Selgrath et al., 1990).

3. Microinyeccion y transferencia embrionaria.

A partir de la visuvalizacidon de los prontcleos, se inyecta ¢l masculino cen
2 pl de 1 ug/ml de solucion de DNA que contiene un fragmento de 4.9 kb de
DNA, usando las técnicas standard de microinyeccion (Ebert et al., i988:
Rexroad et al., 1989). Luego de la inycccidn los embriones s¢ colocan on  Hams
F-12 con un 10%Z de suero fetal bovire en una atmésfera de aire himedo con
57 de (€02 hasta la transferencia (1/2 a 2 horas).
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Luego del lavado oviductal se examinan los ovarios y se registra el numero
de cuerpos luteos (CL) morfoldgicamente aparentes. Las recipientes son anestesia-
das exteriorizandose los tractos reproductivos en la forma que fue descrita
para las donantes. Se examinan los ovarios, registrandose también la presencia,
numero y apariencia morfologica de los cuerpos liteos. Los embriones son transfe-
ridos con la menor cantidad de liquido posible al oviducto ipsilateral al CL,
usando un tubo capilar esterilizado de 50 ul que se inserta en el lumen del
oviducto a traves de la fimbria.

4, Deteccion de la preflez.

En las receptoras de los embriones transferidos, se detecta la preflez empleandose
un . sistema de ultrasonido (US) de tiempo ‘real lineal con un transductor de
5 MHZ (Technicare, Denver, CO, USA), 5e quita el pelo en una pequefia area (5
x 12 cm) de las regiones inguinales derecha e izquierda adyacentes a la ubre.
Se realizan scaneos transabdominales en la cabra en pie cclocando el transductor
en contacto con la piel. Este se cumple mediante un gel de trasmision (ECHO
Ultrasound, Lewiston, PA, USA). Durante el primer afio del proyecto, la primera
ecografia fue realizada entre los dias 30-34 de gestacién y luego repetida
a intervalos semanales hasta el dia 57 (Tabla 1).

Tabla 1. Eficiencia de la ecografia para la determinacion de prefiez en cabras.

Dia de Gestacion N Correctamente identificada como:
Prefiada (%) No Prefiada (%)

30-34 3 0/1 (0) 2/2 (100)
40-44 31 13/14  (93) 18/18 (100)
45-49 6 474 (100) 2/2 (100)
50--57 4 2/2 (100) 2/2 (100)
TOTALES 44 197217 (91) 24/24 (100)

Basado en los resultados de la ecografia (Memon et al., 1990) hemos adoptado
un programa de realizarlas a los 40, 50 y 110 dias de gestacion, respectivamente.
Durante cada examen, se intenta saber si la cabra esta preflada y el numero
de fetos presentes. La viabilidad fetal se establece sobre la base de un corazon
latiendo en cada feto.

5. Induccion del parto.

Lzz cabras recipientes prefladas son inducidas al parto con Prostaglandina F2alfa
(PGF2 alfa, Lutalyse, Upjohn Co., Kalamazoo, MI, USA). Esta ha demostrado ser
el agente de eleccidon para la induccion del parto en cabras (Ott et al., 1980).
Es adminsitrada a 1la cabra (20 mg 1IM) en el dia 145 0 146 de gestacion. Los
cabritos nacen el dia 147. Este esquema de induccion de parto ha sido exitoso
sin problemas mayores de distocia, retencion de membranas fetales ¢ infertilidad
postparto. ’

6. Resumen de los resultados.

Nuestro informe recientemente publicado (Ebert et al., 1991) demuestra la produc-
cion de la primera cabra transgénica que esta produciendo en su leche una
proteina hetercloga, enzimaticamente activa, y sirve come prototipo para la
produccion comercial a gran escala de farmacos proteicos para humanos en animales
lecheros.
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Treinta hembras recipientes recibicron 165 embriones de una o dos células vy
otras 6 recibieron 38 de wuna sola celula. que fueron cultivados 72 horas in
vitro (desarrollados a morula) y transferidos a los dteros. Trece recipicentes
con transferencia oviductal (43%) qucedaron pretadas y parieron 22 cabritos
(13%). Cinco de las seis recipientes que recibieron. cmbriones de una célula
cultivados basta la etapa de mérula tuvicron 7 crias (18%). Fueron identificadas
dos cabras transgénicas y representan un 1% de eficiencia en el desarrollo
de cabras transgénicas a partir de los cmbriones microinyectados.

La hembra transgénica fue servida y tuvo dos crias no transgénicas. El analisis
de su leche, en busca de LAtPA humana, realizado mediante ELISA indicd que
la hembra transgénica produjo LAtPA a una concentracion de 3 ug/ml. La produccion
de LAtPA fue constante a lo largo del periodo nmormal de lactancia. Es de  destacar
que la proteina fue cnzimaticamente activa ‘en un ensayo -para medir su acciéq
fibrolitica.

SUMMARY

ANIMAL BIOTECHNOLOCY: PRODUCTION OF HUMAN PHARMACEUTICAL

PROTEINS IN MILK OF THE TRANSCENIC RUMINANTS. The
has been a desire by society for availability ot food
at low cost. Food producing animals have been under
constant change from animal domestication to blotcechnolo-
gy. The biotechnological approaches which have improved
the beef, pork and lamb productiun in developed countrics
may not be applicable to the goat production in develo-
ping countries. Successful application of this technology
would depend wupon recognition of the unique climatic
conditons, breed differences and availability of trained
personnel, laboratory and financial resources.

Our recently published vepoprt (Ebert et al., 1991)
demostrates the production of the first transgenic
goat that is producing an enzimatically active heterologous
protein in milk and serves as a  protetype for large
scale commercial production of human pharmaceutical
proteins in a doivy »uimel.
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