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PREFACIO

Estamos atravesando la Gltima fase de una pandemia que tuvo
en vilo a la poblacion de todo el planeta y se cobré millones
de vidas en los Gltimos dos afos. Como en toda circunstan-
cia catastrofica, es muy dificil, casi imposible, rescatar algin
aspecto positivo. Sin embargo, y haciendo un esfuerzo, pudimos
visualizar que durante este periodo se ha hecho evidente la
importancia de la Ciencia en general y de la Biotecnologia en
particular para lidiar con un enemigo devastador. Los cientifi-
cos especializados en Biotecnologia salieron a dar respuestas
y soluciones urgentes para aminorar los efectos nefastos de la
pandemiay eso fue gracias a la formacion que habian adquirido
durante anos en temas relacionados. Nadie conocia el virus
Sars—-Cov-2, por lo que mal podria haber investigaciones sobre
este en particular, pero muchos sabian como diagnosticar la
presencia de un virus, como determinar la secuencia del ARN
invasor, como generar vacunas para defenderse de la infeccion.
No menos importante fue el papel que jugaron los cientificos
en la comunicacion masiva. Si bien la ciencia esta en nuestras
vidas a diario, en la electricidad, los medios de transporte, la
potabilizacion del agua, la disponibilidad de medicamentos, el
diagnostico de enfermedades animales, vegetales y humanas,
los materiales, e infinitas cosas mas, las contribuciones de los
cientificos a que asi sea no son tan visibles.

:Qué esy por qué es tan importante la Biotecnologia en nues-
tras vidas?

El concepto de Biotecnologia es muy amplio e incluye a toda tec-
nologia que utiliza seres vivos para producir un bien. No lo pen-
samos a diario pero ahi est3, la cerveza que tanto apreciamos
se fermenta con levaduras (organismos eucariotas unicelulares),
la mayoria de las vacunas se producen en células animales o
vegetales, los kits de diagnostico requieren de la expresion
de proteinas recombinantes en bacterias o células eucariotas;
los alimentos que comemos a diario han sido mejorados con



técnicas biotecnologicas, muchos de los medicamentos que
necesitamos se obtienen con estas metodologias, por ejem-
plo, la insulina. Manejar, dominar e innovar en Biotecnologia
requiere de conocimientos en Biologia, Bioquimica, Genéticay
otras disciplinas relacionadas.

Existen alin inmensos desafios que hay que encarar. Es impor-
tante que pensemos en soluciones biotecnolodgicas, escuchando
a quienes las necesitan y no inventando problemas que no
existen o no afectan al usuario (sea productor o consumi-
dor), teniendo una mirada regional sin olvidar la universal y,
sobre todo, trabajando en equipo. Ademas, debemos invertir
parte de nuestro tiempo en divulgar, difundir y alfabetizar en
Biotecnologia.

¢;Cuales son los desafios? Algunos como generar mayor producti-
vidad agricola con menor huella ambiental, ya que la seguridad
alimentaria es fundamental para la humanidad toda. Generar
mas y mejores medicamentos. Desarrollar métodos preventivos,
de diagnodstico. Reemplazar los productos toxicos por biopro-
ductos amigables con el ambiente y tantos otros que surgiran
en el futuro cercano.

;Como se generan esas soluciones? Empezando por hacer las
preguntas basicas de la Biologia e investigando a nivel funda-
mental como funcionan las cosas, qué mecanismos moleculares
estan en juego, qué genes participan, etcétera.

Responder a esas preguntas requiere indiscutiblemente de la
aplicacion del método cientifico: observacion, hipotesis, expe-
rimentacion, teoria.

Hay una sola ciencia, la que se hace bien siguiendo el método
cientifico. A veces se puede aplicar, a veces no, al menos no
rapidamente.

La ciencia fundamental o basica en cada una de las disciplinas
biologicas tiene un valor esencial y su rol es contestar pre-
guntas que se nos plantean luego de hacer observaciones. La
aplicacion que podamos lograr de ese conocimiento a veces es
inmediata, a veces es a largo plazo, a veces no se va a dary es
dificil saberlo a priori. Lo que es claro es que no hay aplicacion
posible si no hay ciencia detras.

Hay muchos ejemplos de conocimientos que se aplicaron muchi-
simos anos mas tarde del de su adquisicion; por ejemplo, la
aeronautica utiliza la famosa ley de la gravedad de Newton. Hay
también proyectos largos que requieren de mucho tiempo de
desarrollo e investigacion. Es importante tener en claro que
los éxitos no se dan facilmente y que de todos los fracasos se
aprende algo, o al menos hay que intentarlo.
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Introduccion a la Biotecnologia demuestra estos dichos en cada
uno de sus capitulos.

Empezando por los marcadores moleculares de interés clinico
que requieren de conocimientos de genética, de biologia mole-
cular, de gendmica humana, de la quimica de acidos nucleicos.
La mayoria de estos conocimientos basicos, como la estructura
del ADN, no fueron adquiridos sabiendo que se iban a utilizar
para hacer diagnostico de enfermedades, sino que fueron moto-
rizados por el amor al conocimiento en si, en cierto modo, como
se generan las artes, todas ellas. Lo mismo pasa con el cultivo
de células madre y su uso en la medicina traslacional, el desa-
rrollo de vacunas para humanosy para animales, la produccion
de alimentos funcionales, la agroindustria o la generacion de
tecnologias para el mejoramiento de cultivos. Todas son aplica-
ciones biotecnologicas de conocimientos basicos, en particular
de la Biologia, la Bioquimica y la Biologia Molecular. Pero hoy
en dia no se queda atras la Bioinformatica y la Inteligencia
Artificial que permiten predecir desde rindes de cultivos hasta la
aparicion de enfermedades mortales utilizando muchos datos.
No tenemos que olvidarnos de la Etica que hay que aplicar
en cualquier desarrollo nuevo y para eso, también, existe esa
especialidad. La madre de todas las subdisciplinas es la comu-
nicacion; saber, entender y comunicar bien son los pilares de
todo avance tecnologico, incluidos los biotecnolégicos. Si no
sabemos, si no entendemos, no comunicaremos bien, y si no
comunicamos bien, se generara todo tipo de mitos y leyendas
sin soporte cientifico, pero que ganan las redes sociales y la
percepcion piblica haciendo dafnos a veces irreparablesy pos-
tergando el avance de la ciencia.

En 2020 es el Covid-19 comenzod a golpearnos fuerte, a toda la
humanidad, con el saldo de un niimero enorme y lamentable de
vidas humanas perdidas. En otro momento, otra emergencia o
catastrofe puede necesitar de nuestra participacion activa como
biotecnologos. Esperemos que no, no queremos catastrofes para
demostrar la importancia de la ciencia. Queremos contribuir
a mejorar la calidad de vida en forma gradual y sin tener que
responder a emergencias. Es ahi, en nuestro trabajo cotidiano
en el que sumamos mas.

Los biotecnologos con sus valiosisimos conocimientos adquiri-
dos o a adquirir podemos hacer la diferencia.

Raquel Lia Chan
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1 Biomarcadores moleculares de interés
clinico: investigacion y diagnostico

MARTA FLORENCIA ROSSETTI - LUISA GAYDOU -
ADRIANA FOLLONIER + JORGE GUILLERMO RAMOS

Soy de los que piensan que la ciencia posee una gran
belleza. Un cientifico en un laboratorio no es
solamente un técnico: es también un nino puesto
frente a fenomenos naturales que le impresionan
como un cuento de hadas...

MARIE CURIE

INTRODUCCION

En la practica clinica es necesario tener herramientas para definir si un
paciente presenta o no una determinada patologia, controlar su evolucion
y en lo posible predecir el riesgo de recidivas. A estas herramientas se las
denomina biomarcadores. Estas variables pueden ser tan sencillas como
registrar el peso, la presion arterial del individuo o el nivel de glucemia en
sangre, o tan complejas como identificar alteraciones en los niveles y/o las
estructuras de acidos nucleicos y proteinas. Estos Gltimos son conocidos
como biomarcadores moleculares.

Para la eleccion de un biomarcador se tienen en cuenta algunas caracte-
risticas que permiten obtener valores confiables, entre ellos: especificidad,
sensibilidad, estabilidad in vivo e in vitro, método de obtencion de muestra
no invasivo, que posea suficiente relevancia preclinica y clinica como para
avalar modificaciones en el tratamiento de los procesos patologicosy en lo
posible que su determinacion no sea costosa. En este capitulo hablaremos
brevemente acerca de los biomarcadores y su importanciay mencionaremos
algunas de las técnicas mas utilizadas para el estudio de los biomarcadores
moleculares. Sumado a ello, explicaremos la implicancia de los mismos en
investigacion y describiremos algunos de los desarrollos en métodos de
diagnostico llevados a cabo en el Departamento de Bioquimica Clinica y
Cuantitativa (FBCB, UNL).
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BIOMARCADORES

El Instituto Nacional de la Salud (N1H, del inglés National Institute of Health)
considera biomarcador a «aquellas caracteristicas biologicas, bioquimicas,
antropomeétricas, fisiologicas, etc., objetivamente mensurables, capaces de
identificar procesos fisiologicos o patologicos, o bien una respuesta farma-
cologica a una intervencion terapéutica» (Biomarkers Definition Working
Group, 2001). Por su parte, la Organizacion Mundial de la Salud (wHoO, del
inglés World Heatlh Organization) establece como biomarcador a cualquier
sustancia, estructura o proceso que puede medirse en el cuerpo o sus pro-
ductos e influir o predecir la incidencia de resultados o enfermedades (WHO
International Programme on Chemical Safety, 2001). Como iltimo ejemplo,
la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FpA, del inglés Food and
Drug Administration) describe al biomarcador como «una caracteristica
definida que es medida como un indicador de procesos biologicos normales,
procesos patogénicos o respuestas biologicas a exposiciones ambientales
o intervenciones terapéuticas» (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016).
Todas estas definiciones tienen algo en comin: necesitan de una variable
capaz de ser medida con exactitud y que esta refleje el estado normal, una
probable patologia o la evolucion del paciente.

IMPORTANCIA DE LOS BIOMARCADORES

Una vez elegida la variable para estudiar a los pacientes, las siguientes
preguntas que surgen son: ;qué informacion voy a obtener de ese biomar-
cador?; ;en qué situacion normal o patologica va a tener utilidad? En este
sentido, los biomarcadores pueden darnos diferente informacion que van
desde la posibilidad (susceptibilidad) de desarrollar una enfermedad, hasta
confirmar la presencia de subtipos de patologias (diagnostico) y mostrar la
evolucion tras los diferentes tratamientos (monitoreo) (FDA-NIH Biomarker
Working Group, 2016). Incluso, un mismo biomarcador puede ser utilizado
con diferentes objetivos. Un ejemplo de este caso es el dosaje de la hormona
Tirotrofina (TSH), que permite realizar el diagndstico de Hipotiroidismo y al
mismo tiempo controlar la evolucion del tratamiento para dicha patolo-
gia luego de la administracion de Levotiroxina (Brenta et al., 2013). Existen
situaciones donde una decision terapéutica muchas veces dependera de la
conjuncion de mas de un biomarcador. En el cancer de mama, por ejemplo,
se debe realizar la caracterizacion de tres biomarcadores moleculares en
las células neoplasicas obtenidas en la biopsia (Receptores de estrogenos,
de progesterona y HER2/neu). Dependiendo de la expresion o ausencia de
cada uno de ellos se clasificara al cancer en tres subtipos, se determinara el
pronosticoy la respuesta a la terapia (Wolff et al., 2018; Hammond et al., 2010).
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BﬁSQUEDA DE NUEVOS BIOMARCADORES

El proceso de bisqueda de nuevos biomarcadores involucra diferentes pasos
(figura 11), que van desde la identificacion del marcador que sera el centro
de estudio (hipotesis), junto con el disefio del plan de investigacion, hasta
la obtencion de muestras y datos con su posterior analisis. Una vez iden-
tificado el marcador de interés, se procede al desarrollo de un ensayo que
permita cuantificarlo y que requerira una validacion clinica a fines de lograr

su aprobacion por entes regulatorios (Khleif, Doroshow, Hait, 2010).

Descubrimiento

Identificacion de
biomarcadores
(hipotesis)

\
Disefo
experimental

\/

Obtencion de
muestras y datos

» Desarrollo

Prototipo de
ensayo

\J
Testeo
(muestras, controles
positivos y negativos)

\J

Optimizacion

\J
Reproducibilidad
resultados
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» Validacion

» Uso clinico

Validacion
(nuevo set
de muestras
y controles)

\
Deteccion
especifica del
analito

\J
Validacion
prospectiva

Figura 1.1. Etapas de la
blsqueda de nuevos
biomarcadores. Adaptada
de Davis et al., 2020



Para la correcta identificacion de un posible biomarcador, es necesario
conocer la fisiopatologia de la enfermedad estudiada, y como se asocia el
marcador con la misma (Aronson, Ferner, 2017). En este sentido, se pueden
utilizar dos enfoques en el estudio de biomarcadores: uno en donde se
estudian los cambios asociados a una molécula especifica y otro donde
se estudian un gran nimero de moléculas y se determina cual/cuales se
ven afectadas por la patologia. En general se comparan dos poblaciones
diferentes, bien caracterizadas, disenadas de manera tal que compartan
muchas cualidades (ejemplo: misma edad, sexo, origen étnico, geografia,
etc.) salvo las de interés especifico (por ejemplo: pacientes sanos vs pacien-
tes con una enfermedad determinada). A su vez, también debe haber un
correcto control y estandarizacion en la toma de muestra, procesamiento y
conservacion, para minimizar la variacion que ocurre en esas etapas (Zhao
et al., 2015). Finalmente, para que un biomarcador sea reconocido como tal,
se requieren de maltiples niveles/etapas de validacion (figura 1.1). De esta
manera, se asegura que el mismo sea confiable, preciso, estable, reproducible
(validacion clinica) y atil para medir, por ejemplo, una caracteristica clinica
o enfermedad, o un resultado clinico o de tratamiento (validacion analitica)
(Kraus, 2018; Davis et al., 2020).

Tecnologias utilizadas para la biisqueda de biomarcadores

Con el avance de la genomicay la biologia molecular, las nuevas técnicas de
analisis in vitro comenzaron a incluir el analisis de alteraciones en los niveles
y/o estructuras del acido desoxirribonucléico (ApN) y del acido ribonucleico
(ARN). Estas técnicas se suman a las ya tradicionales que incluyen la deter-
minacion de proteinas y cuantificacion de metabolitos, las cuales a su vez
han avanzado en complejidad (Scaros, Fisler, 2005). Algunas de las técnicas
mas utilizadas en el estudio de biomarcadores moleculares se detallan en
la tabla 1.

Las técnicas de genotipificacion y expresion génica se basan en el estudio
de cambios en la cantidad (nimero de copias) o calidad del ADN (muta-
ciones, modificaciones epigenéticas), o cambios en la expresion del ARN
(ARNmM, microARN, 0 ARN largo no codificante) de un individuo (Zhao et
al., 2015) (tabla 1). Un ejemplo de ello es el analisis de genes de personas
sanas y pacientes con leucemia mediante técnicas de microarreglos, para
la identificacion de moléculas claves que permitan establecer por ejemplo
el diagndstico del tipo de leucemia (Handschuh et al., 2018). Por otra parte,
las técnicas protedmicas se refieren al analisis de proteinas en gran escala
(tabla 1). Estas separan, identifican y caracterizan un conjunto de proteinas
para determinar abundancia, ubicacion, modificaciones, e interacciones entre
ellas (Ilyin, Belkowski, Plata—Salaman, 2004). La espectrometria de masas,
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por ejemplo, permite detectar los niveles de diversas proteinas en muestras
de sangre de pacientes con patologias neurodegenerativas y desordenes
psiquiatricos para asi establecer posibles biomarcadores asociados (Wei,
Li, 2009). Las técnicas de metabolomica tienen por objeto el estudio gene-
ral de todos los metabolitos en una muestra biologica (tabla 1.1) (Laterza,
Hendrickson, Wagner, 2007). Los metabolitos son compuestos de bajo peso
molecular (azlcares, aminoacidos, acidos organicos y nucleétidos), y el
estudio del metaboloma facilita la determinacion de perfiles metabolicos e
interacciones entre distintas vias metabolicas en sistemas complejos (Ilyin,
Belkowski, Plata—Salaman, 2004; Scaros, Fisler, 2005). Las técnicas empleadas
para el analisis del metaboloma son muy complejas, y se asemejan mucho
a las utilizadas para el analisis del proteoma, como cromatografia liquida/
espectrometria de masas (Zhao et al., 2015).

Tabla 11. Comparacion del rendimiento de distintas técnicas utilizadas
en el descubrimiento de biomarcadores

Genotipificacion | Expresion génica | Protedomica Metabolomica
Bajo Secuenciacion PCR RMN
Northern Blot GC
Medio | Espectrometria | SAGE Espectrometria de Lc/ms
de masas masas
ELISA
Alto PCR microarreglos microarreglos de
Arreglos de ADN anticuerpos
microarreglos
tisulares

PCR: reaccion en cadena de
la polimerasa; SAGE: analisis
seriado de expresion génica;
ELISA: ensayo inmunoab-
sorbente ligado a enzimas;
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METODOS DE DIAGNOSTICO DE BIOMARCADORES MOLECULARES

Desde que en el afio 2003 el Proyecto Genoma Humano (https://www.genome.
gov/human-genome-project) publico la secuencia completa del ADN humano,
los investigadores y cientificos no han cesado en la bisqueda de informa-
cion, no solo para definir la funcion de cada gen sino también para hallar
las relaciones entre la presencia de alteraciones genéticas y el diagnostico
de enfermedades, asi como también para desarrollar terapéuticas dirigidas
hacia esos genes. En este sentido, la biotecnologia ha aportado las técnicas
necesarias para profundizar sobre el conocimiento de los marcadores gené-
ticos y las mismas estan en constante avance para obtener resultados mas
precisos, rapidos y a menor costo. Numerosas herramientas moleculares han
surgido en los Gltimos anos, entre ellas técnicas bioinformaticas, aislamiento
de acidos nucleicos, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), secuencia-
cion, hibridacion de sondas y clonado molecular. Esto ha permitido la iden-
tificacion de diversos biomarcadores moleculares (ADN, ARN y proteinas), lo
cual implica un importante avance en areas de la Medicina. Estos métodos
permiten utilizar técnicas minimamente invasivas para detectar de manera
muy precisa, y en estadios muy precoces, una determinada patologia (Luu,
Press, 2013; Sousa Paiva et al., 2018).

En los Gltimos afnos, bioquimicos y licenciados en biotecnologia del
Departamento de Bioquimica Clinica de la Facultad de Bioquimicay Ciencias
Biologicas (Universidad Nacional del litoral) hemos estado trabajando en el
desarrollo de diferentes kits de diagndstico para detectar marcadores gené-
ticos (ADN y ARNM) cuya expresion se encuentra alterada en pacientes con
leucemias (ej: BCR—ABL) (Luu, Press, 2013) y otras patologias hematologicas
como la trombofilia (ej. Protrombina 20210) (Sousa Paiva et al., 2018). Estos
kits contienen reactivos de diagnostico de base biotecnologica y se basan
en una metodologia clasica de la biologia molecular, la PcRr (figura 1.2) que
permite detectar y cuantificar moléculas especificas (ADN y ARNm) asociadas
a las patologias estudiadas (Belavi, 2016). Entre los reactivos desarrolla-
dos en nuestro laboratorio se encuentran los calibradores, que se utilizan
para la confeccion de curvas de calibrado, estandares de ARN de alta y baja
expresion de los genes estudiados, que permiten controlar distintos pasos
de la cuantificacion, los oligonucle6tidos, las sondas fluorescentes (ambos
especificos para cada variante génica) y mixes de reactivos listos para usar
durante la etapa de amplificacion (figura 1.2).
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Mediante el uso de estos reactivos y a partir de una muestra de sangre o
tejido con una posterior extraccion de ADN o ARNm, es posible amplificar
y cuantificar genes especificos de interés (figura 1.3). Esta cuantificacion es
fundamental para el diagndstico, seguimiento y tratamiento de los pacientes
ya que nos permite determinar las variantes y cantidad de genes aberrantes
que se expresan durante el desarrollo de diferentes enfermedades hemato-
logicas. A partir de esta informacion obtenida en el laboratorio, se establece
un valor indicativo de la ausencia/presencia de una determinada patologia.
Asi, la deteccion de biomarcadores moleculares ofrece la posibilidad de un
diagnostico temprano, ya que se detectan cambios en la expresion génica
que generalmente anteceden a los cambios a nivel morfologico. El desarrollo
de estos kits ha permitido sustituir las importaciones ya que muchos de los
reactivos empleados en las determinaciones no se fabricaban en Argentina,
implicando altos costos, largos tiempos de esperay dificultades logisticas a
la hora de realizar estas prestaciones.

Muestra
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Figura 1.2. Método de diag- molecular y la muestra del
nostico molecular mediante paciente. Durante la PCR, se
reaccion en cadena de la amplifica una region espe-
polimerasa (PCR) en tiempo cifica de un gen vy la senal
real. En un tubo de reaccion puede ser leida mediante
se colocan los estandares el detector de fluorescencia
diluidos, los controles de del termociclador, para su
ARN de baja y alta con- posterior analisis
centracion, las sondas y y cuantificacion.

oligonucleotidos juntos a
los reactivos de calidad
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CONCLUSIONES

Los avances cientificos, particularmente en la genomica humanay la biologia
molecular, han llevado a desarrollar métodos de identificacion, diagnostico
y seguimiento de enfermedades, basados en una nueva generacion de bio-
marcadores relacionados con el analisis de macromoléculas. Estos analisis
incluyen cambios en los niveles, estructura y actividad de moléculas como
los acidos nucleicos y proteinas. Estos métodos permiten utilizar técnicas
minimamente invasivas para detectar de manera muy precisa, y en estadios
muy precoces la patologia, lo cual ha permitido un importante avance en
areas de la Medicina como la oncologia, hematologia, inmunologia, medicina
regenerativa, entre otros. Cabe destacar que este tipo de herramienta no
solo se limita a las ciencias médicas, si no que tiene una amplia gama de
aplicacion en areas como la toxicologia, la ecologia, la industria alimentaria,
la agricultura, la ganaderia, entre otros. En este sentido, el rol de la biotecno-
logia es clave, ya que ha aportado (y contindia aportando de manera dinamica)
los conocimientos teoricos y practicos necesarios para el avance en salud
y bienestar social y economico. Aunque los costos de estas metodologias
resultan elevados, sobre todo para paises latinoamericanos, gracias a los
cientificos e investigadores cada vez son mas los equipos y procedimientos
accesibles economicamente que se desarrollan.
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2 Ingenieria de genomas

AGUSTINA GUGLIOTTA - ILEANA TOSSOLINI

LA INGENIERIA GENETICA
Y LA EDICION DE GENOMAS

Todos los organismos vivos estamos compuestos por células. El material
genético que se encuentra en las células se presenta en estructuras altamente
organizadas de acido desoxirribonucleico (ADN). EL ADN posee una estruc-
tura de doble hélice y su secuencia esta compuesta por un codigo de cuatro
letras: A (adenina) que se empareja con la T (timina), y la C (citosina) que
se empareja con G (guanina). Llamamos genoma a la totalidad del material
genético de un organismo o una especie en particular. La secuencia de un
genoma es similar a una biblioteca de letras. Dentro de esta biblioteca de
letras, se encuentra una pequena proporcion que corresponde a genes, 0
secuencias que tienen alguna funcion determinada.

Tradicionalmente, las personas han manipulado indirectamente los geno-
mas por medio del control de la reproduccion, seleccionando la descendencia
que contiene ciertas caracteristicas deseadas. Un ejemplo de esto son los
agricultores que a lo largo de la historia han buscado mejorar sus cultivos
creando diferentes variedades de plantas, seleccionando, por ejemplo, las
mas productivas, las mas sabrosas, las de mejor color, etcétera.

Cuando los cientificos comprendieron la estructura de los genes, y como
la informacion que estos llevaban se traducia en funciones o caracteristicas,
empezaron a buscar la manera de aislarlos, estudiarlos, modificarlos, y hasta
incluso transferirlos de un organismo a otro para brindarle una nueva carac-
teristica. Justamente, de eso se trata la ingenieria genética, que se podria
definir como un conjunto de técnicas que permite transferir genes de un
organismo a otro, de una especie a otra. ELADN que combina fragmentos de
organismos diferentes se denomina ADN recombinante (ADNr). En resumidas
palabras, la ingenieria genética implica la utilizacion de la tecnologia del
ADNT para alterar la composicion genética de un organismo y ha permitido
no solo llevar a cabo la produccion de proteinas de uso terapéutico, sino
también mejorar cultivos y animales, desarrollar vacunas contra virus como
el de la hepatitis B o el virus del papiloma humano, producir farmacos como
la insulina, obtener enzimas capaces de disolver manchas al lavar también
otras muy Gtiles para la industria alimenticia, generar plantas resistentes a
enfermedades y herbicidas, entre tantos otros ejemplos.
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La erade laingenieria genética comenzo en los afos setenta. Sin embargo,
los métodos de aquella época tenian dos grandes limitaciones: eran impre-
cisos y dificiles de aplicar a gran escala. EL primer problema se soluciono en
la década del 90 cuando se disenaron unas proteinas que podian cortar el
ADN en lugares bien especificos, las célebres «tijeras moleculares». Hablamos
entonces de «edicion de genomas», una estrategia de ingenieria genética,
en la que se manipulan directamente secuencias en sitios especificos del
genoma. Esta modificacion directa del ADN de una célula se realiza ya sea
eliminando, insertando o reemplazando alguna secuencia de interés en su
genoma. Todo eso significo un gran avance con respecto a las técnicas de
insercion aleatoria de ADN que se usaban hasta entonces y que dependian
de la suerte para generar un cambio Gtil. De todas maneras, alin se tenia
que disenar una proteina especifica para cada secuencia de ADN que se
deseaba modificar, una tarea que era lenta y complicada. En los dltimos 10
anos, la ingenieria de genomas ha experimentado un avance sin precedentes
que favorecio un cambio radical en las metodologias utilizadas. Distintos
investigadores descubrieron un mecanismo celular en bacterias y arqueas
que permite modificar el material genético con una facilidad y rapidez sin
precedentes. Poco después, demostraron que este mecanismo servia para
generar numerosos cambios en el genoma de cualquier organismo de forma
coordinada y muy precisa. La edicion de genomas y las técnicas de ingenie-
ria genética abren un amplio abanico de aplicaciones biotecnologicas que
podrian mejorar nuestra calidad de vida.

PERO... PARA PODER MODIFICAR DE FORMA PRECISA UN
GENOMA PRIMERO TENEMOS QUE CONOCER SU SECUENCIA

Los genomas representan el punto de partida de las diferentes estrategias
de ingenieria genética. Desde el descubrimiento del ADN como portador de
la informacion genética de la célula, los cientificos se han esforzado para
decodificar letra por letra la secuencia de diversos genomas y desarrollar
herramientas que permitan manipular y modificar el codigo genético. La
secuenciacion de ADN es el proceso que determina la secuencia de nucleo-
tidos (As, Ts, ¢s y GS) de un fragmento de ADN. El primer genoma viral se
secuencio por completo en 1976, y el primer organismo vivo que tuvo su
genoma secuenciado fue la bacteria Haemophilus influenzae, en 1995. En
los anos transcurridos desde entonces, gracias a los avances en la bioinfor-
maticay al desarrollo de las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento,
se ha decodificado una gran cantidad de genomas cada vez mas complejos
(incluyendo bacterias, hongos, plantas y animales). En 2003 se complet6 la
secuencia del genoma humano, tras 13 anos de un esfuerzo internacional
sin precedentes. Los cientificos lograron secuenciar, o leer, el orden de los
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3000 millones de pares bases que componen nuestro genomay esto costo
cerca de USS 300 millones, segiin el Instituto Nacional de Investigacion del
Genoma Humano de EE. UU. Sin embargo, gracias a los nuevos métodos que
se han desarrollado en los dltimos anos, ahora secuenciar un genoma es
mucho mas rapido, eficiente y menos costoso. Hoy en dia es posible leer
el genoma de una persona por unos USS 1000 (0 menos) en apenas un dia.
Pero... ;Por qué es importante que la secuenciacion sea rapida y barata? La
posibilidad de secuenciar genomas de forma rutinaria abre nuevas oportuni-
dades en la investigacion biotecnologicay en aplicaciones biomédicas. Hasta
hace tan solo un par de décadas conociamos muy poco de la informacion
almacenada en los genomas y menos aiin como modificarlos, mejorarlos o
repararlos al encontrar un error. Hoy, las herramientas de secuenciacion y
las nuevas técnicas de edicion de genomas permiten realizar cambios en el
material genético con mucha precision.

TECNICAS PARA LA INGENIERIA DE GENOMAS

Las tecnologias de edicion de genomas se basan en dos grandes principios.
El primero es que se debe ubicar el sitio preciso del genoma (secuencia)
donde se llevara a cabo el corte de la doble hebra de ADN —en inglés, «dou-
ble-strand break» (DsB) —, y alli se podra hacer la modificacion deseada, ya
seainsertando un gen de interés, o bien eliminando o mutando la secuencia
existente. Para esto, hay diferentes enzimas (nucleasas) que permiten llevar
a cabo dicho corte y que son cruciales para la ingenieria de genomas.

El segundo principio es el uso de los mecanismos de reparacion del ADN
que ocurren de manera natural en las células de organismos superiores o
eucariotas con el objetivo de arreglar el bsB. Estos mecanismos pueden
aprovecharse para hacer una modificacion especifica en el genoma. Para
ello, es importante tener en cuenta que la maquinaria celular puede recurrir
a dos tipos de reparacion, en funcion del momento y de la magnitud del
dano. Por un lado, en ausencia de un molde de ADN para copiary corregir la
ruptura de la doble hebra, interviene un método de reparacion celular que
vuelve a conectar los extremos cortados. Este mecanismo de reparacion no
homologa del bsB generalmente resulta impreciso y genera los llamados
indeles (insercion/delecion), que son pequenos fragmentos de ADN que se
insertan o eliminan en el sitio de corte y que pueden desactivar los genes
implicados. Este método es conocido como reparacion mediante union de
extremos no homélogos (Non—homologous End Joining, NHE}). Por otro lado,
la presencia de una copia de respaldo idéntica al sitio donde se produjo el
corte de la doble hélice de ADN puede conducir a la activacion de otro meca-
nismo mas preciso que permitira llevar a cabo la reparacion homéloga del
genoma, conectando los extremosy generando a su vez cambios especificos.
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Esta copia de respaldo o ADN molde puede contener, por ejemplo, un gen
con una mutacion corregida o una secuencia de interés exdgena (transgén)
que se desea introducir en el sitio puntual donde se produjo el corte. Este
mecanismo es conocido como reparacion mediada por homologia (Homology
Directed Repair, HDR) (figura 2.1).

El disefio de nuevas estrategias de ingenieria de genomas se vio impulsado
por la comprension de como funcionan estos mecanismos de reparacion del
ADN, propios de las células, que a su vez favorecio la bisqueda e identifica-
cion de «tijeras moleculares», para poder cortar y modificar el genoma en
una secuencia especifica de manera eficiente. Esas tijeras se conocen como
«nucleasas programables», y se componen de dos grandes partes: una parte
endonucleasa que corta el ADN y una parte de union al ADN especificamente
disenada para guiar a la endonucleasa hacia la secuencia puntual que se
quiere editar. Después de cortar el ADN en un lugar especifico la célula repa-
rara naturalmente el corte; y en ello radica la gran utilidad de esta técnica
ya que podemos manipular el proceso de reparacion para hacer «ediciones»
en el genoma.

Las meganucleasas fueron las primeras endonucleasas descubiertas, en los
anos 80, para llevar a cabo la modificacion dirigida de genomas. Si bien tenian
la capacidad de reconocer diferentes longitudes de secuencias (entre 12 a 40
nucledtidos), la poca flexibilidad de estas proteinas y a su vez la dificultad
para modificarlas y que reconozcan nuevos sitios de corte, limité bastante su
aplicacion. Esta limitacion fue ampliamente superada por los nuevos tipos
de nucleasas que se fueron descubriendo en los anos siguientes. En los afos
90y principios de 2000 se empezaron a usar nucleasas artificiales como las
denominadas dedos de Zinc (zFNs) que reconocen de 6 a 18 nucledtidos, y
las TALENS (Transcription-Activator—Like Effector Nucleases) que reconocen
de 12 a 31 nucledtidos (figura 2.1). Aunque ambas herramientas presentan
ventajas importantes, también son métodos costososy, en general, su cons-
truccion resulta algo complicada. No obstante, la posibilidad de modificar el
genoma de diversas especies condujo a que, en el ano 2011 la revista Nature
los califique como los «métodos del ano».

Sin embargo, un ano después una nueva tecnologia comenzaba a abrirse
camino en el campo de la ingenieria de genomas: la reconocida y premiada
CRISPR—Cas. En este caso, la «tijera molecular» y principal protagonista es la
proteina Cas, que dirigida por un ARN guia (ARNg) de tan solo 20 nucledtidos,
puede reconocer especificamente una secuencia de ADN para modificarla. Es
decir, elARNg funciona como un «GPS» que ayuda a Cas para que encuentre,
entodo el genoma, la direccion a la cual debe llegar. De esta manera, Cas ejer-
cera su actividad endonucleasa y generara el bsB en el sitio indicado. Luego,
la maquinaria de reparacion celular podra arreglar esa ruptura mediante las
vias HDR 0 NHEJ. La tecnologia crISPR—Cas supero rapidamente a las meto-
dologias previas ya que ofrece una mayor flexibilidad y facilidad de diseno,
con la posibilidad de modificar cualquier secuencia de ADN en genomas de
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diversas especies. A su vez, su uso es mas economico, rapido y eficiente. Por
estos factores, crRISPR—Cas se ha convertido en una de las tecnologias con
mayor potencial en la edicion de genomas, y hoy en dia es la técnica mas
elegida por la comunidad cientifica y la industria biotecnologica.

La revolucion CRISPR

Las secuencias repetidas que mas tarde se conocerian como CRISPR fueron
identificadas por primera vez por un grupo de microbiologos japoneses en
1987 (Ishino et al., 1987), y luego de forma independiente por el cientifico espa-
fiol Francis Mojica (Universidad de Alicante) en 1993 (Mojica, Juez, Rodriguez—
Valera, 1993). Mojica encontrd en el ADN de microorganismos procariotas
una repeticion de secuencias que le resulto inexplicable y sospechosa, a
las cuales bautizo como «repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas» o CRISPR por sus siglas en inglés (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Es decir, CRISPR estaba
formado por secuencias palindromicas (secuencias que se leen igual de
izquierda a derecha y en sentido opuesto, como «somos» 0 «reconocer»),
espaciadas entre si por otras secuencias de ADN. En el afio 2003, Mojica
establecio la relacion entre cRISPR e inmunidad, al darse cuenta de que las
secuencias CRISPR Y los espaciadores asociados podian formar parte de algiin
sistema inmune propio de estos microorganismos procariotas (Mojica et al.,
2005; Horvath, Barrangou, 2010), confirmandolo finalmente al determinar
que las secuencias espaciadoras provenian del genoma de diversos virus.
El investigador espanol pudo determinar que los organismos procariotas
incorporan estas secuencias extranas a su genoma para luego reconocerlas
rapidamente frente a una nueva infeccion viral. Mas tarde, se vio que en la
vecindad de CRISPR se encuentran unos genes asociados a estas secuencias
que se denominaron cas (en inglés, crispr associated system), los cuales
codifican para diferentes proteinas nucleasas. Se han identificado numerosas
nucleasas Cas en el genoma de diversos organismos procariotas, las cuales
fueron diferenciadas mediante el uso de nimeros (Cas9, Cas12, Cas13, etc.). Los
cientificos han realizado modificaciones a estas proteinas Cas para aumentar
la especificidad del sistema. Muchas de ellas tienen la capacidad de llevar
a cabo el corte de la doble hélice de ADN (siendo Cas9 la mas usada), otras
solamente realizan un «nick» (corte en una sola de las hebras), mientras que
existen otras variantes que solo se dirigen y posicionan sobre la secuencia
de ADN complementaria al ARN guia correspondiente, sin cortar el ADN.

En resumen, este sistema reconoce y corta ADN viral, integrando partes de
él entre las secuencias crIsPR del genoma bacteriano. Como resultado, la
célula produce ARN complementario al ADN virico y lo ensambla con proteinas
Cas. Si ese virus intenta infectar de nuevo a la bacteria, este ARN «reconoce»
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el genoma del virus y, a continuacion, la proteina Cas se encarga de cortary
destruir las secuencias identificadas como extranas, evitando que la infeccion
progrese. Por ello, las secuencias CRISPR junto con la nucleasa Cas forman
parte del sistema inmune de bacterias, permitiéndoles defenderse frente a
una infeccion viral (figura 2.1).

El siguiente gran paso se dio en 2012, cuando las cientificas Jeniffer Doudna
y Emmanuelle Charpentier (Universidad de California Berkeley), quienes
estaban estudiando en profundidad este mecanismo de inmunidad bacte-
riana, tuvieron su «momento Eureka». Identificaron los elementos minimos
del sistema descubierto por Mojica con los que se podria cortar el ADN,
programando el sistema CRISPR—Cas para editar cualquier genoma de forma
muy precisa (Jinek et al., 2012). Al afio siguiente, el grupo de investigacion
liderado por Feng Zhang (Broad Institute, Universidad de Harvard y mIT)
adapto y demostro la utilidad de esta tecnologia para la edicion de genomas
de células complejas, como las de ratones y humanos (Cong et al., 2013).

En sintesis, la clave para el funcionamiento de esta herramienta de ingenie-
ria de genomas consiste en transferir a las células que queremos modificar,
por un lado, la proteina Cas (o bien el material genético que codifica para
Cas) y por otro, el ARNg (ya sea en forma de ADN 0 ARN). Para hacer el corte
en la doble hebra del ApN, la nucleasa Cas se pone a trabajar junto con el
ARNgE, que la dirige hacia una secuencia especifica de ADN (secuencia target)
complementaria a los 20 nucleotidos presentes en el ARNg. Pero, un pequeno
detalle, la Cas solamente puede cortar el ADN target si al lado este tiene
una pequena secuencia de tres nucleotidos llamada «motivo adyacente al
protoespaciador» (PAM, por sus siglas en inglés).

CRISPR—Cas constituye una herramienta molecular simple, versatil, efi-
ciente y accesible (de bajo costo), que puede ser implementada practica-
mente en cualquier laboratorio biotecnologico sin necesidad de disponer
de equipamiento sofisticado. La explosion de esta tecnologia se dio hacia
el ano 2015, siendo considerada «el descubrimiento del ano» por la revista
Science. Miltiples laboratorios ubicados alrededor del mundo comenzaron a
usar esta técnica como reemplazo de las metodologias anteriores, obteniendo
resultados prometedores en diferentes especies con aplicaciones muy diver-
sas. Entre ellas podemos mencionar el estudio de la funcion de diferentes
genes, correccion de mutaciones causantes de enfermedades hereditarias,
generacion de Rits para el diagnostico de enfermedades, mejoramiento de
cultivos agricolas, entre tantas otras.

Esta convergencia entre la ciencia inspirada en la curiosidad y el creciente
avance de la ingenieria genética llevo a las cientificas Doudnay Charpentier
a ganar en 2020 el tan esperado Premio Nobel de Quimica, «por el desarrollo
de un método para la edicion genomica», segiin anuncio la Real Academia
de Ciencias de Suecia. Sus descubrimientos han «revolucionado las ciencias
de la vida», dijo la Academia durante el anuncio.
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LA INGENIERIA DE GENOMAS COMO HERRAMIENTA
BIOTECNOLOGICA PARA LA PRODUCCION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES

La ingenieria de genomas permite la modificacion de diversos organismos
que seran los encargados de producir un producto de interés mientras que,
la ingenieria genética se utiliza para expresar genes de interés (producir las
proteinas para las cuales estos genes codifican) en organismos diferentes al
de origen (que hacen de «huésped»). Las proteinas producidas mediante el
uso de esta tecnologia son llamadas «proteinas recombinantes».

Previamente al desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, la obten-
cion de proteinas terapéuticas se realizaba mediante su purificacion a partir
de fuentes naturales. Por ejemplo, la insulina, se aislaba del pancreas de
animales, y la hormona de crecimiento humana (hGH) se obtenia a partir de
glandulas pituitarias de cadaveres humanos. Estos procedimientos tenian
ciertas limitaciones, como la poca cantidad de proteina que se lograba
obtenery la presencia de contaminantes derivados de la fuente natural, que
provocaban enfermedades graves a los pacientes durante el tratamiento. Asi,
la produccion de proteinas recombinantes surgio frente a esta necesidad de
contar con elevadas cantidades de productos terapéuticos de mayor pureza.
En el ano 1978, se llevo a cabo el clonado y expresion del gen de la insulina
humana en bacterias, obteniéndose la insulina humana recombinante.

Las metodologias de ingenieria de genomas han permitido modificar dife-
rentes vias metabolicas de los huéspedes para incrementar la productividad
de la proteina de interés.

Ademas, la ingenieria genética permite llevar a cabo la modificacion de la
secuencia de las proteinas con el fin de mejorar su efectividad. Por ejemplo,
algunas proteinas utilizadas en la industria farmacéutica han sido editadas
para incrementar su eficacia terapéutica, obteniéndose asi un producto nuevo.
También, se ha llevado a cabo la produccion de anticuerpos de tamano redu-
cido (anticuerpos de cadena simple) que resultan ser mas eficientes como
herramientas de diagnostico y tratamiento. Estas proteinas, que no existen
en la naturaleza, solo pueden obtenerse de manera recombinante, siendo la
ingenieria de genomas una herramienta indispensable para su produccion.

POTENCIALES APLICACIONES DE LA INGENIERIA DE GENOMAS

Desde el descubrimiento de las tecnologias de ADN recombinante y su aplica-
cion para la solucion de diversos problemas biologicos, médicos o agricolas
hasta la actualidad, se ha avanzado a pasos agigantados en el desarrollo
de las técnicas de ingenieria genética, obteniéndose métodos mas eficaces,
precisos y econdmicos que estan revolucionando la biologia moderna. Si bien
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las herramientas de edicion de genomas zFNs y TALENS han sido utilizadas
para maltiples aplicaciones, el sistema crIsPR—Cas llegd para quedarse.
Las posibilidades que ofrece crisPR—Cas parecen ilimitadas al abrir las
puertas del genoma como nunca antes. Es una herramienta biotecnologica
muy potente, que nos posibilitara avanzar a una velocidad impensable en
el conocimiento cientifico, y sin dudas modificara el mundo bioldgico tal 'y
como lo conocemos, incluido el ser humano y su futuro genético.

En el area de la investigacion basica, con crRiISPR—Cas se pueden generar
varios mutantes de un mismo gen, permitiendo asi estudiar especificamente
qué partes de su secuencia son cruciales para su funcion. Por ejemplo, se han
editado genes en mariposas para ver su rol en la formacion de los diferentes
patrones de colores en las alas (Zhang, Mazo—Vargas, Reed, 2017).

No cabe duda del valor de esta herramienta en la biotecnologia indus-
trial, para mejorar el rendimiento de procesos, como ser la produccion de
combustibles o de biomateriales. También es clave su empleo en sectores
como la ganaderia y la agricultura, para el mejoramiento de cultivos con
mayor rendimiento, tolerantes a la sequia y aptos para el crecimiento en
condiciones limitantes de nutrientes. Ademas, se ha puesto el foco en mejorar
las caracteristicas nutricionales de los mismos. Por ejemplo, se ha logrado
disminuir el contenido de gliadinas en un trigo editado con criISPR—Cas
(Sanchez-Leon et al., 2018). Las gliadinas son el componente fundamental
del gluten. Asi, ese trigo modificado resulta mas adecuado para que personas
con celiaquia lo consuman.

Los organismos habitualmente denominados como «transgénicos», por
ejemplo, se producen a través de la insercion de un gen de un organismo
determinado en el genoma de otro. Pero en este caso, esta informacion adi-
cional se inserta al azar sin poder elegir el lugar puntual del genoma donde
se quiere introducir el transgén. En cambio, con cRISPR—Cas, si se puede.
Sus defensores sostienen que resulta biologicamente menos perjudicial que
las técnicas tradicionales de mejora practicadas desde hace muchos anos.
Los reguladores tienden a opinar lo mismo. Los «alimentos CRISPR» podrian
cambiar el debate sobre los productos genéticamente modificados.

El grado de precision con que CrRISPR—Cas permite editar el genoma de un
organismo, condujo a pensar en la posibilidad de utilizar esta metodologia
para terapia génica. En la actualidad, se conocen diversas enfermedades
causadas por mutaciones puntuales de determinados genes, tal es el caso
de ciertas anemias, la fibrosis quistica, la enfermedad de Huntington que
afecta al sistema nervioso, entre otras.

Por un lado, con CRISPR se optimiza la generacion de modelos animales
para entender, por ejemplo, las bases genéticas de una enfermedad. Se ha
trabajado en la generacion de modelos animales portadores de enferme-
dades hereditarias causadas por una mutacion, para luego estudiar como
se transmite a la descendencia y evaluar los posibles tratamientos (entre
los cuales podrian incluirse la correccion de la mutacion mediante el uso de
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CRISPR—Cas). Por ejemplo, se ha identificado que la mutacion del gen Cryg
en ratones, ocasiona cataratas. Mediante el uso de la ingenieria de geno-
mas se logro corregir esta mutacion en el 30 % de los ratones y evitar que
se transmita a la descendencia (Wu et al., 2013). En otro estudio (Amoasii et
al., 2018), se emplearon perros para estudiar y tratar de revertir la Distrofia
muscular de Duchenne, un trastorno hereditario caracterizado por debilidad
muscular progresiva. Este modelo en perros, en comparacion con ratones,
muestra caracteristicas clinicas y patologicas similares a la enfermedad en
las personas.

Por otra parte, desde hace unos anos se ha comenzado a utilizar CRISPR-Cas
en humanos para corregir mutaciones causantes de enfermedades genéticas.
Actualmente, los ensayos clinicos que estan en marcha abarcan diferentes
areas de tratamiento para trastornos de la sangre, canceres, enfermedades
oculares hereditarias, diabetes, enfermedades infecciosas e inflamatorias. La
mayoria de estos ensayos clinicos aplican estrategias ex vivo. Esto implica ais-
lar las células defectuosas del paciente (por ejemplo, de su sangre), editarlas
en el laboratorio y, una vez verificada la modificacion deseada, transferirlas
nuevamente al paciente. Este proceso tiene la ventaja de que se pueden
seleccionar solo las células efectivamente editadas, que tengan exactamente
la modificacion prevista, y descartar aquellas que hayan incorporado muta-
ciones imprevistas (no deseadas). Los primeros ensayos clinicos ex vivo que
fueron aprobados usaron crRISPR—Cas para tratar la —talasemia y la anemia
falciforme. Por otro lado, la edicion también puede realizarse in vivo, es decir
directamente en el paciente, mediante la transferencia de las herramientas
necesarias para introducir la modificacion deseada en el drgano afectado.
El primer ensayo in vivo aprobado administra los componentes del sistema
crIsSPR—Cas directamente en la retina de los pacientes para tratar una enfer-
medad de origen genético que provoca ceguera desde los primeros anos de
vida. En este caso, si se editan suficientes células que produzcan la proteina
funcional, la esperanza es que los pacientes recuperen en gran medida o por
completo su vision. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las estrategias
in vivo pueden ser riesgosas, por la imposibilidad de controlar y monitorear
genéticamente todo el proceso en el paciente. Por ello estos tipos de ensayos
se encuentran adn en etapas iniciales.

En 2015 se presentaron por primera vez resultados obtenidos luego de la
edicion gendmica con crIsPR-Cas en embriones humanos no viables (tri-
ploides). Un afio mas tarde, se aprobo la primera investigacion en el Reino
Unido en embriones humanos «sanos» para estudiar la infertilidad humana
y los estadios iniciales del desarrollo, pero con la resolucion explicita de
que no se implantarian tales embriones. Estos estudios abrieron la «caja
de Pandora» sobre el futuro de esta técnica y diversas voces se elevaron
pidiendo la suspension de estos experimentos. La correccion de genes (gene
editing) en los embriones humanos podria impedir algin dia que los hijos
hereden de los padres algunas enfermedades genéticas graves. Pero, aun
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cuando la tecnologia esté madura, la comunidad cientifica y diversos comités
de ética postulan que, inicialmente, deberia restringirse su uso a casos muy
concretos y no para crear, por ejemplo, «bebés de disefio».

Sin embargo, el investigador chino He Jiankui, sorprendio al mundo a
fines de 2018 cuando anunci6 el nacimiento de dos bebés cuyo ADN habia
sido modificado con crRISPR—Cas: los primeros seres humanos nacidos con
cambios hereditarios en sus genomas. El objetivo del mencionado experi-
mento fue evitar que los bebés contraigan H1v, enfermedad que padecia uno
de sus progenitores. La creacion de los primeros bebés humanos editados
genéticamente despertd una enorme controversia, y no solo condujo a He
Jiankui a la condena generalizada por la comunidad cientifica, sino también
a una sentencia de tres ainos de carcel.

Por otro lado, debido a la gran escasez de 6rganos humanos disponibles
para trasplantes, se ha pensado en usar crRisPR—Cas con el fin de modificar
cerdos para que sus organos (principalmente riflones, corazon e incluso
pulmones) sean aptosy seguros para usarse en humanos, evitando rechazos
y otros tipos de ataques inmunitarios una vez trasplantados. Para alcanzar
este proposito, se han realizado numerosos experimentos en animales,
por ejemplo trasplantando los 6rganos modificados de cerdos en monos. A
principios de 2022 se llevo a cabo un procedimiento historico: un hombre
de 57 anos se convirtio en la primera persona en recibir un corazon de cerdo
genéticamente modificado con el sistema crRISPR—Cas. Si bien el trasplante
fue exitoso, hubo complicaciones posteriores, por lo cual médicos y cientifi-
cos contintian perfeccionando la técnica para reducir los riesgos y asi poder
iniciar ensayos clinicos en humanos en los proximos anos.

Las aplicaciones son muy variadas, por ejemplo, el grupo de Feng Zhang
cred un Rit de diagnostico basado en CRISPR para detectar enfermedades
como el dengue, el zika o la infeccion por el virus del papiloma humano. Este
kit funciona de forma similar a un simple test de embarazo: consiste en una
tira de papel que, en presencia de sangre u orina, muestra a simple vista una
raya, o dos en el caso de que el resultado sea positivo. Recientemente, la
pandemia de covip—19 impulso obviamente la adaptacion de estos kits a la
deteccion de SARS—cov—2, luego de conocerse el genoma de este coronavirus.

Hasta aqui hemos descripto las notables ventajas demostradas por el
sistema de edicion de genomas crRISPR—Cas. Sin embargo, no todo es color
de rosa, y es importante tener en cuenta que el empleo de crRISPR—Cas para
la edicion de genomas puede tener consecuencias imprevisibles a largo
plazo, por ejemplo, puede conducir a que se originen mutaciones o cambios
indeseadas que, en ocasiones, podrian ser muy peligrosos. Por eso, hasta
que no se logre un alto nivel de precision y se conozca en profundidad este
sistema, debe haber mucha prudencia en el uso del mismo. Se debe promover
un empleo responsable de estas técnicas y debemos trasladar estos poten-
ciales a la clinica humana cuando sean efectivamente seguros. La apertura
al debate bioético es fundamental para poder evaluar con rigor cientifico
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los proyectos de investigacion y sus objetivos finales. También es necesaria
la participacion activa de los medios de comunicacion y de la sociedad en
general, para transmitir y compartir informacion clara, que nos empodere
a decidir, de manera de garantizar los principios de justicia y equidad para
todas las personas, a nivel mundial.
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3 Aplicaciones biotecnologicas
del cultivo de células madre
en medicina traslacional

ANTONELA FUSELLI - LUISINA A. CAPPELLINO -
CLAUDIO C. PRIETO

INTRODUCCION

El organismo humano vive en constante equilibrio y cada segundo, millo-
nes de células jovenes son producidas con el fin de mantener a los tejidos
funcionando correctamente o repararlos en caso de dano o enfermedad.
Estos eventos de renovacion y reparacion tienen como protagonistas a las
células madre. Estas han sido objeto de estudio durante muchos anos con
el fin de comprender los procesos de desarrollo y crecimiento de los orga-
nismos y con la perspectiva de ser utilizadas en terapia celular y medicina
regenerativa. En este contexto, los avances en el area de la biotecnologia
demuestran el constante esfuerzo que se realiza por acortar la brecha que
existe entre los logros obtenidos en el ambito académico y su aplicacion en
el campo de la medicina.

¢(CUALES SON LAS CARACTERISTICAS PRINCIPALES
DE UNA CELULA MADRE?

Las células madre (cm) presentan dos grandes atributos: pueden dividirse
para generar células hijas semejantes a la de origen (autorenovacion) y para
dar lugar a células especializadas con caracteristicas y funciones especificas
(diferenciacion). Esa capacidad de dar origen a diversos tipos celulares se
denomina potencialidad.

Asi, durante la division celular las cm pueden generar de manera alternativa
dos células hijas semejantes a ella misma, o dos mas diferenciadas (divisio-
nes simétricas), o bien una de cada tipo (division asimétrica). Sin embargo,
existe un compromiso entre el grado de diferenciacion y la potencialidad.
Es decir, a medida que las cm se dividen y sus células hijas van adquiriendo
caracteristicas propias de un tejido especifico en las sucesivas divisiones,
estas van perdiendo potencialidad, comprometiéndose a un linaje* particular.

Dado que existe, no uno, sino diversos tipos de células madre, desde la
ciencia se busca definir criterios que permitan identificarlas y clasificarlas
facilitando su estudio. Uno de los criterios mas utilizados para la clasificacion
de cm es su potencialidad.
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Se define al ovocito fecundado (cigoto) como célula totipotente, dado que
origina no solo todos los tejidos embrionarios, sino también los extraem-
brionarios necesarios para la asociacion con la madre y la formacion de un
individuo completo. Las células madre embrionarias, en cambio, se denomi-
nan pluripotentes ya que conducen a la formacion de todos los tejidos del
embrion propiamente dicho, pero no de los tejidos extraembrionarios. Luego,
la maduracion del embrion dara origen a las células madre multipotentes,
capaces de producir tipos celulares pertenecientes a una misma capa ger-
minal*, a un mismo sistema de 6rganos o tejidos, y que se encuentran mas
especializados. Asi, se generan células cuya morfologia y funcion es tejido—
especifica, denominadas somaticas. Ejemplos de ellas son: las neuronas en
tejido nervioso, los cardiomiocitos en el corazon o hepatocitos en el higado.

En un organismo completamente desarrollado también es posible encontrar
células madre multipotentes, llamadas adultas. Estas tienen la importante
funcion de permitir que los 6rganos o tejidos en los que residen repongan o
reemplacen células que se pierden por daino o por el funcionamiento diario
del cuerpo, a la vez que mantienen una poblacion de células indiferenciadas
como reserva para suplir la demanda a lo largo de toda la vida. Asi, permiten
responder a cambios que ocurren en el organismo, manteniendo la homeos-
tasis* del mismo. Se caracterizan por poseer una capacidad de diferenciacion
mas restringida y se encuentran alojadas en distintos 6rganos como médula
o0sea, piel, cerebro, intestinos, higado, tejido adiposo, cartilagos, cornea del
ojo y también en la sangre de cordon umbilical.

Por Gltimo, existe una poblacion de cm unipotentes cuya existencia se conoce
hasta el momento en algunos sistemas como el corazon y el sistema nervioso
central y que solo puede diferenciarse hacia un tipo de células maduras.

¢(PUEDE UNA CELULA SOMATICA CONVERTIRSE
EN UNA CELULA MADRE?

Hace 20 afos la respuesta a esta pregunta hubiera sido negativa, dado que
hasta ese momento se sabia que las células diferenciadas perdian su poten-
cialidad al adquirir caracteristicas necesarias para su funcion en un tejido. En
2006, sin embargo, un grupo de investigadores liderado por Shin'ya Yamanaka
demostro que esto si es posible si se insertan en estas células somaticas
cuatro genes capaces de restaurar su potencialidad (Octs, c-Myc, Sox—2'y Klfz).
Esta tecnologia, llamada reprogramacion celular, fue probada inicialmente
en fibroblastos (células de la piel) y logro revertir su estadio diferenciado e
inducir en ellos un estado pluripotencial similar al que poseen las células
embrionarias. De alli el surgimiento del término célula madre pluripotente
inducida o ipsc por sus siglas en inglés (induced Pluripotent Stem Cell).
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Una de las ventajas de la generacion de iPsc es que es posible obtener
células capaces de dar origen a todos los tipos celulares partiendo de células
somaticas de distintos tejidos, incluyendo algunos tipos de células sangui-
neas. Estas células tienen la informacion genética propia del paciente del
que fueron extraidas, lo que resulta una oportunidad sin precedentes de
estudiar el efecto de drogas en diversos modelos de enfermedad, estudiar
enfermedades en casos en los que la limitante es el nimero de células y
descubrir nuevos medicamentos y terapias de trasplante celular. Otra de las
ventajas, reside en que el uso de 1Psc puede reemplazar en algunos casos
el uso de cm embrionarias cuya obtencion y manipulacion estan sujetas a
diversos cuestionamientos bioéticos. Como contraparte, las ipsc, del mismo
modo que las cm embrionarias, no pueden aplicarse en forma directa en un
tratamiento de trasplante, ya que debido a su alta capacidad proliferativa y
pluripotencialidad es probable que produzcan tumores en lugar de generar
las células especificas que se requieren para el tratamiento. Asimismo, en el
caso de las ipsc, puede incrementarse el riesgo de expresion de oncogenes*
por la reprogramacion. Entonces, ambos tipos de cm pluripotentes deben
serinducidos a convertirse en células ya especializadas especificas fuera del
organismo (ex vivo), lo cual puede ser dificultoso (Yamanaka, 2020).

¢COMO SE DEFINE EN QUE TIPO CELULAR SE CONVERTIRA
FINALMENTE UNA CELULA MADRE?

Las células madre adultas propias de los distintos 6rganos se alojan en sitios
denominados nichos*. Alli, las cM se mantienen en constante comunicacion
con su entorno mediante senales intercelulares o mensajeros moleculares
como citoquinas y factores de crecimiento. Las cM pueden permanecer en
estado quiescente, es decir, sin proliferar y con reducida actividad meta-
bolica hasta que algiin cambio en los estimulos de su entorno induzca su
proliferacion y/o diferenciacion. Alli, una misma célula madre adulta, podra
dar origen a distintos tipos celulares dependiendo de la combinacion de
estimulos que reciba de su entorno, aunque también existen reguladores
celulares intrinsecos.

Si bien pueden encontrarse cm en diferentes nichos y en distintos 6rganos
del cuerpo humano, las cm adultas que mas se han estudiado son las células
madre/progenitoras hematopoyéticas (CMH/CPH), que residen en la médula
0sea (la cual no debe confundirse con la médula espinal). Las CMH son una
poblacion de células multipotentes que pueden diferenciarse para dar lugar a
los distintos tipos de células que componen la sangre. Para ello es necesario
que las células progenitoras vayan recibiendo distintas senales espacio—
temporales, principalmente factores de crecimiento y citoquinas, como EPO,
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G—CSF, SCF, IL=3, entre otros. Estas moléculas son glicoproteinas sintetizadas de
manera soluble o ancladas en la membrana celular de células adyacentes a
las cmH como, por ejemplo, las células madre mesenquimales. Las citoquinas
y factores de crecimiento son moléculas pleiotropicas* y por ello el rol que
cumplen siempre depende de qué otras moléculas estén participando. La
hematopoyesis podria describirse entonces como un concierto de senales
que debe darse de manera muy organizada. Y debido a que la mayoria de las
células maduras efectoras de la sangre tienen un tiempo de vida muy corto,
su produccion es un proceso continuo durante la vida del individuo.

¢COMO SE UTILIZAN LAS CM EN INVESTIGACION
Y EN EL AMBITO CLiNICO?

Las caracteristicas Unicas que poseen las cm las convierte en fuentes atrac-
tivas para diversos usos en el area clinica. A este proceso de transformar
el conocimiento cientifico en aplicaciones médicas, como tratamientos o
metodologias de diagnostico para enfermedades particulares, se lo conoce
como medicina traslacional. Como suele decirse, se trabaja en el paso de la
mesada de laboratorio a la cama del paciente, para lo cual, antes de que un
tratamiento sea adoptado debe ser evaluado a través de ensayos clinicos
(1sscRr, EuroStemcCell).

Las cm pueden emplearse para estudios del desarrollo, ya que la compren-
sion de las senales molecularesy los mecanismos que determinan su destino
pueden brindar informacion sobre como surgen condiciones médicas, como
el cancery las enfermedades congénitas. Esto permitiria desarrollar mejores
herramientas de diagnostico y deteccion y nuevas estrategias terapéuticas.

Por otro lado, los cientificos pueden utilizar las cm, o células o tejidos deri-
vados de ellas, para realizar descubrimiento de drogas que puedan: mejorar
su funcion o estimular la expansion de las cm para incrementar la regenera-
cion de tejidos, o alterar la progresion de enfermedades. Asimismo, es posible
estudiar como ciertos agentes terapéuticos afectan diferentes 6rganos (por
ejemplo, el higado o los rifiones) o a diferentes personasy, si aparecen efectos
indeseables, podrian realizarse cambios en dichos compuestos.

El estudio o modelado de enfermedades a partir de cm que contienen un
defecto genético o que han sido modificadas para contener dicho defecto
genético, puede ser til cuando es dificil obtener las células que se encuen-
tran danadas o que no funcionan correctamente en una enfermedad.

Si bien la donacion de tejidos y 6rganos actualmente se utiliza con el fin de
reemplazar células danadas, la demanda de estos supera su disponibilidad.
Por este motivo, las potenciales aplicaciones de cm en medicina regenera-
tiva contemplan no solo el reemplazo de células dahadas, sino también su
reparacion, incluyendo a la ingenieria de tejidos y la produccion de 6rganos
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artificiales (Nature Portfolio). Los ensayos clinicos que utilizan cm para el
tratamiento de diversas enfermedades se han incrementado notablemente
en los Gltimos anos. Sin embargo, para la utilizacion de estas en terapias
regenerativas para enfermedades como la de Parkinson, cardiacas o diabetes,
es necesario que las cm puedan ser diferenciadas en tipos celulares especifi-
cos. Esto contindia siendo un desafio que requerira de anos de investigacion.

De esta manera, las (nicas terapias basadas en células madre que se
encuentran aprobadas actualmente para su aplicacion clinica son: los tras-
plantes de cmMH a partir de médula 6sea, sangre periférica o sangre de cordon
umbilical, que se emplean para tratar enfermedades hematologicas y del
sistema inmune, o para restablecer los componentes del sistema circulatorio
luego de tratamientos contra ciertos tipos de cancer. Por otro lado, la comu-
nidad médica generalmente considera seguroy efectivo el uso de injertos de
tejidos para tratar algunas lesiones 0seas, de la piel (como quemaduras), y de
la cornea (Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion productiva, ISSCR).

La investigacion y las terapias basadas en el uso de cm constituyen un
area sumamente innovadora, aunque dinamicay compleja, lo que resulta un
desafio desde el punto de vista regulatorio. Como cualquier descubrimiento
cientifico, para que este se establezca en la practica clinica, es necesario
seguir un proceso de varios pasos que involucra evaluar la terapia en diferen-
tes instancias para establecer su seguridad y efectividad. Como contraparte
de las maltiples potenciales aplicaciones médicas que poseen las cm, los
tratamientos basados en ellas que no se encuentran aprobados por entidades
sanitarias pueden comprometer seriamente la salud del paciente debido a
reacciones indeseadas en el sitio de inyeccion, la imposibilidad de controlar
el desplazamiento de las células en el organismo y su diferenciacion hacia
otros tipos celulares, o el crecimiento de tumores. Esto también es valido
para terapias que contemplan la reimplantacion de cm propias del paciente,
ya que existen riesgos asociados a la manipulacion de estas (FDA).

¢POR QUE SON TAN IMPORTANTES LAS CMH
PARA LA MEDICINA REGENERATIVA?

Como se explico anteriormente, el area de la medicina regenerativa tiene
como protagonistas a los progenitores hematopoyéticos, que han sido estu-
diados por mas de 50 anos. Su principal aplicacion en la practica clinica
consiste en trasplantar cMH a pacientes que padecen de enfermedades
hematologicas y del sistema inmune, como inmunodeficiencias, leucemia,
anemia, linfomas, desordenes autoinmunes, entre otras. Esto es posible
porque las cmH son una poblacion heterogénea de células multipotentes,
capaces de diferenciarse generando células de los linajes linfoide y mieloide
del sistema circulatorio (figura 3.1).
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Figura 3.1. Hematopoyesis.
Las Células Madre
Hematopoyéticas son células
multipotentes cuyo nicho
principal se encuentra en la
meédula 6sea. Estas generan
células hijas con un mayor
grado de diferenciacion y
una capacidad de autoreno-
vacion mas limitada. Estos
progenitores intermedios
son el progenitor comin
linfoide (PCL), que da origen
a células linfoides maduras
(llamadas linfocitos By T,y
células Natural Killer —NK—)
y, por otro lado, el progenitor
mieloide, que puede dar ori-
gen a neutrofilos, basofilos,
eosinofilos, monocitos (que

Plaquetas Célula Macréfago Célula
dendritica plasmética

ESPECIALIZACION

luego generan macrofagos y
células dendriticas), masto-
citos, megacariocitos (que
originan a las plaquetas)y
eritroblastos (a partir de los
cuales se generan los eritro-
citos). El destino celular final
de las CM se va definiendo

a medida que se desciende
en el esquema de jerarquia
celular. En este esquema
simplificado no se detallan
muchos estadios intermedios
de maduracion que exis-

ten hasta llegar a la célula
especializada y que dan
cuenta de la complejidad del
proceso de produccion de las
células sanguineas. Creado
con BioRender.com

Dichos trasplantes pueden ser: autologos, si se realizan a partir de células
del propio paciente; singénicos, cuando el donante es el gemelo sano del
paciente; o alogénicos, usando cMH de un donante compatible.

Esta practica explota la capacidad de las cmH de migrar hacia la médula
0sea, en un proceso que se conoce como homing y alojarse asi en su nicho,
para su supervivencia y proliferacion regulada. Esto permite lograr la repo-
sicion de células sanas del sistema hematopoyético mediante una simple
infusion intravenosa de CMH.
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:De donde pueden obtenerse las células que son infundidas?

La obtencion de cmH para trasplante se basa en el fenomeno natural de
migracion de estas células en el sentido inverso al homing, es decir, su egreso
hacia el torrente sanguineo desde la médula 6sea. Para esto, los médicos
inducen la liberacion de cmH mediante la aplicacion de compuestos como
G-CSF, en un proceso que se denomina movilizacién, para asi recolectar un
mayor nimero de CMH en sangre periférica. También es posible obtenerlas
directamente desde la médula 6sea mediante una puncién en el hueso de
la cadera o bien a partir de sangre de cordon umbilical.

éQUE PAPEL CUMPLE LA BIOTECNOLOGIA EN ESTE CAMPO?

La Biotecnologia de células madre utiliza la modificacion e ingenieria de
estas células para lograr mejoras terapéuticas y desarrollar herramientas
con posterior aplicacion en el ambito clinico. Estos desarrollos se relacionan
estrechamente con la ingenieria de tejidos, que combina el uso de células
madre, biomateriales (que brindan el andamiaje para el correcto desarro-
llo de los tejidos) y sefiales (ejercidas por los ya mencionados factores de
crecimiento y citoquinas), con el fin de generar y estudiar el crecimiento de
tejidos in vitro, es decir, en una placa de cultivo (Pham, 2018).

Otro de los objetivos de la biotecnologia consiste en obtener los tipos de
células adecuados para su aplicacion, ya sea terapéutica o de otro tipo, por
manipulacion de las condiciones de cultivo. Asi, se pretende restringir las
vias de diferenciacion y generar cultivos enriquecidos en ciertos tipos de
precursores o células diferenciadas funcionales. En este sentido, las concen-
traciones y duracion de la accion de las senales moleculares, asi como las
propiedades de las moléculas en si mismas, y otros parametros de control
biofisicos, son factores que juegan un rol fundamental.

La escala de los procedimientos constituye otro desafio, ya que, princi-
palmente en lo que a aplicaciones terapéuticas respecta, la generacion de
tejidos funcionales requiere de la obtencion de millones de células que sean
capaces de funcionar y cooperar con otras células. La optimizacion de los
procesos de proliferacion y diferenciacion celular es, entonces, un desafio
biotecnologico que dificulta el traspaso del conocimiento obtenido en el
laboratorio a la aplicacion terapéutica. A su vez, la clinica requiere reprodu-
cibilidad y rentabilidad, para que los procedimientos sean accesibles.

Esta es una realidad que también alcanza a las terapias basadas en CMH,
debido a que en el tratamiento de enfermedades hematologicas el niimero
de células infundidas es critico. Por ello, uno de los objetivos de la biotec-
nologia en esta area consiste en la generacion de procesos que permitan
producir células de la sangre a gran escala, como globulos rojos, neutrofilos y
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plaquetas (Timminsy Nielsen, 2009). Los desafios asociados a estos procesos
productivos no son pocos. Puesto que los progenitores son extremadamente
sensibles a las sefnales de su entorno, la composicion del medio de cultivo
debe ser controlada exhaustivamente manteniendo en niveles adecuados
las variables fisicoquimicas y las concentraciones de factores de crecimiento.
Y, por sobre todo esto, se debe asegurar del inicio al fin del proceso la iden-
tidad de las células en cultivo, tanto sus caracteristicas fenotipicas como
su potencialidad. Actualmente la biotecnologia se enfoca en el estudio de
reguladores hematopoyéticos y el desarrollo de métodos para el uso de
CMH in vitro e in vivo, incluyendo su manipulacion genética para mejorar
los procesos productivos o corregir CMH con errores genéticos causales de
enfermedad, y asi ampliar sus aplicacionesy seguridad (Ngy Alexander, 2017).

¢CON QUE HERRAMIENTAS CUENTA LA BIOTECNOLOGIA
PARA CUMPLIR ESTOS PROPOSITOS?

En la optimizacion de las condiciones de cultivo de las cmH, uno de los puntos
centrales es el alto costo asociado a los suplementos que deben adicionarse
para lograr la expansion o diferenciacion de estas. Los factores de crecimiento
y las citoquinas recombinantes* representan mas del 30 % del costo total del
medio de cultivo, y debido a su baja estabilidad es necesario suplementar
frecuentemente con altas concentraciones de estos (Khalil et al., 2020).

Una de las estrategias para superar este obstaculo consiste en evaluar qué
factores de crecimiento son esenciales para el cultivo de las CMH y disenar
mejoras en su proceso de produccion biotecnologico que permitan disminuir
el costo de obtencion vy, a su vez, conferirles caracteristicas fisicoquimi-
cas favorables para obtener mayor potencia proliferativa, estabilidad, etc.
Dichas mejoras podrian abarcar: la seleccion del organismo mas adecuado
y la optimizacion de las condiciones de cultivo para su produccion recom-
binante, la generacion de variantes de la molécula que hagan mas eficiente
su purificacion, o bien, la elaboracion de una formulacion o inmovilizacion
en polimeros biocompatibles que permitan mantener la bioactividad del
factor de crecimiento por mayores periodos de tiempo. Simultaneamente, se
estudia la adicion de moléculas pequenas y/o suplementos de cultivo como
factores adicionales para favorecer el mantenimiento y la expansion de las
cMH (Enriquez—Ochoa et al., 2020; Wilkinson et al., 2020).

Uno de los factores de crecimiento esenciales para el cultivo de cmMH es
el Stem Cell Factor (SCF). SCF actla in vivo en conjunto con otros factores y
citoquinas linaje—especificos promoviendo la proliferacion, supervivencia
y diferenciacién de las cmH (Lennartson y Ronsstrand, 2012). Se utiliza en
conjunto con 1L-3 y eritropoyetina humana (hero) durante los primeros dias
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de cultivo para inducir la proliferacion de las células progenitoras en los pro-
tocolos de obtencion de globulos rojos in vitro y también como suplemento
en los protocolos de diferenciacion de ipscs (Douvaras et al., 2017; Sica et
al., 2020). Aunque muchos protocolos de cultivo utilizan scF humano recom-
binante producido en bacterias, su obtencion a partir de células animales
podria presentar diversas ventajas, dado que estas Gltimas poseen un meta-
bolismo capaz de agregar aziicares muy similares a los que la glicoproteina
tiene naturalmente (Fuselli, 2015).

Otra estrategia que podria aplicarse con el objeto de optimizar la obten-
cion de células sanguineas es la modificacion genética de las cMmH (figura
3.2). Esto podria ser utilizado con el fin de producir grandes nimeros de
células comprometidas o maduras con mayor reproducibilidad (Kurita et
al., 2013), o bien, generar CMH que secreten proteinas relevantes para el
proceso productivo (como hepo, para la produccion de células eritroides,
0 HOXB4, para favorecer la autorenovacion de cmH) (Antonchuk et al., 2001;
Cappellino et al., 2017).

Por otro lado, cuando el trasplante alogénico de cMH no es posible por
falta de un donante compatible, se consideran estrategias de reparacion o
adicion de genes en las cMH del paciente para el tratamiento autologo de
enfermedades como inmunodeficiencias. Recientemente, se aprobo por
primera vez una terapia basada en el uso autologo de cmH de médula 6sea
modificadas genéticamente ex vivo para el tratamiento de un tipo de inmu-
nodeficiencia congénita denominada AbA—scID (Aiuti et al., 2017).

42



MEJORAS EN EL PROCESO DE PRODUCCIONDE @ --u-ecenenmenceamnamnnnnnn
FACTORES DE CRECIMIENTO RECOMBINANTES

Citoquinas
Factores de
crecimiento y
diferenciacion

CELULAS MADRE
HEMATOPOYETICAS

USO DEFACTORES' (gu-smmuwsunmsnmavesensswssesess

MINIMO CONSUMO DE REACTIVOS ADICIONALES
Y FACTORES DE CRECIMIENTO EN CULTIVO
Q Aziicares ¢
Matrices
poliméricas para — Vitaminas
cultivo 3D Lipidos Minerales
® A o)
lécul inodci Calcio
pequeiias

GENERACION DE CELULAS MADRE @ ----------nnnmmmmmnnooeeaao o
HEMATOPOYETICAS RECOMBINANTES

a
4

MAXIMA
EXPANSION / Modificacién ~__ ¥
DIFERENCIACION genética

proceso productivo y en las
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que son agregados de manera
exodgena o hien, modificar
genéticamente las CMH culti-
vadas para que estas produz-
can algunos de los principa-
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o reguladores y asi favorecer
su autorenovacion o inducir
su diferenciacion hacia algin
linaje celular particular, por
ejemplo, para la generacion
de células eritroides. Creado
con BioRender.com

Figura 3.2. Estrategias bio-
tecnologicas aplicadas al
cultivo ex vivo de CMH. Estas
técnicas tienen como objetivo
imitar las caracteristicas del
nicho hematopoyéticoy a

la vez desarrollar condicio-
nes controladas de cultivo
mediante la adicion de fac-
tores de crecimiento, cito-
quinas, moléculas pequenas
o matrices poliméricas que
permitan el cultivo en tres
dimensiones. Aqui se ejem-
plifican diversas estrategias
para reducir el consumo de
factores de crecimientoy
aditivos y maximizar la expan-
sion/diferenciacion de las
CMH: introducir mejoras en el
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CONCLUSIONES

A pesar de los multiples desafios que se presentan actualmente en la tras-
lacion de las terapias y metodologias que utilizan cm, la ciencia continla
estudiando sus propiedades y comportamiento para lograr un conocimiento
completo de su biologia. La biotecnologia tiene un rol fundamental en el
desarrollo de nuevas estrategias que permitan mejorar su eficienciay la de los
procesos que permiten su expansion, diferenciacion e ingenieria, para el uso
de las mismas en una variedad de aplicaciones que incluye desde el estudio
y mejora de drogas, hasta las terapias mediadas por células. La aplicacion
de las cm en el tratamiento de diversas enfermedades ya es una realidad
y su futuro impacto en la clinica podria llegar a ser ain mas significativo.
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4 Biotecnologia, la herramienta clave
en el desarrollo de nuevas vacunas

IVANA GABRIELA REIDEL - ROMINA CECILIA RUSSI

INTRODUCCION

Debido a la pandemia de covip—19 hemos escuchado en los medios de comu-
nicacion hablar a diario del surgimiento de nuevas vacunas. Se ha discutido
ampliamente sobre las tecnologias involucradas en los desarrollos y sobre
los datos que surgieron de los ensayos clinicos. Sin embargo, poco hemos
escuchado del rol del profesional en biotecnologia en estos avances. Es por
esto que en este capitulo buscamos introducirlos en las bases necesarias
para comprender como se disefa y desarrolla una nueva vacuna, asi como
también, brindarles una vision de qué podemos aportar los biotecnologos
en estos desarrollos capaces de salvar millones de vidas.

ENEMIGOS MICROSCOPICOS Y EL SISTEMA INMUNE

Conocer qué es y como funciona nuestro sistema inmune es esencial para
poder incursionar en el disefio y desarrollo de vacunas. En esta seccion
buscamos introducirlos a algunos conceptos claves para comprender el
funcionamiento de una vacuna.

Los microorganismos patogenos

Las enfermedades infecciosas estan causadas por microorganismos que
ingresan a nuestro cuerpo y se multiplican en él generando algiin tipo de
dafio. Estos microorganismos son denominados patogenos (EFIS, 2009).
Muchos tipos de patogenos provocan enfermedades en los seres humanos
(figura 4.1).
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Entre los mas comunes se encuentran virus y bacterias. Los virus son
microorganismos acelulares, capaces de causar enfermedades que van desde
el resfriado comin hasta el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sipa)
e incluso el covip—19. Son esencialmente fragmentos de acidos nucleicos
(ADN 0 ARN), envueltos en una capa protectora de proteinas y, en algunos
casos, membrana lipidica. Dependen por completo de infectar o «ingresar»
a nuestras células para utilizar la maquinaria presente en ellas y asi poder
replicarse o «multiplicarse». El proceso de replicacion viral es a menudo
suficiente para matar la célula huésped, ya que la célula infectada se lisa
(se rompe), liberando las nuevas particulas virales y permitiendo que estas
ingresen a células vecinas para repetir este ciclo (Alberts et al., 2002). Las
bacterias, por su parte, tienen un mayor tamano y son mas complejas que
los virus. Son organismos unicelulares capaces de realizar la mayoria de sus
funciones metabolicas basicas por si mismas, y dependen de nuestro cuerpo
para nutrirse. La mayoria de los patogenos bacterianos se comportan como
agentes infecciosos extracelulares, a diferencia de los virus no ingresan a
nuestras células. Sin embargo, cuentan con una bateria de armas, como la
produccion de toxinas capaces de destruirlas para asi obtener nutrientes de
ellas (Alberts et al., 2002).
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Otros patogenos son organismos eucarioticos como hongos y parasitos.
Dentro de los parasitos podemos encontrar desde protozoos unicelulares,
hasta grandes helmintos que pueden alcanzar a medir varios centimetros
de longitud. Los primeros suelen comportarse como microorganismos intra-
celulares, al menos en ciertos estadios de su ciclo evolutivo. Los segundos
son organismos multicelulares que habitan el compartimento extracelular
(Alberts et al., 2002).

Como podemos ver, existe una gran diversidad en los patogenos, tanto
respecto a sus tamanos como en los mecanismos que utilizan para infec-
tar nuestro cuerpo y generar finalmente una enfermedad. Por este motivo,
nuestro sistema inmune, debe contar con distintos mecanismos o «armas»
para combatir tan diversos enemigos.

El sistema inmune

Nuestro cuerpo esta formado por unidades extremadamente pequenas
denominadas células. Existen distintos tipos de células, capaces de realizar
diferentes funciones, dando lugar asi a los 6rganos y sistemas. El sistema
inmune no es la excepcion y esta formado principalmente por células llama-
das leucocitos o globulos blancos. Estas células estan presentes en nuestra
sangre, y como la sangre circula a través de todo nuestro cuerpo, podemos
encontrar células inmunes en todas partes (EFIS, 2009).

Nuestro sistema inmunologico trabaja sin descanso para proteger nues-
tro cuerpo de miles de millones de patogenos presentes en el ambiente,
logrando que solo en pocas ocasiones nos enfermemos. Mas aln, cuando
esto sucede, gracias a la rapida respuesta de nuestro sistema inmune, con-
seguimos mejorar en unos pocos dias. Cuando un microorganismo patogeno
ingresa a nuestro cuerpo, existen diferentes tipos de células inmunes capaces
de responder a la invasion. Cada tipo de células cuenta con diferentes meca-
nismos que resultan Gtiles para combatir distintos patogenos (EF1S, 2009). En
esta seccion, nos centraremos en algunos tipos celulares que nos permitiran
ejemplificar diferencias fundamentales en el desarrollo de vacunas.

EL primer encuentro de nuestro sistema inmune con un patogeno se da
en el sitio por el cual ha ingresado, por ejemplo, puede darse en el lugar
donde nos raspamos al caernos (la piel es nuestra mayor barrera con agentes
externos, cuando su continuidad se ve interrumpida por una raspadura o
corte, los microorganismos pueden ingresar por alli a nuestro cuerpo). Los
primeros en llegar al sitio de infeccion son los neutrofilos (figura 4.2), un
grupo de leucocitos que contienen granulos llenos con enzimas y sustancias
microbicidas que pueden liberar al exterior para asi destruir al patogeno.
Estas células también pueden fagocitar o «comer» al microorganismo para
luego destruirlo en su interior.
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Por dltimo, cuando estan exhaustas, son capaces de sacrificarse liberando
unatrampa de ADN que inmoviliza a los patogenosy los deja indefensos para
el ataque de otras células. Estos mecanismos resultan eficientes siempre
que el microorganismo se encuentre fuera de nuestras células, por lo que
son especialistas en el combate de bacterias extracelulares (Kennedy, 2010;
Fainboim y Geffner, 2011). Al igual que los neutrofilos, los macrofagos son
células dotadas de una alta capacidad fagocitica y microbicida (figura 4.2),
ideal para el control de microorganismos extracelulares. Sin embargo, tienen
tres caracteristicas especiales: 1. viven mas tiempo; 2. son células presenta-
doras de antigeno (pueden comunicarles a otras células del sistema inmune
cual es el patégeno que deben combatir); y 3. producen diversas citoquinas
y quimioquinas, proteinas que dan la sefal de alarma reclutando al sistema
inmune en el sitio de infeccion (Fainboim y Geffner, 2011). Estas células perte-
necen a lo que se conoce como sistema inmune innato, el cual esta formado
por un conjunto de células capaces de atacar con diversas armas a cada tipo
de patogeno, pero sin identificar especificamente de qué microorganismo
se trata (Kennedy, 2010). Asi, por ejemplo, ante una infeccion viral, contara
con armas para combatirla, pero no podra distinguir si esta combatiendo
contra la gripe o el sARs. La ventaja de esto es que son células listas para
responder en pocas horas.

Por otro lado, contamos con lo que se conoce como respuesta inmune
adaptativa (figura 4.3), un conjunto de globulos blancos denominados linfo-
citos, capaces de reconocer y eliminar un patogeno especifico. A diferencia
de la respuesta innata, cuando nos enfrentamos por primera vez a un pato-
geno, la respuesta adaptativa requiere de varios dias para activarse y unirse
al combate (EFIS, 2009).
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Sin embargo, vale la pena la espera, ya que sus armas pueden resultar mas
especificas y efectivas. Estas células pueden clasificarse en linfocitos By T. Los
linfocitos B (LB) son células capaces de producir anticuerpos. Los anticuerpos
son proteinas que se unen al patogeno de manera muy especifica y pueden
actuar como opsonizantes, recubriendo al patogeno y facilitando que otras
células, como los neutrofilos, los reconozcan y destruyan, o como neutrali-
zantes, uniéndose a una porcion del patogeno e impidiendo que este haga
dafio o continué su ciclo de infeccion (Kennedy, 2010). Cuando escuchamos
que una vacuna contra SARS—CoV-2 produce anticuerpos neutralizantes, lo
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que nos estan diciendo es que los anticuerpos generados por esta vacuna
son capaces de bloquear la capacidad del virus de ingresar a una nueva
célula y asi su replicacion y diseminacion a otras células. Por su parte, los
linfocitos T (LT) pueden ser clasificados en LT helper o «colaboradores»
y en LT citotoxicos. Los primeros tienen la capacidad de colaborar con el
resto de las células del sistema inmune, produciendo citoquinas que envian
senales sobre que armas son necesarias para combatir ese patogeno. Los
LT citotoxicos son la clave para el control de las infecciones virales. Tienen
la habilidad de reconocer cual de nuestras células esta infectada. Una vez
que la identifica, destruye a esta célula impidiendo que el virus continiie su
replicacion, liberandolo al exterior donde podra ser reconocido y controlado
por otros mecanismos, como los anticuerpos neutralizantes (Kennedy, 2010;
Fainboim y Geffner, 2011). Existen también los LT reguladores, estos son los
responsables de identificar cuando la infeccion ya fue controlada y enviar
la sefial de «alto al fuego» (EFIS, 2009).

El desarrollo de la respuesta inmune adaptativa depende de la accion
de una célula clave, denominada célula dendritica (figura 4.3). Estas células
estan distribuidas por todo nuestro cuerpo buscando senales de que algo
extrano ha ingresado a nuestro cuerpo. Cuando un patogeno ingresa, son
las encargadas de fagocitarlo y presentarselo a los LT helper para que estos
comprendan no solo cual es el patogeno a combatir, sino también de qué
tipo de microorganismo se trata (bacteria, virus, parasito, hongo). La infor-
macion que la célula dendritica le brinda a los LT helper, les permitira a estos
seleccionar las armas adecuadas y orquestar el ataque para que el control
de la infeccion sea efectivo (EFIS, 2009; Kennedy, 2010).

Memoria inmunologica

Habran escuchado mas de una vez decir «yo ya tuve paperas» o varicela.
Cuando la gente dice esto, se refiere a que, si ya enfermé una vez por un pato-
geno particulary se recupero, este patogeno no podra volverlos a enfermar.
Esto se debe, a una de las funciones mas importantes de nuestro sistema
inmune, denominada memoria inmunologica (EFIS, 2009).

La memoria inmunologica es la capacidad de nuestro sistema inmune
adaptativo de recordar todos los patogenos que nos infectaron en nuestra
vida. Cuando nos infectamos por primera vez, parte de los LB y LT se convier-
ten en linfocitos de memoria. Estos linfocitos pueden vivir durante anosy,
si bien se encuentran inactivos patrullando nuestro cuerpo, de encontrarse
por segunda vez con el mismo patogeno pueden activarse facilmente, pro-
porcionando una respuesta inmune rapiday precisa, que les permita actuar
(entrar en combate) de inmediato, sin esperar varios dias para su activacion
(EF1S, 2009; Kennedy, 2010).
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VACUNAS, LAS HERRAMIENTAS PARA ENTRENAR
AL SISTEMA INMUNE

La vacunacion constituye una herramienta clave para el control de infecciones
y en algunos casos ha conseguido alcanzar limites cercanos a la erradicacion
de enfermedades. El ejemplo mas notorio de su impacto es el control de la
viruela. Se calcula que solo esta infeccion se cobro 300 millones de vidas
en el siglo xx y que, desde la declaracion de su erradicacion en 1978, ni una
vida mas se ha perdido por su causa (Rappuoli et al., 2014). En la actualidad
se dispone de vacunas para protegernos contra al menos 20 enfermedades
infecciosas. En conjunto estas vacunas salvan cada ano tres millones de
vidas (oms, 2020).

En esta seccion buscaremos introducirlos tanto en el surgimiento de este
campo de investigacion, como en las tecnologias que hacen posible el desa-
rrollo de las vacunas actuales.

Un poco de historia

Los comienzos de la vacunologia se podrian situar alrededor del ano 430
a. C,, cuando Tucidides reporta por primera vez que aquellas personas que
sobrevivian a enfermedades contagiosas mortales no volvian a contraer por
segunda vez esa enfermedad (Rappuoli et al., 2014). Lo que hoy conocemos
como memoria inmunologica.

Historicamente se les atribuye a los chinos la primera aplicacion de esta
idea, hace mas de mil afos, cuando desarrollaron la variolizacion, un proceso
por el cual se introducia, por via nasal, pus seca proveniente de pistulas
de personas que habian logrado sobrevivir a la viruela. De esta forma, se
exponia a personas sanas al patogeno con la intencion de que este generara
proteccion a siguientes exposiciones. En 1796, el cientifico inglés Edward
Jenner combina su conocimiento sobre la variolizacion, con la observacion de
que aquellas mujeres ordenadoras que contraian en primer lugar la viruela
vacuna, raramente contraian la viruela humana seguida a esa primera infec-
cion. Fue asi como decidio tomar pus seco de las pUstulas de una ordenadora
infectada con viruela vacunay realizar un pequeno corte en el brazo de un
nifio de 8 afos, por donde lo inoculd (introdujo este material). Pasadas 6
semanas, expuso al nifno a un contacto con viruela humanay este no desa-
rrollo las lesiones tipicas de la infeccion, demostrando que la exposicion a
un agente que imitara la infeccion, sin producir la enfermedad, bastaba para
generar inmunidad al agente patogeno (McCullers, 2007). Esta experiencia no
solo les valid su nombre a las vacunas (por ser la primera desarrollada a partir
de la viruela vacuna), sino que dio lugar al nacimiento de la vacunologia como
campo de investigacion. Los avances en este campo se intensificaron con el
descubrimiento del origen microbiano de las enfermedades a fines del siglo
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XIx por Louis Pasteur y se aceleraron alin mas con el surgimiento de nuevas
tecnologias en el siglo xx, como el advenimiento de la biologia moleculary
laingenieria genética. Estos avances permitieron mejorar la forma en que las
vacunas inducen una respuesta inmune protectora minimizando los riesgos,
por ejemplo, utilizando solo partes del patogeno en lugar del microorganismo
completo (McCullers, 2007; Rappuoli et al., 2014). Estos avances dieron lugar
a una explosion en el desarrollo de vacunas, siendo considerada como una
de las contribuciones cientificas mas importantes del siglo xx. En la actua-
lidad, la vacunacion es considerada una de las herramientas para acceder a
un estilo de vida saludable, convirtiéndose asi el acceso a la vacunacion en
un derecho de todos los ciudadanos.

;Queé son las vacunas?

Unavacuna es un producto farmacéutico capaz de estimular nuestro sistema
inmunologico para producir inmunidad contra un patogeno, evitando de
esta manera que debamos enfermarnos por primera vez para generar una
memoria inmunologica efectiva para su control (cpc, s.f.). De esta manera,
las vacunas reducen el riesgo de contraer una enfermedad, ya que «entre-
nan» al sistema inmunologico en los mecanismos que necesitara para pro-
tegernos contra un determinado patogeno. Como hemos visto antes en
este capitulo, los mecanismos que debera ser capaz de inducir una vacuna
dependeran del tipo de patogeno que se quiera combatir, pudiendo incluir
tanto la produccion de anticuerpos, como la activacion de distintas células
inmune. Estos mecanismos quedaran «guardados» en la memoria inmuno-
logica, siendo esta capaz de responder rapidamente si el patogeno ingresa
durante una infeccion natural, previniendo asi la manifestacion o gravedad
de la enfermedad que este podria causar. Teniendo en cuenta que nuestro
sistema inmune esta disenado para recordar, cuando nos vacunamos contra
una enfermedad, quedamos protegidos contra ese patogeno normalmente
durante afios, décadas o, incluso, para toda la vida (oms, 2020).

Tipos de vacunas

Actualmente existen tecnologias muy diversas para la produccion de vacu-
nas (figura 4.4). Dentro de estas, las tres clases principales son: vacunas
a microorganismo completo, contienen al patogeno completo; vacunas a
subunidades, contienen solo algunos fragmentos del patogeno; vacunas a
acidos nucleicos, contienen un material genético (ADN 0 ARN), que brinda
las instrucciones para que nuestras células «fabriquen» un fragmento del
patogeno (oms, 2021).
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material genético es utilizado

Las vacunas a microorganismo completo a su vez pueden clasificarse como
vacunas vivas atenuadas que contienen el microorganismo completo y este es
capaz de replicarse, pero no de producir la enfermedad y vacunas completas
inactivadas, las cuales contienen el microorganismo completo, pero este es
incapaz incluso de replicarse. Las vacunas vivas atenuadas requieren que
se realice un proceso por el cual se logra debilitar al patogeno (oms, 2021).
Estas vacunas, al utilizar el patogeno completo y «vivo», pueden simular
muy bien una infeccion, logrando generar una respuesta inmune con todas
las herramientas necesarias para controlar al patogeno, en tan solo 10-14
dias, pero evitando desarrollar la enfermedad. Sin embargo, estas vacunas
presentan la desventaja de no poder ser administradas en personas inmu-
nodeprimidas (con un sistema inmune debilitado) ya que existe el riesgo de
que estas enfermen. Actualmente las vacunas que emplean esta tecnologia
son la BCG (vacuna contra la tuberculosis) (Canoui y Launay, 2019), y la vacuna
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tripe viral que protege contra el sarampion, paperay rubeola (oms, 2021). Por
su parte, las vacunas inactivadas se pueden obtener sometiendo al patégeno
a un tratamiento que lo inactive o «mate». Este tratamiento puede ser por
métodos fisicos como calor, o quimicos como el uso de formaldehido. En
cuanto a la respuesta que pueden desencadenar, al ser el patogeno entero
reconocido por el sistema inmune, puede llegar a ser muy semejante a la
inducida por la infeccion natural. Esta tecnologia es segura para las personas
inmunocomprometidas (OMs, 20210). La vacuna contra SARS—CoV—2 producida
por Sinopharm se basa en esta tecnologia (Milken Institute, 2021).

La mayoria de las vacunas incorporadas en el calendario de vacunacion
son vacunas a subunidades, protegiendo a las personas de enfermedades
como el tétanos, la difteria y la meningitis meningococica (oms, 2021). En
las vacunas a subunidades los fragmentos del patogeno que se emplean
son denominados antigenos. Muchos de los antigenos incorporados en las
vacunas a subunidades son proteinas producidas principalmente utilizando
ingenieria genética. Para eso, el material genético o informacion para la «ela-
boracion» del fragmento elegido del patogeno se inserta en otro organismo.
Este organismo utilizara su maquinaria biologica no solo para realizar sus fun-
ciones metabolicas, sino también para producir el antigeno de interés. Estas
vacunas son denominadas recombinantes, debido a que el organismo en el
cual se produce el antigeno (bacteria, levadura o células eucariotas) no es el
mismo que le da origen. Una vez producido el antigeno, este es purificado y
utilizado para formular la vacuna (Nascimento y Leite, 2012). Tanto en este
tipo de vacunas como en todas aquellas en las que no se incluya al patogeno
completo en su formulacion, el sistema inmune «aprende» a reconocer solo
los fragmentos del patogeno que se hayan incluido, es por esto que el o los
antigenos que se escojan deben ser esenciales en el proceso infeccioso, ya
que la respuesta inmune y memoria generada apuntara especificamente a
estos (Arya, 2021). Por ejemplo, la vacuna contra SARS—CoV-2 de la empresa
Novavax esta formulada con el antigeno S o spike, una proteina que el virus
utiliza como llave para ingresar a las células donde podra replicarse (Milken
Institute, 2021). De esta manera, las personas vacunadas, son capaces de
generar una respuesta inmune capaz de reconocerla y bloquear asi la entrada
del virus a las células.

Las vacunas a acidos nucleicos (ADN 0 ARN) se basan en el material genético
que codifica o contiene la informacion de uno o varios antigenos del patogeno
y requieren, al igual que las vacunas recombinantes, de la utilizacion de la
ingenieria genética para su produccion. En este caso, el material genético del
antigeno escogido es insertado en un plasmido (un tipo de ADN bacteriano).
Las vacunas a ADN son formuladas con este plasmido, mientras que, para las
vacunas a ARN, el plasmido puede ser utilizado como molde para sintetizar
el ARN en el laboratorio, siendo este dltimo el que se incluye en la formu-
lacion. Tanto el ADN como el ARN contienen la informacion y senales para
que sean las células de nuestro cuerpo las que generen el antigeno (Pollard
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y Bijker, 2020). Es decir que, en ambos casos, nosotros somos el organismo
que produce la proteina escogida del patogeno. Este antigeno, una vez pro-
ducido por nuestras células, no es capaz de generar la enfermedad porque
solo es una parte muy pequena del patogeno. Aun asi, las células dendriticas
pueden reconocerlo como extrafio y activar una respuesta inmune contra él.
Ejemplos de vacunas a ARN son las vacunas contra SARS—COV-2 realizadas
por Modernay Pfizer-BioNTech (Milken Institute, 2021). Varias vacunas a ADN
contra distintos patogenos, incluso SARS—COV—2, han sido probadas en fases
clinicas, sin embargo, hasta el momento ninguna ha sido aprobada para su
uso en humanos.

Dentro de las tecnologias mas modernas para la produccion de vacunas,
podemos encontrar también las denominadas vacunas a vectores virales. En
este caso, el material genético que contiene la informacion para «fabricar»
el antigeno de interés es transportado por un virus inocuo, motivo por el
que se las incluye en la categoria de vacunas a microorganismos completos.
Pueden utilizarse dos tipos de vectores: vectores virales replicativos, utilizan
un virus atenuado, capaz de replicarse, pero incapaz de generar una enfer-
medad; o vectores virales no replicativos, incapaces incluso de multiplicarse.
Semejante a lo que ocurre con las vacunas a acidos nucleicos, el vector viral
puede introducir a nuestras células la informacion para que sean estas las
que produzcan el antigeno contra el que queremos generar una respuesta
inmune (Nascimento y Leite, 2012). Las vacunas contra SARS—cov—2 produci-
das tanto por Oxford-AstraZeneca, como por el Instituto Gamaleya (Sputnik V),
son ejemplos de vacunas que utilizan esta tecnologia (Milken Institute, 2021).

A excepcion de las vacunas que utilizan microorganismos atenuados, el
resto de las tecnologias presentan ciertas limitaciones en cuanto a la res-
puesta inmune que pueden inducir. Esto se debe a que la célula dendritica
al encontrar un microorganismo completo que alin conserva algunas de
sus funciones, puede reconocer de qué tipo de microorganismo se trata
(virus, bacteria, etc.) y que tipo de infeccion va a producir (extracelular,
intracelular o ambas) y podra brindar esta informacion a los linfocitos. Sin
embargo, cuando se utilizan tecnologias en las que solo se usan fragmentos
del patogeno, la célula dendritica no recibe informacion sobre el contexto
en el que llegaran esos antigenos en una infeccion natural y puede solicitar
a los linfocitos que produzcan armas ineficientes para combatir la infeccion.
Para superar esta limitacion, en estas formulaciones se incorporan adyuvan-
tes, un componente cuya funcion es la de estimular una respuesta inmune
apropiada hacia el antigeno al que acompana. Otra limitacion en el diseho
de vacunas es la longevidad de la memoria inmunologica generada. Esta
suele sobrellevarse mediante la aplicacion de varias dosis o refuerzos a lo
largo de la vida (Pollard y Bijker, 2020).

Como podemos ver, cada tecnologia presenta distintas ventajas y des-
ventajas. Sin embargo, todas resultan validas para obtener vacunas capaces
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de inducir una respuesta inmune, que ain sin causar la enfermedad, nos
protejan de posibles infecciones. Queda en manos de los investigadores
quienes, con su conocimiento del area e ingenio, deberan escoger las mejores
condiciones para la obtencion de una vacuna efectiva contra el patogeno
que buscan combatir.

Del laboratorio al mundo: etapas para la obtencion de una vacuna

Disenar una nueva vacuna es un proceso biotecnologico desafiante. En pri-
mer lugar, el biotecnologo necesita conocer en detalle al agente infeccioso
para el cual es necesario desarrollar una vacuna. No basta con conocer
de qué tipo de microorganismo se trata, sino que es necesario conocer
desde su secuencia genética y regiones conservadas entre cepasy a lo largo
del tiempo, hasta los mecanismos que utiliza para generar la infeccion, asi
como la respuesta inmune que es capaz de desencadenar una vez produ-
cida la infeccion (Stern, 2020). Por otro lado, es necesario recopilar toda la
informacion que ya exista sobre intentos previos para la obtencion de una
vacuna contra el patogeno en estudio o desarrollos semejantes. Es impor-
tante conocer las distintas plataformas de vacunas que previamente se han
evaluado, las vias de administracion, las dosis empleadas, los antigenos
seleccionados, el empleo de adyuvantes, entre otros. Toda esta informacion
a nivel mundial esta disponible en bases de datos cientificas como Pubmed®
(National Library of Medicine, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). A partir de
esta informacion, el biotecnologo puede realizar un primer disefo racional
del prototipo de vacuna a partir del uso de herramientas bioinformaticas,
conocido como analisis in-silico. Esta primera etapa, podra definir, cuales
seran los antigenos que incorpore en su vacuna, qué tecnologia empleara
para su desarrollo, si incorporara algiin tipo de adyuvante, entre otras (Stern,
2020). Luego de realizado el disefio, el biotecndlogo puede participar en el
desarrollo de la vacuna segin el tipo de tecnologia que se escoja utilizar,
empleando un sinfin de técnicas de laboratorio. Entre las mas utilizadas
encontramos técnicas de biologia molecular y celular e ingenieria genética.
Por ejemplo, para la obtencion de un antigeno proteico para utilizarlo en
una vacuna a subunidades se utilizan técnicas como clonado de genes,
transformacion de microorganismos, produccion y purificacion de proteinasy
acidos nucleicos, entre otras. Para esta etapa también es importante adquirir
habilidades en el manejo de técnicas de microbiologia, cultivo de células
eucariotas e incluso técnicas para la evaluacion de la pureza y calidad de
los componentes de la vacuna.

Una vez desarrollado el candidato vacunal es necesario realizar una eva-
luacion exhaustiva que comprende varias etapas hasta que llega al mercado
(Stern, 2020). La evaluacion de una nueva vacuna puede fallar en cualquiera
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de estas etapas, pudiendo ser necesario modificar algiin aspecto del desarro-
llo o comenzar nuevamente con el proceso de diseno. Las diferentes etapas
de evaluacion de una vacuna tienen como objetivo conocer su eficacia, pero
como prioridad garantizar su seguridad. Para esto, los estudios son realizados
en fases. Primero se realiza la fase preclinica y luego las fases clinicas 1, I1,
1y v (oms, 2020).

La fase preclinica incluye ensayos que permiten estudiar el tipo de res-
puesta inmune que induce la vacuna, asi como su eficacia para proteger de la
infeccion contra el patogeno objetivo. Para cumplir esta etapa, el biotecno-
logo podra realizar evaluaciones in vitro, como ensayos en cultivos celulares,
e invivo, empleando modelos animales no humanos. Son empleadas también
técnicas inmunoquimicas que, en muchos casos requieren de la utilizacion
de anticuerpos monoclonales y policlonales, los cuales, también son un
producto biotecnologico. En esta fase también se recopilan datos sobre la
seguridad del candidato vacunal a partir de la evaluacion de efectos adversos
toxicos y farmacologicos. Los resultados experimentales sobre la eficacia y
tolerancia en un modelo animal apoyan su posterior evaluacion en humanos.

En la fase clinica | se evalla la seguridad de una nueva vacunay la capa-
cidad de generar una respuesta inmune en un pequeno nimero de perso-
nas sanas, en general entre 20 y 100 adultos. Para esto se realizan ensayos
empleando diferentes dosis y vias de administracion (oms, 2020).

En la fase clinica 11 se evalGa una vacuna que fue considerada segura en
la fase | y que necesita ser evaluada en un grupo mas grande de personas
(generalmente entre 100y 300) para monitorear una vez mas la seguridad y
también los ensayos que determinaran la eficacia de la vacuna. Las metas
de las pruebas de fase 11 son informar la dosis 6ptima y el esquema de
vacunacion que se utilizara en su aplicacion final (oms, 2020).

La fase clinica 111 tiene como objetivo evaluar de forma mas completa la
seguridad y la eficacia en la prevencion de las enfermedades en una mayor
cantidad de voluntarios (entre 300 y 30 000 personas) de un mismo pais o
de varios paises que participan en un estudio multicéntrico adecuadamente
controlado. Las pruebas de fase 111 son aleatorias y doble ciego, es decir,
involucran personas que desconocen si se les aplica la vacuna experimental
o el placebo (el placebo puede ser una solucion salina, una vacuna para
otra enfermedad o alguna otra sustancia). En general es el paso anterior a
la aprobacion de una vacuna (oms, 2020).

Una vez que se desarrollaron secuencialmente las fases clinicas 1, 11 y 111
la agencia gubernamental revisa los datos de todos los ensayos y la infor-
macion de la solicitud de licencia antes de la autorizacion de la vacuna. La
revision reglamentaria puede suceder mientras ha comenzado la fabricacion
de la vacuna.

La fase clinica 1Iv comprende estudios que se llevan a cabo después de
la aprobacion y publicacion de una vacuna en uno o varios paises. Estos
estudios tienen como objetivo monitorear la efectividad de la vacuna en
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condiciones del «mundo real». En general son estudios de efectividad, sin
embargo, se siguen monitoreando los efectos adversos y secundarios que
pudieran surgir (Suvarna, 2010). Las vacunas aprobadas contra SARS—CoV—2,
que se estan utilizando en la poblacion, se encuentran en esta etapa.

El desarrollo de una nueva vacuna preventiva puede llevar hasta mas de
10 anos para superar todas las fases. Sin embargo, hemos sido testigos de
como frente a la pandemia del covip—19, fue posible desarrollar vacunas
de distintas tecnologias a tan solo 11-18 meses de secuenciado por primera
vez el virus (Milken Institute, 2021). Estos tiempos lograron acortarse no
solo debido al esfuerzo unificado de la comunidad cientifica para hacer
frente a esta situacion y al surgimiento de alianzas mundiales de inversion
publico-privadas, sino también gracias a una gran cantidad de conocimien-
tos y avances cientificos previos en materia del patogeno y en el area de la
vacunologia, que sirvieron como base para estos rapidos desarrollos.

CONCLUSION

Los biotecnologos pueden participar en las distintas etapas del desarrollo
de una vacuna. Asi también, pueden participar en etapas posteriores a la
aprobacion, tales como el escalado y la produccion industrial de la vacuna.
Para esto, como profesional de la biotecnologia es importante conocer sobre
propiedad intelectual, transferencia tecnologica y licencias de productos.
También, resulta fundamental adquirir habilidades de comunicacion que
les permitan divulgar sus resultados tanto ante la comunidad cientifica y
empresas, como frente a toda la sociedad.

Como hemos develado en este capitulo, a lo largo de la carrera el profesio-
nal en biotecnologia puede desarrollar diversas habilidades y competencias
que le permitan contribuir al desarrollo de nuevas vacunas y asi, a mejorar
la salud de toda la sociedad.
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5 Contribuciones de la biotecnologia
moderna al desarrollo de vacunas
veterinarias

DIEGO FONTANA

INTRODUCCION

La vacunacion es el método mas eficiente para la prevenciony el control de
enfermedades infecciosas. Luego del acceso al agua potabley la utilizacion de
jabon en lavida cotidiana de las personas, podemos decir que la vacunacion
es la contribucion de la medicina moderna que mas vidas ha salvado durante
los Gltimos dos siglos. Aunque se ha discutido ampliamente en el capitulo
anterior de este libro, podemos volver a destacar aqui la definicion de vacuna:
es todo aquel preparado o formulacion terapéutica o profilactica que logra
estimular de forma activa el sistema inmune del individuo vacunado, es decir
de generar sus propias herramientas para combatir a un agente infeccioso (o
antigeno de algin tumor, en caso de las vacunas terapéuticas para cancer).

Alo largo de la historia, las vacunas veterinarias siguieron el mismo camino
que las vacunas para uso humano en cuanto a su desarrollo o descubrimiento
respecta. Importantes cientificos como Jenner, Pasteur, Koch y muchos otros
aplicaron el método cientifico al conocimiento popular que ya existia en la
época como «nadie contrajo la enfermedad dos veces, o si lo hizo, la segunda
vez nunca fue fatal» (Tizard, 2021) 0 a practicas comunes que venian siendo
realizadas por siglos que se denominaban «variolacion». Estas consistian en
inyectar o poner en contacto un individuo sano con pus o algin fluido de un
animal enfermo, por ejemplo, vacas con viruela. Los individuos asi tratados
luego no contraian la enfermedad o lo hacian muy levemente. Estas practicas
son el origen de lo que hoy conocemos como vacunas atenuadas (Josefsberg
& Buckland, 2012; McVey & Shi, 2010).

La Organizacion Mundial de la Salud (oms) y la Organizacion Mundial de
la Salud Animal (o1E, Office International des Epizooties) han acufiado el
término «Una Salud» con el objetivo de promover acciones multidisciplina-
rias que logren una salud 6ptima para las personas, los animales y el medio
ambiente. En ese sentido, la vacunacion tanto de animales de compaiia
como de produccion es una herramienta clave para lograrlo. Tanto es asi
que durante el Gltimo siglo la vacunacion ha logrado reducir y controlar el
impacto de enfermedades infecciosas veterinarias.

El objetivo del presente capitulo es discutir brevemente las contribucio-
nes de la biotecnologia moderna al desarrollo de vacunas para uso animal,
demostrando como nuestra disciplina es una herramienta fundamental para
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la produccion de mas y mejores vacunas, generando un profundo impacto
en la salud, no solo de los animales involucrados sino también de los seres
humanos en general (tabla 5.1).

Tabla 5.1. Tipos de vacunas y sus principales caracteristicas

Caracteristicas ;Requiere
Tipo de vacuna principales adyuvante en Ejemplo
su formulacion?*

Utiliza el microorganismo
completo «debilitado

Microorganismo aleatoriamente» para cepa 19 de
atenuado que no enferme pero No Brucella
«convencional» genere una robusta res- abortus

puesta inmune

Utiliza el microorganismo
completo, «debilitado

Microrganismo ate- racionalmente» modi- cepa

nuado generado por ficando su genoma por No Tw928 de

ingenieria genética ingenieria geneética, Streptococcus
reduciendo su virulencia equi

pero manteniendo su
inmunogenicidad

Utiliza el microorganismo

Microorganismo completo, pero «muerto»

inactivado o inactivado por técnicas Si Rabia
fisicas o quimicas.

El inmunogeno es
Toxoide una toxina bacteriana Si Antitetanica
inactivada

62



Compuesto por una
porcion del microorga-
nismo, generalmente una

Porcilispcv2
(Intervet) o
CircoFLEX

Subunidad proteina estructural de Si (Boehringer)
importancia antigénica, para
expresadas de forma Circovirus
recombinante porcino

(Pcv2)

Virus de

la viruela

del canario
Utiliza un virus no pato- (Canary pox)
génico como vector de como vector

Vectores virales transferencia o «trans- No vacunal para
porte» de informacion moquillo
genética del agente caninoy
etiologico felino, rabia,

leucemia

felina, entre

otros
Fragmento de ADN 0 ARN West Nile
con una formulacion Innovator
especial para lograr la (Zoetis):

Acidos nucleicos expresion in vivo de una No virus del Nilo

0 mas proteinas inmu-
nogénicas del agente
etiologico

Occidental en
equinos

*En general para estas plataformas, aunque existen excepciones y casos

particulares.
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En la actualidad, la gran mayoria de las vacunas veterinarias disponibles
en el mercado siguen utilizando tecnologia que hoy podriamos definir como
«clasicas» o «convencionales» ya que estan basadas en microorganismos
atenuados, inactivados o toxoides.

VACUNAS ATENUADAS CONVENCIONALES

Este tipo de vacunas estan basadas en bacterias o virus que fueron «debi-
litados» por sucesivos pasajes en un hospedador no natural o en cultivo
in vitro, generandose mutaciones aleatorias en su genoma que producen
que su virulencia y patogenicidad se vea reducida, pero se mantenga su
capacidad de replicacion e inmunogenicidad. Un ejemplo es la cepa 19 de
Brucella abortus, una importante enfermedad bovina cuya vacunacion es
obligatoria en la Argentina. Esta cepa vacunal fue obtenida en 1923 a partir
de leche de vacas Jersey que fue accidentalmente olvidada a temperatura
ambiente por un ano. Esta cepa luego fue evaluada, demostrando su baja
virulencia pero su elevada eficacia en la proteccion contra esta enferme-
dad (Dorneles, Sriranganathan & Lage, 2015). Con las técnicas modernas de
biologia molecular e ingenieria genética es posible generar cepas mutantes
disenadas de forma racional y no de forma aleatoria, como se hizo durante
siglos (ver proxima seccion).

VACUNAS BASADAS EN MICROORGANISMOS MODIFICADOS
POR INGENIERIA GENETICA

La posibilidad de secuenciar genomas completos de microorganismosy los
estudios funcionales de cada uno de los genes nos ha permitido disefnar
bacterias o virus genéticamente modificados, con interesantes caracteris-
ticas como candidatos vacunales. En términos generales el objetivo final
es el mismo que el obtenido con las vacunas atenuadas convencionales:
lograr reducir la virulencia de un microorganismo y que esta nueva cepa
pueda inducir una eficaz respuesta inmune sin generar la enfermedad en
el animal vacunado.

Un ejemplo de esto es la vacuna Equilis Strepe (Msp Animal Health) para
equinos, la cual protege contra una enfermedad muy contagiosa denominada
adenitis equina. Esta vacuna viva atenuada es preparada con una cepa bac-
teriana de Streptococcus equi denominada Tw928 la cual posee una delecion
de 932 nucledtidos en uno de sus genes (esto simplemente significa que a
un gen de la bacteria se le removi6 una parte para que ya no sea funcional).
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Esta mutante fue construida por ingenieria genética, generando una cepa
vacunal muy eficaz.

Otro ejemplo es el desarrollo de una cepa quimérica del Circovirus Porcino
(pcv) como candidato vacunal para la inmunizacion de cerdos. En lo que
respecta al pcv, la cepa 1 no es patogénica y no genera enfermedad en los
animales. En cambio, el pcv2 si lo es, generando grandes pérdidas en la pro-
duccion de cerdos para consumo. En esta cepa vacunal atenuada se inserto
el gen de la proteina de capside del pcv2 en el genoma del pPcv1, generando
de esta manera una nueva cepa viral quimérica denominada pcvi1-2 (Fenaux
et al., 2004; Meeusen et al., 2007). Cuando los animales son inmunizados
con ella, la enfermedad no se genera, pero este virus es capaz de inducir la
expresion de la proteina del pcv2 in vivo, estimulando el sistema inmune 'y
generando proteccion.

VACUNAS INACTIVADAS Y TOXOIDES

Las vacunas inactivadas se basan en la produccion del agente etiologico de
la enfermedad y su posterior inactivacion por métodos fisicos o quimicos.
Normalmente, estos procesos reducen su capacidad inmunogénica debido
a que las proteinas estructurales de los microorganismos se ven afectadas
durante el proceso. Es por esto que tanto las vacunas virales inactivadas
como las bacterianas (denominadas bacterinas) son formuladas con adyu-
vantes, que son preparados que aumentan la capacidad de los antigenos
de estimular la respuesta inmune (Dellagostin, Felix y Jorge, 2017; Jorge y
Dellagostin, 2017; Meeusen et al., 2007).

Por otro lado, existen vacunas basadas en toxoides. Estos son moléculas
estructurales de las bacterias denominadas toxinas, inactivadas por calor
0 por compuestos quimicos. Si logramos inducir anticuerpos contra estas
moléculas, el cuerpo del animal vacunado estara preparado para protegerse
durante una futura infeccion.

Tanto para las vacunas inactivadas como para las basadas en toxoides es
necesario cultivar los microorganismos en cuestion para luego proceder a su
inactivacion, recuperacion y purificacion. En relacion con esto, en las Gltimas
décadas la biotecnologia moderna ha generado importantes avances tecno-
logicos, con nuevas técnicas de cultivo en biorreactor como asi también la
optimizacion de medios de cultivos especificos para cada microorganismo,
logrando incrementar considerablemente las productividades y de esta
manera reducir los costos de produccion por dosis (Ryan & Walsh, 2012).
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VACUNAS A SUBUNIDAD

Como ya ha sido descripto previamente en este libro, existen vacunas basadas
en subunidades proteicas, para lo cual se selecciona una o mas proteinas
de importancia inmunogénica del microorganismo para formar parte de la
formulacion vacunal. Utilizando técnicas de ADN recombinante y sistemas
heterologos de expresion se lleva a cabo la produccion a gran escala de
dichas proteinas. Dependiendo de las caracteristicas de las proteinas desea-
das, esos sistemas heterologos pueden ser bacterias, levaduras, células de
insecto, células animales o plantas. En todos los casos el funcionamiento
es similar: se inserta el gen o secuencia codificante de ADN en alguno de los
tipos celulares mencionadosy las células expresan dicha proteina que luego
es recuperada y purificada por diversas técnicas.

En la vacuna Bayovac de Bayer, utilizada para la peste porcina, se utilizan
células de insecto cultivadas in vitro para producir de forma recombinante
la proteina E2 del virus de la peste porcina. Una vez purificada, esta proteina
es formulada con un adyuvante oleoso. Este es un ejemplo sencillo de una
vacuna a subunidad proteica (Ryan & Walsh, 2012).

Otro tipo de vacuna viral a subunidad son las que estan basadas en parti-
culas pseudovirales o vLPs (por sus siglas en inglés: Virus—Like Particles). Las
VLPs son estructuras supramacromoleculares conformadas por las proteinas
estructurales de un virus pero que carecen de los acidos nucleicos en su
interior. Podriamos decir que son «virus vacios». De esta forma, no existe
ninguna posibilidad de que las vLPs generen replicacion viral o enfermedad
ya que no poseen la informacion genética para hacerlo (Grgacic & Anderson,
2006; Noad & Roy, 2003). Las VLPs se producen expresando en un sistema
de expresion heterologo una o mas de las proteinas estructurales de un
virus. Por sus caracteristicas intrinsecas, esas proteinas se autoensamblan
en capsides virales. Vacunas a base de vLPs existen en el mercado desde la
década del 80, cuando se aprobd para uso humano Recombivax HB (Merck),
contra la Hepatitis B. En lo que respecta a las vacunas veterinarias, en las
Gltimas décadas cientos de candidatos vacunales han sido desarrollados
utilizando esta tecnologia (Crisci, Barcena y Montoya, 2012; Liu et al., 2011) y
existen productos en el mercado de la salud animal como algunas vacunas
contra el pcv2, como Porcilispcv2 (Intervet) y Ingelvac CircoFLEX (Boehringer
Ingelheim Vetmedica) (Ryan & Walsh, 2012). En ambos casos, la proteina de la
capside del pcv2 es producida en células de insecto y purificada por técnicas
cromatograficas. Posteriormente, cambiando las condiciones fisicoquimicas
del buffer donde esta la proteina, esta se autoensambla para formar las vLPs.
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VECTORES VIRALES RECOMBINANTES

Estas plataformas biotecnologicas lo que hacen es utilizar un virus no pato-
génico para la especie de destino como vector de transferencia (o transporte)
del gen de una proteina para la cual se quiere generar respuesta inmune.
Al ser inmunizado con ese vector viral recombinante, el animal no genera
enfermedad, pero se logra la expresion in vivo de una o mas proteinas espe-
cificas de la enfermedad para la cual se necesita proteccion. De esta forma,
las células del sistema inmune que patrullan de forma constante el cuerpo
encuentran estas proteinas y activan sus mecanismos de defensas y gene-
racion de memoria inmunologica.

Uno de los vectores virales mas utilizados para el desarrollo de vacunas
veterinarias es el virus de la viruela del canario (Canarypox virus). Existen
vacunas comerciales contra el moquillo canino y felino, la rabia, el virus del
Nilo Occidental y la leucemia felina, utilizando esta plataforma tecnologica
(Poulet et al., 2007; Ryan & Walsh, 2012).

VACUNAS A BASE DE ACIDOS NUCLEICOS (ADN/ARN)

El funcionamiento de estas vacunas es muy similar al de los vectores virales,
ya que los animales vacunados son inyectados con un vector de ADN o un
segmento de ARN que posee la informacion genética para expresar in vivo
las proteinas de interés. Estas proteinas son reconocidas como extranas
por el cuerpoy se dispara la respuesta inmune deseada (Redding & Weiner,
2009). En el caso de las vacunas de ADN, las células que captan los acidos
nucleicos en el sitio de inyeccion tienen que, en primera instancia, trans-
cribirlos a ARN para que este posteriormente sea traducido a proteinas. Por
el contrario, en las vacunas a base de ARN esta molécula se encuentra en
forma de ARN mensajero, por lo cual esta listo para ser traducido por los
ribosomas y transformarse en proteinas. Estas plataformas tecnologicas
poseen muchisimas ventajas comparativas con las tecnologias previamente
descriptas y un potencial enorme para ser aplicadas en el mercado de las
vacunas. Esto se han podido ver durante la pandemia del covip—19 durante la
cual se aprobaron en el ano 2020, por primera vez en la historia, licencias de
emergencia para dos vacunas humanas anti SARS—COV—2, que estan basadas
en la tecnologia del ARNm (Pfizer y Moderna).

Actualmente, existen tres vacunas aprobadas basadas en vectores de
ADN para la prevencion de enfermedades infecciosas veterinarias. Dos de
ellas son para peces: una para el virus de la necrosis hematopoyetica del
salmon (aprobada desde 2005) y una contra una enfermedad que afecta el
pancreas de los peces, causada por un tipo particular de alphavirus del sal-
mon (aprobada en 2016). Una tercera vacuna, aprobada en Estados Unidos
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desde 2005, tiene el nombre comecial de West Nile Innovator y es utilizada
para combatir el virus del Nilo Occidental en equinos (Fomsgaard & Liu, 2021;
Ryan & Walsh, 2012).

DIVA

En el campo de las vacunas para salud animal existe un término denominado
DIVA, por sus siglas en inglés (Differenciating Infected from Vaccinated Animals),
cuyo objetivo es remarcar la importancia de lograr diferenciar dentro de un
grupo de animales vacunados aquellos que también han sido infectados por
un microorganismo. Esto es importante en algunas enfermedades cuya vigi-
lancia epidemiologica es obligatoria. Las vacunas que poseen caracteristicas
DIVA son aquellas que logran producir una respuesta inmune diferencial a
la inducida durante una infeccion y para la cual existe, por otra parte, una
técnica de diagnostico para poder evaluarla. Esto es obligatorio, por ejemplo,
para la fiebre Aftosa: para analizar si el virus esta circulando en una region y
tomar medidas acordes para su control, se llevan a cabo test serologicos de
rutina buscando detectar anticuerpos que revelen la presencia viral. Por lo
tanto, esos diagnosticos tienen que buscar anticuerpos contra proteinas que
no estén presentes en las vacunas utilizadas, de forma de poder detectar si,
ademas de haber sido vacunado, esos animales fueron o estan infectados con
el virus. De esta forma, el desarrollo de vacunas con caracteristicas DIVA es de
vital importancia para estas enfermedades. En este contexto, esta claro que las
vacunas de nueva generacion, que utilizan tecnologia de ADN recombinante y
para las cuales podemos llevar a cabo un disefio racional, eligiendo que pro-
teinas forman parte de la formulaciony cuales no, son las candidatas perfectas
para este tipo de aplicacion (Liu et al., 2013; Meeusen et al., 2007; Pasick, 2004).

CONCLUSIONES

Como hemos visto a lo largo de todo este capitulo, la biotecnologia es una
disciplina de central importancia en el desarrollo y produccion de vacunas.
Esto es asi ya que el proceso mismo de elaboracion de una vacuna es un
perfecto ejemplo de un «proceso biotecnologico»: aplicamos tecnologia para
la produccion de un microorganismo o para la expresion de una parte de
un microorganismo, para que luego este se convierta en un producto, una
vacuna. De esta forma, vemos como los avances en biotecnologia generan un
rapido avance en las plataformas tecnologicas disponibles para el desarrollo
de nuevos candidatos vacunales que son aplicados tanto para la vacunacion
de seres humanos como para la vacunacion de animales.
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6 Anticuerpos: una herramienta clave
en diagnostico e investigacion

MARIA FLORENCIA ROSSETTI - MARCOS REYES -
VIRGINIA M. TSCHOPP

No debemos dejar que se

crea que todo progreso cientifico se reduce a
mecanismos, a maquinas, a engranajes... Yo no creo
que el espiritu de aventura este en peligro de
desaparecer de nuestro mundo. Si algo veo de vital a
mi alrededor, es precisamente ese espiritu de aventura,
aparentemente inextinguible y que tanto

se parece a la curiosidad...

MARIE CURIE

INTRODUCCION

Los anticuerpos (Ac), también conocidos como inmunoglobulinas (Ig), son
proteinas del sistema inmunologico que circulan por la sangre y son capaces
de reconocer moléculas extrafias para el organismo (virus, bacterias). Una
vez que el organismo se expone a dichos compuestos exdgenos, también
llamados antigenos (Ag), los anticuerpos son producidos por los linfocitos B
para atacarlos y persisten en la sangre, ofreciendo proteccion a largo plazo
en caso de que volvamos a infectarnos. Estos anticuerpos generados por
nuestro organismo reconoceran una porcion de la molécula extrana que
es reconocida por el sistema inmunitario y se uniran a ella (Maddur et al.,
2020). Esta porcion se denomina epitopo o determinante antigénico. Los
epitopos son secuencias pequenas de aminoacidos de la cadena primaria
de una proteina o formados por una secuencia de aminoacidos a partir de
la conformacion terciaria de una proteina. Un anticuerpo puede reconocer
uno o mas epitopos del mismo antigeno. La representacion clasica de un
anticuerpo (figura 6.1) es una molécula con forma de Y que esta compuesta
por cuatro polipéptidos (dos cadenas livianas y dos pesadas). Cada punta de
la Y (paratopo) se une especificamente a un epitopo de un antigeno (Lipman
et al., 2005).

Con los avances biotecnologicos en materia de biologia moleculary celu-
lar, desde hace afnos los anticuerpos también pueden ser producidos en el
laboratorio y utilizados como herramientas valiosas y altamente confiables
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para la deteccion y cuantificacion de blancos especificos. Los anticuerpos
pueden ser policlonales (PAbs; reconocen varios epitopos de un mismo
antigeno) o monoclonales (MAbs; reconocen un Gnico epitopo) (figura 6.1).
Los primeros se producen in vivo inyectando un inmundgeno (sustancia que
desencadena una respuesta inmunologicay que contiene el antigeno) en un
animal; mientras que los segundos se producen en modelos in vitro utilizando
cultivo celular. Ambas clases de anticuerpos son utilizados en numerosos
ensayos de investigacion basica y aplicada, pero también son de utilidad en
las ciencias médicas para el diagnostico clinico y seguimiento terapéutico,
tipos de tratamientos, entre otros (Lipman et al., 2005). En este capitulo des-
cribiremos brevemente los pasos a seguir en el laboratorio para la produccion
de anticuerpos y contaremos algunos de los desarrollos llevamos a cabo
en el Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (1ISAL), CONICET-Universidad
Nacional del Litoral.

Anticuerpo Anticuerpo Policlonal Anticuerpo Monoclonal
Paratopo Paratopo
Cadenas Cadenas  Epitopo Epitopo
cortas cortas Epitopo

Epitopo
Cadenas largas

Figura 6.1. Anticuerpos Y (paratopo) se une especi-

monoclonales y policlo-
nales. La representacion
clasica de un anticuerpo
es una molécula con forma
de Y que esta compuesta
por cuatro polipéptidos
(dos cadenas livianas y dos
pesadas). Cada punta de la
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OBTENCION DEL ANTIGENO

Cuando se plantea la posibilidad de generar un Ag para la obtencion de Ac,
;en qué debemos enfocarnos? En primer lugar, lo que debemos conocer
son las caracteristicas principales de la proteina que queremos detectar
mediante los anticuerpos a generar: su locacion celular (nuclear, citoplasma-
tica, transmembrana), masa molecular, conformacion terciaria/cuaternaria,
familia a la que pertenece, si se encuentra soluble o anclada a la membrana
plasmatica de la célula u organelas, entre otras. Por otro lado, debemos
saber en qué tejido se expresa en mayor cantidad. Teniendo en cuenta que
para la produccion de anticuerpos en el laboratorio, debemos conocer la
secuencia nucleotidica que codificara a la proteina de interés y debemos
obtener dicha proteina a partir de una muestra o tejido, también es nece-
sario formularnos ciertas preguntas: ;es conocida la secuencia de ARNmM de
la misma?; ;de qué especie podré obtenerlo? ;La secuencia proteica en esta
especie es similar a la que yo quiero detectar en mi especie de interés? Una
vez conocida esta informacion, nos abocamos al estudio mas especifico de
la misma (Hendriksen et al., 2005).

En las diferentes bases de datos disponibles (Nucleotide, NCBI, otras)
podemos encontrar la secuencia proteica y nucleotidica de la proteina en
estudio (como también todas las variantes de la misma). Una vez que encon-
tramos dicha secuencia, la podemos estudiar en profundidad en alguno de
los diferentes softwares existentes para tal fin (BLAST NCBI en sus diferentes
versiones). Lo mas importante de este estudio es identificar y seleccionar
para amplificar y expresar como antigeno una porcion de la misma que sea
hidrofilica, que represente un fragmento de la proteina original que pueda
ser detectada mediante el uso de anticuerpos (es decir, que quede expuesta
para la union del Ac), que no genere dimeros con otras proteinas, que su
secuencia no sea similar a otra familia de proteinas (para evitar futuras mar-
caciones inespecificas), y que ademas, en caso de obtenerla de una especie
que no fuera en la que voy a utilizar los anticuerpos, sea similar entre ellas.
Es decir, que la porcion que elija sea conservada entre especies.

Como estrategia para la obtencion del Ag utilizamos la metodologia de
ADN recombinante que permite generar proteinas de fusion (figura 6.2). Las
mismas presentan la secuencia del fragmento de interés (la que posterior-
mente queremos detectar con el anticuerpo generado) unido a una proteina
que nos servira como «gancho o tag» para poder purificarla. La proteina tag
varia segiin el vector de expresion que utilicemos. La eleccion del vector de
expresion puede aumentar significativamente la actividad y cantidad de pro-
teina blanco en la fraccion soluble. Por ejemplo, los vectores pGEX, expresan
una proteina de fusion a Glutation S transferase (GST); estos son vectores
versatiles, expresan proteinas de fusion generalmente solubles y de facil
purificacion. Los vectores pET 32 por su parte, expresan proteinas de fusion
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a tioredoxina (TRX), que resultan altamente solubles también, lo que facilita
su posterior purificacion y utilizacion. Para clonar estos vectores y expresar
la proteina de interés se necesita introducirlos dentro de una bacteria que
tenga la maquinaria necesaria tanto para la replicacion del vector como para
la expresion de proteinas. En este caso, la bacteria huésped elegida es la E.
coli, la cual se encuentra modificada genéticamente acorde a la necesidad
de cada vector.

Las condiciones de cultivo para obtener un mayor rendimiento de proteinas
(mayor expresion) con respecto a la biomasa cosechada (masa de bacterias
obtenida por volumen de cultivo) se prueba empiricamente y depende de
muchos factores, entre los que podemos mencionar: el medio de cultivo
que utilizamos (Luria Bertani, Terrific Broth), el agregado de suplementos
en el medio (aminoacidos especiales, glicerol), la temperatura y el tiempo
de cultivo, la concentracion del inductor de expresion, cuan nociva es la
proteina de fusion para la bacteria, etcétera.

La purificacion es un paso muy importante que va a depender de la pro-
teina tag que hayamos expresado (figura 6.2). En general se utilizan columnas
pre-empacadas de diferentes volimenes que contienen el ligando de la
proteina tag. En el caso de la GsT—-tag se utiliza Glutathione Sepharosa para
su purificacion. La optimizacion de las condiciones de este procedimiento es
fundamental para obtener una elevada purezay concentracion del producto
final, y mayor rendimiento total. Por Gltimo, debemos chequear mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) el tamafio molecular de lo
obtenido, la pureza, etc. ;Si todo salié como se esperaba, resta acondicionar
la proteina y utilizarla como Ag para la produccion de anticuerpost... ;Si, recién
ahora logramos obtener el Ag!
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Figura 6.2. Obtencion del
antigeno. (1) El gen de
interés es insertado en el
plasmido dando lugar al
plasmido recombinante

que sera introducido en las
bacterias (transformacion).
(2) Algunas bacterias incor-
poran el plasmido (tienen
resistencia a antibioticos),
otras no (no sobreviven). Se
dejan crecer en un medio de
cultivo solido y cada bacteria
da lugar a una colonia. (3)

OBTENCION DE ANTICUERPOS

Expresion proteica

Bacterias Q

Colonias de
3) bacterias

/

Multiplicacién de las
bacterias

Las bacterias se repican a
un medio de cultivo liquido,
donde se multiplican. ()

Se induce la expresion de

la proteina de interés. En el
cultivo, el ADN se transcribe
a ARNm (a) y este se traduce
a proteina (b). (5) Las bacte-
rias son lisadas y la pro-
teina de interés purificada
mediante columnas de afini-
dad, para luego ser inyectada
en el modelo animal elegido
(conejo, cabra, oveja)

La eleccion de la estrategia de produccion de Ac se basa en la utilidad que
le vamos a dar, la especificidad que necesitemos, la cantidad de estudios o
ensayos en los que estara implicado, tecnologia disponible, costos, entre otros.

Anticuerpos policlonales (pabs)

Los PAbs son una mezcla de distintos anticuerpos monoclonales generados
por diferentes lineas de células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Esta
mezcla de Ig se dirige a diferentes epitopos de un antigeno especifico. Un
antigeno inyectado en animales induce una respuesta inmune que activay
diferencia las células B para que puedan producir y secretar altos niveles
de anticuerpos en la sangre (antisuero). Para la produccion de antisueros,
los animales generalmente se inyectan al menos dos veces con antigeno. La
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segunda inyeccion activara las células de memoria que producen anticuerpos
de clase IgG especificos contra el antigeno. Las células de memoria también
experimentan una maduracion por afinidad, lo que da como resultado un
conjunto de anticuerpos con una afinidad promedio mas alta. La madura-
cion por afinidad se produce debido a mutaciones en las regiones variables
del gen de las Ig, lo que da como resultado células B con sitios de union
a antigenos ligeramente alterados. Al volver a exponerse al antigeno, las
células B capaces de producir anticuerpos con sitios de union al antigeno
de mayor afinidad seran estimuladas para que proliferen y produzcan mas
anticuerpos que sus pares de menor afinidad. Para aumentar la produccion
de anticuerpos en un organismo, se utilizan adyuvantes. Los adyuvantes son
sustancias quimicas que provocan una activacion generalizada del sistema
inmunologico y a menudo se mezclan con el antigeno antes de la inyeccion
(Lipman et al., 2005).

Los anticuerpos generados por este método se denominan anticuerpos poli-
clonales porque se derivan de diferentes clones de células By el antisuero
resultante contiene numerosos anticuerpos diferentes que reaccionan al
inmunogeno inyectado. Debido a que el antisuero obtenido de animales no
solo contendra anticuerpos contra el antigeno introducido artificialmente
en el laboratorio, sino que también contendra anticuerpos contra cualquier
otro antigeno al que el animal haya estado expuesto durante su vida. Por
esta razon, los antisueros primero deben «purificarse» antes de usar los
anticuerpos para ensayos de investigacion o diagnostico.

Ademas de ratones, conejos, ovejas y pollos, que son las especies mas
utilizadas para la produccion de pAbs, también se utilizan ratas, hamsteres,
cobayos, cabras, camélidos como la llama o la alpaca, y equinos (Lipman et
al., 2005). Los isotipos de Ig, la organizacion de los genes de Ig, el mecanismo
de diversificacion y los sitios de 6rganos de diversificacion de anticuerpos
difieren entre los animales vertebrados.

Produccion de anticuerpos monoclonales (mabs)

En 1975 Kohler G. y Milstein C. reportaron por primera vez la obtencion de
MAbs especificos contra un inmunogeno determinado con caracteristicas
reproducibles y podian producirse de manera continua a partir de lineas
celulares establecidas. A diferencia de los PAbs, que se producen en ani-
males vivos, los MAbs se producen in vitro mediante técnicas de cultivos.
El proceso tradicional de produccion de mAbs comienza con la generacion
de células productoras de mabs, denominadas hibridomas, mediante la
fusion de células de mieloma con esplenocitos, células producidas en el
bazo, productores de anticuerpos (células B). Los hibridomas son células
somaticas inmortales que relinen las propiedades de las células parentales
que le dan origen: la produccion de anticuerpos especificos (proviene de las
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células B) y la capacidad de reproducirse indefinidamente (que la adquieren
de las células de mieloma). Los MAbs constituyen una clase de anticuerpos
que tienen la propiedad de ser homogéneos y monoespecificos contra un
antigeno definido (Liu Justin, 2014).

DESARROLLO Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

En los Gltimos anos, bioquimicos y licenciados en biotecnologia del Instituto
de Salud y Ambiente del Litoral de la Facultad de Bioquimica y Ciencias
Biologicas (Universidad Nacional del litoral) hemos estado llevando a cabo
la produccion de anticuerpos utilizados tanto en la investigacion basica
como aplicada, asi como también en diagnostico clinico. La mayoria de los
anticuerpos desarrollados en el Instituto son PAbs dado que presentan
especificidad hacia varios epitopos de la proteina de interés, son estables a
los cambios de pH, el volumen de antisuero obtenido es lo suficientemente
vasto como para realizar las determinaciones suficientes para varios estudios
y funcionan muy bien en cualquier metodologia. Sumado a ello, la produccion
se da a bajo costo y la complejidad de produccion es relativamente baja si
lo comparamos con MAbs. En la tabla 6.1y la figura 6.3 se detallan algunos
ejemplos de los desarrollos llevados a cabo en nuestro Instituto.

Tabla 6.1 Anticuerpos policlonales generados en el Instituto de Salud
y Ambiente del Litoral

Anticuerpo Funcion de la proteina/blanco

Ki-67 Proteina nuclear que se expresa en células que se encuentran en
proliferacion (Gomez et al, 2020). Marcador para la deteccion del
cancer de mama mediante inmunohistoquimica (Pan et al,, 2017).

Her2Neu Glicoproteina con actividad tirosina quinasa en su dominio intraci-
tosolico. Marcador para la deteccion del cancer de mama mediante
inmunohistoquimica (Wolf et al,,2014).

Wnt7/5 Proteinas de senalizacion para diferentes procesos biologicos y del
desarrollo (Vigezzi et al,, 2016).

Receptor Proteina celular que es activada por la hormona denominada
de Estrogeno B 17B-estradiol o estrogeno (Varayoud et al, 2016).

S5a-reductasa Proteina con actividad enzimatica, involucrada en el metabolismo
de androgenos y estrogenos (Rossetti et al,, 2019).
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Figura 6.3. Inmunomarcacion  nuclear). Fotomicrografias
de A) Her2Neu en una mues-  representativas de la expre-
tra de carcinoma humano de  sion de Her2Neu y Ki—-67
mama score 3* (marcacion obtenidas a partir de ensa-
de membrana) y B) Ki-67 en yos contracoloreados con
biopsia de mama (marcacion  hematoxilina de Mayer

CONCLUSIONES

Dada su especificidad, versatilidad y estabilidad, la utilizacion de anticuerpos
en las diferentes areas ha sido y sigue siendo una herramienta fundamental
para el diagnostico de numerosas enfermedades y el estudio de moléculas
claves en diversos mecanismos celulares relacionados a procesos fisiologi-
cos y patologicos. En este sentido, la biotecnologia como tal ha aportado y
continda aportando dinamicamente los conocimientos tanto teéricos como
practicos necesarios, permitiendo un continuo avance en materia de salud,
cienciay tecnologia. En los Gltimos anos, el Instituto ha sumado la posibili-
dad de generar sus propios anticuerpos, lo que expandié ampliamente las
posibilidades a nivel metodologico y ha permitido un crecimiento continuo
en investigacion, desarrollo y servicios a terceros.
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Produccion de alimentos funcionales:
una vision desde la biotecnologia

DIEGO MERCANTI - EMILIA HICK - PATRICIA BURNS

INTRODUCCION

El presente capitulo aborda el desarrollo de un alimento funcional, queso
tipo Fior di Latte adicionado de microorganismos probidticos, realizado en
el Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN) perteneciente a la Universidad
Nacional del Litoral (UNL) y al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas
y Técnicas (CONICET). El objetivo es describir el recorrido que realizamos
los cientificos, tecnologos y microbidlogos, desde la idea-proyecto hasta el
desarrollo del producto final donde nos enfrentamos con aciertos, desafios
y dudas.

La Sociedad Espafiola de Biotecnologia (SEBIOT) define a la biotecnologia de
los alimentos como el conjunto de técnicas o procesos que emplean organis-
mos vivos o sustancias que provengan de ellos para producir o modificar un
alimento, mejorar las plantas o animales de los que provienen los alimentos, o
desarrollar microorganismos que intervengan en los procesos de elaboracion
de estos (https://www.madrimasd.org/blogs/alimentacion/2007/04/25/64351).
Si bien la mayoria de las personas asocia este término con alimentos trans-
génicos, practicamente en todos los alimentos que ingerimos, ha participado
alglin proceso biotecnologico. Desde hace miles de anos, por ejemplo, el
hombre utiliza microorganismos para la produccion de alimentos fermenta-
dos como elvino, la cerveza, el pan con levadura, el queso. En estos procesos
de fermentacion, que podemos llamar de la «biotecnologia tradicional» los
microorganismos (bacterias y/o levaduras) transforman la materia prima en
productos finales. La «biotecnologia moderna», se diferencia de la tradicio-
nal en que emplea la ingenieria genética para obtener plantas, animales y
microorganismos modificados genéticamente. La ventaja principal es que
se puede introducir un gen de interés de una especie en otra distinta para
conferirle una caracteristica determinada.

El Instituto de Tecndlogos de Alimentos de los Estados Unidos (Institute of
Food Technologists; IFT, 2004) define a los alimentos funcionales como aquellos
que proporcionan un beneficio para la salud mas alla de la nutricion basica.
Un ejemplo de alimentos funcionales son los productos lacteos fermentados
adicionados de microorganismos probioticos. En los Gltimos anos, la mayor
concientizacion de la sociedad sobre la influencia de la dieta en la salud ha
incrementado la demanda de este tipo de alimentos. Este aumento en el
consumo de alimentos funcionales, minimamente procesados, mas naturales
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y beneficiosos para la salud estimula la innovacion y el desarrollo de nuevos
productos en la industria alimentaria mundial. En nuestro pais, los alimentos
funcionales mas populares y disponibles en el mercado son yogures o leches
fermentadas. En el aho 2010, La Serenisima incorporo la cepa probiotica comer-
cial Lacticaseibacillus rhamnosus GG a su linea de quesos Port Salut (https://
www.perfil.com/noticias/economia/la-serenisima-incorpora-lactobacillus-gg-a
su-linea-de-quesos-blandos-20101005-0030.phtml). No obstante, actualmente
estos productos ya no se encuentran en el mercado local.

La definicion aceptada actualmente de microorganismos probioticos fue
establecida por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (Food and Agricultural Organization; FAO) en el afio 2001y
revisada por un panel de expertos de la Asociacion Cientifica Internacional
de Probidticos y Prebidticos (International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics; 1ISAPP) en el afo 2014. La definicion consenso establece que
los probidticos son «microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del consumidor»
(Hill et al., 2014). Los géneros de bacterias mas estudiados y utilizados como
probioticos son Lactobacillus, Lacticaseibacillus y Bifidobacterium.

Los efectos sobre la salud asociados al consumo de microorganismos
probioticos estan ampliamente demostradosy se han propuesto numerosos
mecanismos para explicarlos, entre ellos: metabolizacion de carbohidratos
complejos, mejora de los sintomas de intolerancia a la lactosa, defensa con-
tra microorganismos patdgenos (a través de la produccion de compuestos
antimicrobianos y/o la competencia por sitios de adhesion y nutrientes),
modulacion de la permeabilidad de la barrera intestinal y estimulacion del
sistema inmunologico, entre otros (Dongarra et al., 2013; Vinderola y Burns,
2021). Uno de los criterios que debe cumplir un alimento adicionado de un
probiotico es que debe mantenerse la viabilidad del microorganismo en
determinada concentracion, hasta el final de la vida Gtil del producto. Por
otro lado, si el alimento es destinado al consumo humano, su efecto sobre
la salud debe demostrarse en al menos un estudio clinico en humanos (Hill
et al., 2014). En cuanto a la dosis de ingesta recomendada de probidticos en
un alimento, varios autores proponen una concentracion de 1x 10? unidades
formadoras de colonias (uUFc), con lo cual el alimento debe contener entre
10°y 107 UFC/g o mL durante la vida atil, considerando una ingesta de 100
g o mL del producto (Burns et al., 2015; Salminen et al., 2016; Cuffia et al.,
2019a; Patrignani et al., 2019).

Los productos lacteos fermentados son, en general, una matriz apta
para la adicion de probioticos; ademas, aportan nutrientes como calcio y
proteinas y son aceptados por numerosos consumidores como parte de
una dieta saludable.
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DESARROLLO DE UN NUEVO ALIMENTO FUNCIONAL.
QUESO TIPO FIOR DI LATTE

Fior di Latte es un queso blando de pasta hilada (tipo Mozzarella) con alto
contenido de humedad, elaborado con leche bovina, mediante acidificacion
quimica de la cuajada o utilizando cultivos iniciadores de bacterias acido-
lacticas (BAL) como Streptococcus thermophilus. Es un queso blanco, sin
corteza, con un ligero sabor a acido lactico que se consume a los pocos dias
de su preparacion (Cuffia et al., 2017).

La tecnologia de elaboracion de los quesos de pasta hilada tiene una etapa
de hilado que consiste en sumergir la cuajada acida en agua caliente y luego
someterla a un proceso de texturado (amasado y estiramiento) manual o
mecanico, en donde la cuajada caliente se estira haciendo que las protei-
nas formen fibras. Esta etapa permite que el producto adquiera su textura
caracteristica; no obstante, constituye el principal desafio al momento de
adicionar bacterias probioticas y mantener su viabilidad, debido a la uti-
lizacion de altas temperaturas (Cuffia et al., 2017, 2019a). En la figura 7.1 se
observa el corte de la cuajada (A), hilado (B), comprobacion del punto de
hilado (C) y formacion de los bocconcini (D) caracteristicos del proceso de
elaboracion de los quesos Fior di Latte.

Pasteurizacion Lirado Corte de cuajada

Hilado Comprobacion punto de hilado Formacion de bocconcini

Figura 7.1. Etapas del
proceso de elaboracion
del queso Fior di Latte
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Teniendo en cuenta este marco tedrico, como cientificos tecnologos y
microbiologos, nos realizamos algunas preguntas a la hora de pensar nuestra
idea-proyecto:

;Queétipo de alimentos funcionales adicionados de microorganismos pro-
bidticos existen en el mercado? ;Podemos desarrollar nuevos alimentos
funcionales? Hoy en dia, ;cual es la tendencia de los consumidores respecto
a la alimentacion? Un queso de pasta hilada tipo bocconcini (esferas) ;seria
bien aceptado por el consumidor para incorporarlo a su dieta, por ejemplo,
en ensaladas frias? ;Contamos en el laboratorio con el equipamiento y el
personal capacitado para desarrollar el producto? ;Podria ser un desarrollo
de interés para la industria? ;Existen reportes bibliograficos de este tipo de
productos? ;Se puede utilizar la tecnologia tradicional de elaboracion de este
tipo de quesos de pasta hilada o necesitamos modificarla? ;Qué microor-
ganismos iniciadores y probioticos utilizamos, son compatibles? Teniendo
en cuenta la tecnologia de elaboracion de los quesos de pasta hilada, ;qué
caracteristica de interés debemos considerar a la hora de seleccionar el/los
probiotico/s? ;A qué problema nos podemos enfrentar durante la elabora-
cion si el fermento es atacado por bacteriofagos? ;Un bacteriofago podria
atacar al microorganismo probiotico? Un alimento con mas de un probidtico
stendra un efecto sinérgico en cuanto a su potencial benéfico sobre la salud?
¢Qué modelo animal utilizamos para evaluar su funcionalidad in vivo? ;Es
un producto aceptable desde el punto de vista sensorial?

Como mencionamos anteriormente, en el mercado argentino predomi-
nan los yogures que contienen microorganismos probioticos, por lo cual, el
desarrollo de un nuevo alimento funcional como es un queso, que pueda
consumirse en platos frios o ensaladas, podria ser bien recibido y aceptado
por los consumidores y resultar de interés para las industrias lacteas que
buscan innovar y aumentar la oferta de este tipo de alimentos en el mer-
cado. Por otro lado, al momento de realizar la bisqueda bibliografica, nos
encontramos con que no existian desarrollos de este tipo, lo que avalaba
alin mas nuestra innovacion del agregado de probioticos a quesos frescos
de pasta hilada. Los trabajos publicados por Minervini et al. (2012), Ortakci
et al. (2012) y Angiolillo et al. (2014) hacian referencia a la adicion de bac-
terias probioticas microencapsuladas en alginatos o preadaptadas al calor,
adicionadas a quesos de pasta hilada.

En el INLAIN contamos con el equipamiento necesario, incluida la planta
piloto, y el personal capacitado para el desarrollo del producto. Entonces, el
primer gran desafio que se nos planteo fue si se podia utilizar la tecnologia
tradicional de elaboracion de estos quesos o si debiamos modificarla, es
decir hacerla menos «agresiva» para que, al adicionar las bacterias probio-
ticas, estas pudieran mantener su viabilidad en niveles elevados. Por otro
lado, considerando que el principal desafio es la elevada temperatura del
agua que se utiliza para el hilado de la cuajada, debiamos seleccionar cepas
probiodticas con elevada resistencia térmica.
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En cuanto al ajuste y puesta a punto de la tecnologia de elaboracion, los
parametros seleccionados como optimos fueron: acidificacion de la cuajada
(pH 5,20 £ 0,05), tiempo de hilado (10 min) temperatura del agua de hilado
(79,0 £1,0 °C), lo que implica una temperatura del interior de la cuajada de
60,0 + 1,0 °C (menor a la habitual) (Cuffia et al., 2017). Del elenco de cepas
probioticas pertenecientes a la coleccion del INLAIN, se seleccionaron los
dos lactobacilos comerciales que presentaron menor sensibilidad a la tem-
peratura (L. rhamnosus GG y Lactobacillus acidophilus LA5), simulando las
condiciones a las cuales estarian expuestas las cepas en la cuajada (Cuffia et
al., 2019 ay b). Como cultivo iniciador se utilizo la cepa comercial S. thermo-
philus sTi—14. Durante la elaboracion de queso o yogur, el rol de los cultivos
iniciadores de bacterias lacticas es el de acidificacion, mediante produccion
de acido lactico a partir de la lactosa de la leche. Esto contribuye a la coa-
gulacion, a la inhibicion del desarrollo de bacterias patogenas o alterantes
del alimento, a la vez que, en el caso de los quesos, aportan enzimas cuya
actividad es importante para el desarrollo de aroma y sabor. Los fermentos
adjuntos, en cambio, se emplean para obtener caracteristicas adicionales,
como ser la formacion de ojos en los quesos, el mejoramiento de la tex-
tura del producto, la produccion de aromas y sabores especificos durante
la maduracion de los quesos, o en el caso de las bacterias probioticas, un
efecto beneficioso sobre la salud del consumidor. Tanto cultivos iniciadores
como adjuntos pueden ser atacados por bacteriofagos (virus que infectan
bacterias, también llamados fagos), conllevando grandes pérdidas economi-
cas. Las infecciones por fagos de cultivos iniciadores se detectan facilmente
por problemas en la acidificacion, pero en bacterias probioticas son mucho
mas dificiles de notar, ya que pueden no modificar parametros observa-
bles y/o cuantificables durante la fermentacion, y requieren en general un
recuento diferencial de la/s cepa/s probidtica/s empleada/s (Briggiler Marco
y Mercanti, 2021). Para poder realizar dicho recuento diferencial, determinar
la concentracion de ambos microorganismos probioticos en el producto y
diferenciarlo también del cultivo iniciador, se ensayaron varios medios de
cultivo. Se seleccion6 agar de Man, Rogosa and Sharpe (MRs) + bilis bovina
0,15 % (p/v) (Cuffia et al., 2019a) en el cual el cultivo iniciador no fue capaz
de desarrollary ambos probioticos se diferenciaron segiin las caracteristicas
morfologicas de las colonias. Hasta el momento, los probioticos seleccio-
nados presentaban cierta resistencia térmica y se podian contar indepen-
dientemente entre ellos y del cultivo iniciador. El proximo paso consistio en
elaborar los quesos Fior di Latte. Se elaboraron 4 tipos de quesos: 1) Queso
control (en el cual solo se utilizo el cultivo iniciador S. thermophilus STI—14);
2) Queso GG (en el cual se adiciond como cultivo adjunto L. rhamnosus GG);
3) Queso L (en el cual se adiciond como cultivo adjunto L. acidophilus LA5)
y 4) Queso GL (en el cual se adicionaron ambos cultivos adjuntos). El com-
portamiento del cultivo iniciador fue el esperado, indicando que no hubo
ataque de bacteriofagos durante la elaboracion de los quesos.
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El ajuste en la tecnologia de elaboracion permitio mantener la viabilidad
de los cultivos probidticos anadidos en concentraciones superiores a 108
UFc/g hasta el final de la vida Gtil de los quesos (15 dias almacenados a 4 °C)
(Cuffia et al., 2019a), con lo cual se cumplia con los requerimientos del nivel
de probidticos requeridos en un alimento (Angiolillo y et al., 2014). Por otro
lado, se logro que los quesos tuvieran las mismas caracteristicas de textura
que si fueran elaborados con la tecnologia tradicional. De acuerdo con los
recuentos de los cultivos adjuntos (probidticos), tampoco en este caso se
observaron infecciones por fagos, aunque se debe tener en cuenta que,
como los probidticos no se multiplican en la leche o la cuajada durante la
elaboracion, son mucho menos susceptibles de ser atacados por fagos (que
en general requieren células en division activa para una infeccion eficiente).
No obstante, dicha posibilidad nunca debe descartarse, especialmente si se
usan cultivos que no sean de adicion directa a tina y requieran, por lo tanto,
pasos previos de propagacion.

L. rhamnosus GG y L. acidophilus LA5 son dos cepas probioticas comercia-
les con efectos benéficos ampliamente demostrados (De Vrese et al., 2011;
Gorbach, Doron y Magro, 2016). No obstante, cuando se incorporan a un ali-
mento, sus caracteristicas funcionales pueden verse afectadas debido, por
ejemplo, a ingredientes de la matriz alimentaria. Por esto, para un alimento
adicionado de cepas probioticas es necesario demostrar la funcionalidad
del producto final mediante ensayos in vivo. Como se menciono anterior-
mente, si bien para un alimento de consumo humano su funcionalidad debe
demostrarse en un estudio clinico en humanos, los primeros estudios in vivo
suelen realizarse utilizando modelos animales.

En este sentido, para este trabajo se evaluo6 la funcionalidad de los que-
sos frescos de pasta hilada G, L y GL (almacenados a 4 °C durante 15 dias)
utilizando un modelo de ratones BALB/c. Los animales fueron alimentados
durante 10 dias consecutivos, por intubacion intragastrica, con una suspen-
sion de los quesos en agua (recibiendo una dosis de entre 7,6 y 7,9 log UFC/
raton). Se evalud la seguridad de los quesos mediante translocacion y la
capacidad de modular el sistema inmunologico a través de la determina-
cion de la concentracion de Iga-s (inmunoglobulina A-secretoria, principal
defensa de las mucosas) en fluido intestinal y de citoquinas pro-inflamatorias
en intestino delgadoy grueso (ELISA). Ademas, un grupo de animales recibi6
el queso control (c).

En todos los casos el ensayo de translocacion resultd negativo, indicando
que los quesos fueron seguros. Por otro lado, los animales alimentados con
los quesos L y GL presentaron niveles significativamente mas elevados de
IgA-S, respecto a los quesos G y C y, el nivel de citoquinas proinflamatorias
(1L-6, TNF-a e IFN-Y) se redujo significativamente en los animales alimenta-
dos con los quesos probidticos respecto al grupo control (Cuffia et al., 2019a).

Estos resultados demuestran que los quesos L, G y GL resultaron segurosy
fueron capaces de modular la respuesta inmune en animales, incrementando
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las defensas a nivel de mucosas y disminuyendo el perfil de citoquinas
proinflamatorias. Los efectos dependieron de la cepa probiotica utilizada y
en ninguno de los casos se observo un efecto sinérgico debido al agregado
de ambos cultivos probidticos combinados, lo que confirmé que, el efecto
benéfico de los microorganismos probiodticos es cepa-dependiente y debe
evaluarse cada caso particular.

En cuanto al analisis sensorial, cuando se elabora este tipo de alimentos,
se espera que las cepas probioticas no alteren (no modifiquen de manera
negativa) las caracteristicas del alimento, o bien las mejoren. En este caso,
todos los quesos fueron aceptados por el panel sensorial, si bien se encon-
tré6 mayor sabor acido en los quesos adicionados de los lactobacilos (Cuffia
et al., 2017).

CONCLUSIONES

El aporte realizado en este trabajo, desde la biotecnologia de los alimentos,
es considerado muy valioso ya que se logro el desarrollo exitoso de quesos
frescos de pasta hilada adicionados de cepas probioticas demostrandose
su funcionalidad in vivo y su aceptabilidad sensorial, lo cual podria ampliar
la oferta de alimentos funcionales existentes en el mercado.
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8 Biotecnologia en la agroindustria: inno-
vacion y valor agregado

FRANCISCO COLOMBATTI - ANDRES MURIEL

INTRODUCCION

El eslabon de la cadena de valor de cereales y oleaginosas, conocido como
la agroindustria, nunca se ha destacado por sus procesos biotecnologicos;
a diferencia de lo que ocurre en la agricultura, el eslabon previo de dicha
cadena. En este capitulo se pretende mostrar al lector como la biotecnologia
puede aportar soluciones y alternativas a procesos que historicamente se
[levaron a cabo por medios quimicos y/o fisicos. Debido a la importancia
economica, se describiran ejemplos de la industria de molienda de soja.

ARGENTINA Y SU RELACION CON LA AGROINDUSTRIA

Durante 2020, a través de los puertos argentinos se exportaron 56,5 millo-
nes de toneladas (Mm Tn) de cereales y oleaginosas. El 11,68 % de dicha
exportacion correspondio al poroto de soja, mientras que un 64 % del total
correspondio al comercio del maiz (Terré, 2020). Sin embargo, se estima que
en 2021 la produccion de la oleaginosa sera de 45 mm Tn, contra las 50 MM
Tn del cereal (BCR, 2021). Entonces, si la diferencia en produccion es de un
10 % spor qué se exporta 3 veces mas maiz que soja? Existe una razon para
tal diferencia entre produccion y exportacion: la industrializacion del poroto
de soja. La molienda de soja (o crushing) es el proceso fisicoquimico a través
del cual se obtienen los siguientes derivados: Harina, Pellet de Cascara y
aceite de Soja. La molienda es el principal motivo por el cual en la campana
2019/2020 se exportaron 6,6 MM Tn de poroto, mientras que se exportaron
31,6 MM Tn de derivados de la soja (25,3 Mm Tn de Harina y Pellets de Soja, y
6 MM Tn de Aceite de Soja) (Sigaudo & Terré, 2021).
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LA INDUSTRIA ACEITERA EN ARGENTINA

El Complejo Oleaginoso abarca desde la produccion de granos hasta su
industrializacion (harinas y Pellets de soja, aceites crudos y refinados, subpro-
ductos procesados de la industria aceitera y biodiesel). En 2019, el Complejo
Oleaginoso fue el sector que permitio el mayor ingreso de divisas al pais,
alcanzando los 18 867 millones de USS, un 29 % del total exportado. El com-
plejo soja lidera los despachos y, en 2019, alcanzo una participacion del
89,8 % del total, mientras que el 5,0 % correspondio al complejo girasol, 4,5 %
al complejo mani, y 0,8 % al complejo olivicola (Ramseyer, 2020).

La produccion del complejo soja presenta un perfil con fuerte orientacion
al mercado externo, siendo Argentina el pais que lidera el ranking de paises
exportadores de harinas (Index Mundi, 2021a) y aceite de soja (Index Mundi,
2021b). EL 80 % de esta produccion se encuentra concentrado en la provincia
de Santa Fe.

EL CRUSHING DE SOJA

Actualmente, el método predominante para el crushing de soja utiliza sol-
ventes para extraer el aceite de la oleaginosa. El proceso de extraccion por
solvente se puede describir en tres pasos: preparacion, extraccion y desol-
ventizacion. Las principales diferencias en los procesos de extraccion por
solvente ocurren en la preparacion. Por ejemplo, una diferencia frecuente
entre los procesos adoptados por las diferentes empresas es la eleccion de
descascarar o no en la etapa de preparacion (Erickson, 1995).

Preparacion: limpieza y despalillado. Los porotos de soja atraviesan un
proceso de despalillado y descascarado previo al pasaje a través de quebra-
dores y laminadores que destruyen las paredes celulares (Erickson, 1995).

Extraccion: las laminas ingresan al extractor de aceite, en donde el aceite
es extraido mediante el solvente. Este Gltimo, mezclado con el aceite, se
envia hacia un destilador en el cual se separa el aceite del solvente, dando
lugar al «aceite crudo» (Erickson, 1995).

Desolventizacion: las laminas agotadas en aceite —pero alin impregnadas
en solvente— se envian a un desolventizador para quitar el solvente rema-
nente y de ahi, a un secador para reducir la humedad. Finalmente, las laminas
se transforman en harina de soja mediante la utilizacion de molinos martillo
que generan particulas de menor granulometria (Erickson, 1995).

Partiendo de 1000 kg de poroto de soja, se obtienen: =700 kg de harina de
soja, =200 Kg de aceite de soja y =70 kg de Pellet de Cascara de Soja (PeCaSo).
Esta transformacion es el corazon de la industria aceitera.
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ECONOMIA DEL CRUSHING

Tanto el poroto de soja como los productos obtenidos mediante la molienda
son commodities y la tecnologia de su produccion es ampliamente conociday
replicable. Estos factores vuelven a la industria del crushing un espacio muy
competitivo. Las firmas que se desenvuelven en mercados competitivos con
tecnologias idénticas —o muy similares— no deberian esperar diferencias
de ganancias entre las distintas companias, a menos que alguna adopte una
innovacion. Esta simple prediccion tiene implicancias en las expectativas
sobre los precios relativos de estos commodities.

La ganancia de una empresa abocada al crushing de soja (o Margen Maximo
Teorico, MMT) es, en términos generales:

MMT= PAceite*Q *Q *QPeCaSo_PPoroto*QPoroto

.+ . .+
Aceite PHarlna Harina PPeCaSo

Donde:

P = Precio del commodity X (poroto, harina, aceite o pecaso); mientras que
Q= Cantidad del commodity X (poroto, harina, aceite o pecaso) (Mallory, 2017)

Reemplazando en la ecuacion con los precios de dichos commidities a
mayo de 2021:

MMT= 1400 USS/Tn*0,2 Tn+425US$S/Tn*0,7 Tn+145USS/Tn*0,07 Tn—566USS/
Tn*1Tn
MMT= 21,65 USS

Si a los 21,65 USS se le restan los componentes faltantes de coGs (Cost Of
Goods Solds) tales como salarios, energia, impuestos y expensas indirectas;
se obtiene unaidea del Margen operativo que puede ganarse por cada Tn de
poroto procesado. Como la tecnologia es similar para todos los jugadores,
se espera que los margenes sean similares.

En la ecuacion, los términos estan puestos en orden decreciente de valor
por Tn. Sin embargo, el lector debe notar que el término que corresponde a
la harina es el que mas contribuye en la ecuacion. Esto se debe a que el 70 %
del poroto se convierte en harina luego de su procesamiento. La relevancia
de este commoditty nos obliga a continuar este analisis hablando sobre la
biotecnologia aplicada a la harina de soja.
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BIOTECNOLOGIA EN EL COMPLE)O OLEAGINOSO

La biotecnologia en el complejo oleaginoso es una ciencia con fuerte inci-
dencia en el primer eslabon de la cadena industrial, es decir, el campo. Es
en el campo donde anualmente se evalllan y generan nuevas variedades de
soja, resistentes a herbicidas, a eventos adversos como la sequia o estrés
bidtico (Colombatti, Gonzalez, Welchen, 201z, Lew et al., 2020), variedades que
son mas productivas (Colombatti et al., 2019, Lew et al., 2020), o se utilizan
bioestimulantes que promueven el desarrollo vegetal, o fertilizantes que
tienen componentes obtenidos mediante procesos fermentativos (Gutterson,
2014). Sin embargo, es reciente el ingreso de la biotecnologia en el segundo
eslabon de la cadena de valor del Complejo Oleaginoso: la del crushing.
Este capitulo pretende ilustrar al lector con dos procesos de biotecnologia
industrial desarrollados localmente.

BIOTECNOLOGiA EN LA HARINA DE SOJA
Sobre la problematica de Salmonella en harina de soja

Durante el periodo 2020/2021 el mundo produjo 253 MM Tn de harina de
soja o sBM (del inglés Soybean Meal) (USDA, 2021). La harina producida se
utiliza como un ingrediente alimenticio esencial en dietas destinadas a
porcicultura, avicultura acuacultura y ganaderia. Al tratarse de un alimento,
su comercializacion exige la ausencia de Salmonella, E. coli y micotoxinas
(van Eys, 2012). Los vectores de Salmonella mas comunes son los roedores,
las aves y los insectos. Controlar estas plagas deberia ser suficiente para
controlar Salmonella. Sin embargo, el tamano de las instalaciones donde
se realiza la molienda de soja y donde se almacena dicha harina, dificulta
el control de parametros microbioldgicos a través del control de vectores
(figura 8.1). Por este motivo la harina debe ser tratada antes del embarque
con mezclas de acidos organicos.
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Figura 8.1. Dimensiones de
una planta cuyo fin es el
crushing de soja. Las gran-
des dimensiones dificultan
el control de los vectores de
Salmonella

El panoramaincorpora un nivel mas de complejidad, ya que las bacterias del
género Salmonella han demostrado ser resilientes y con alta capacidad de
adaptacion a medios con baja actividad acuosa como la sBM, que contiene
en promedio 8,5-12 % p/p (GMA, 2009). En este sentido, se ha demostrado
que dependiendo del tipo de secado aplicado luego de la desolventizacion,
la tasa de supervivencia de la bacteria puede ser mayor que la obtenida
luego de un tratamiento térmico simple. Ademas, las bacterias del género
Salmonella son capaces de sobrevivir largos periodos sobre superficies en
estado de desecacion (Finn et al., 2013). Mas importante ain, Salmonella es
capaz de formar estructuras de supervivencia (comportamiento especial-
mente presente bajo estrés desecante) y entrar en estado de dormancia,
cambiando su composicion fisicoquimica. Es por estas razones, sumado a
los grandes voliimenes de sBM producido anualmente que todas las bacte-
rias del género son consideradas un problema con impacto e interés global.

La presencia de las mismas en el producto terminado se vincula con la
manipulacion inadecuada de la materia prima o del producto final o, a un
disefo irregular del equipamiento utilizado en el proceso (Farakos, Frank,
Schaffner, 2013).
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Estrategias utilizadas para combatir la presencia de Salmonella en sBm

Existen diversas estrategias para la erradicacion de Salmonella en complejos
industriales. Sin embargo, todas incluyen tres pasos basicos (Scott et al.,
20009; Chen et al., 2009a; Chen et al., 2009b):

-Control de insumos, materias primas, equiposy procesos de produccion:
se analizan diferentes puntos a través del proceso productivo buscando sitios
propicios para el crecimiento o alojamiento de Salmonella. Esta tarea puede
llevar a un rediseno o reparacion de equipos y maquinaria productiva.

-Tratamientos para la reduccion o eliminacion de Salmonella en producto
final: pueden ser fisicos y/o quimicos. Ambos ofrecen buenos resultados
para la eliminacion de Salmonella tanto de los productos finales como de
los intermediarios. Particularmente, los métodos quimicos son muy preva-
lentes, ya que la mayoria de los alimentos y, especificamente la SBM, se ven
afectados en su calidad si se los somete a un tratamiento térmico después
del proceso productivo. Los quimicos cominmente utilizados para erradicar
Salmonella de la sBM (acidos grasos de cadena corta y sus sales conjugadas
como tales como acido: propionico-propionato, acético-acetato, lactico-
lactato y formico-formiato) son altamente corrosivos, toxicos, irritantes, de
dificil aplicacion y costosos. Ademas, con este tipo de tratamientos, se han
reportado numerosas alertas por presencia de Salmonella.

-Control poblacional post produccion: seguimiento de posibles brotes de
Salmonella en producto terminado y envasado.

La solucion biotecnologica al problema de la Salmonella

Desde hace tres décadas se estudia el efecto de los microorganismos pro-
bidticos sobre diferentes matrices alimenticias (FAO /WHO, 2002; Soccol et al.,
2010). Distintos estudios han demostrado que los productos de fermentacion
—metabolitos— producidos por cepas probioticas son los responsables de la
capacidad moduladora que estos microorganismos tienen sobre Salmonella
(Tejero—Sarinena et al., 2012).

En el afio 2010, Molinos Agro sA (en ese entonces Molinos Rio de la Plata
sA) decide construir la primera planta de fermentacion de cepas del género
Lactobacillus con el fin de aprovechar sus productos fermentativos para el
biocontrol de Salmonella spp en sBM (figura 8.2a). La planta en cuestion per-
mite fermentar cinco cepas de Lactobacillus y una cepa de Propionibacterium,
para luego generar una mezcla de fermentos que posteriormente se agrega a
la sBM por aspersion directa en la linea de produccion (Colombatti, Palacios,
Ventrici, 2014).

El proceso fermentativo se inicia de forma tradicional, creciendo las bacterias
desde viales a -80 °C a placas de petri, para luego obtener inoculos escala-
bles hasta que el volumen generado sea suficiente para iniciar rapidamente
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la fermentacion en 1500 L (figura 8.2.c). La fermentacion a escala industrial
se realiza durante 36 ha 37 °c + 1°Cy cada cepa se fermenta por separado.
Luego, estas cepas se enfrian, se mezclan en un tanque de stock (figura 8.2.b)
y finalmente se dosifican sobre la SBM antes de su almacenamiento (figura
8.2.d) (Colombatti, Palacios, Ventrici, 2014).

La actividad anti-Salmonella del producto ha mostrado una eficiencia del
99,99 %. La dosificacion de 200 mL de la mezcla probiotica sobre 1 Tn de SBM
consigue prevenir brotes, eliminar y proteger a futuro contra Salmonella.

La eficiencia de la mezcla para eliminar la Salmonella se debe tanto al
producto fermentado como al desarrollo de un sistema particular de dosi-
ficacion. La sBM es asperjada con la mezcla de forma directa en una caida
entre dos cintas transportadoras y es mezclado por roscas especiales que
aseguran la distribucion homogénea del producto en toda la sBm (figura
8.2.d y e). Solucionar la homogeneidad de aspersion en matrices de bajo
contenido acuoso ha sido un desafio para la puesta a punto de la planta de
fermentacion (Colombatti, Palacios, Ventrici, 2014).

La elevada eficiencia de la mezcla propicia el requerimiento de infraestruc-
turas pequenas, debido a los pequenos volimenes de mezcla anti-Salmonella
que se emplean. Ademas, este producto tiene un costo de produccion acep-
table, teniendo en cuenta que el mercado objetivo es de commodities. Otra
diferencia competitiva de este producto es la inocuidad tanto para el ser
humano como para el medio ambiente y los equipos industriales. Su origen
biologico basado en la utilizacion de bacterias GRAS (del inglés Generally
Recognized as Safe, generalmente reconocidas como seguras) lo catalogan
como un producto de bajo riesgo de manipulacion, asi como también de baja
tasa de corrosion de los equipos metalicos.
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Figura 8.2. Esquema del
sistema de aspersion de
la mezcla anti-Salmonella.

Se puede destacar una
etapa de produccion (a, by
c)y una etapa de aplicacion

a) Planta de fermentacion,
vista exterior. b) Tanques de
stock. ¢) Fermentadores de
1500 L. d) Circuito de asper-

sion de producto terminado.

El recorrido de la tuberia
se indica en celeste. e) Pico

aspersor en funcionamiento.

(dye). Las cepas fermen-
tadas en ¢ se mezclan en el
tanque de stock mostrado
en by desde alli se asper-
jan sobre la harina de soja,
que puede estar a cientos
de metros de la planta de
fermentacion.

BIOTECNOLOGIA EN EL ACEITE DE SOJA
Composicion del aceite de soja

El aceite crudo de soja es la denominacion de una mezcla compleja com-
puesta por triacilgliceroles (componente mayoritario), diacilglicéridos (DAG),
monoacilglicéridos (MAG), acidos grasos libres (FFA, por sus siglas en inglés
Free Fatty Acid), fosfolipidos (pPL, del inglés Phospholipids), esteroles, toco-
feroles, trazas metalicas y otros compuestos minoritarios (Hammond et al.,
2005). El tipo y la cantidad de impurezas dependen de las condiciones de
crecimiento de las plantas, del manejo y almacenamiento de las semillas y de
la tecnologia utilizada para el crushing (molienda) del poroto de soja (Zhang,
Koseoglu, Rhee, 1994). Como ocurre con la SBM, para poder ser comercializado,
el aceite de soja debe cumplir con especificaciones de calidad. La principal
impureza del aceite de soja esta constituida por los PL (2-3 %) seguidos, en
cantidades significativamente menores, por los FFA. El contenido de PL en
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aceite se mide como «contenido de fosforo (P)» y se expresa en ppm. El aceite
crudo tiene un contenido de P que oscila los 800-1200 ppm. El proceso que
permite la obtencion de aceite con menos de 200 ppm de P se denomina
«desgomado» (Anderson, 2005). El aceite que se obtiene luego de quitar
estos compuestos (PL y FFA) se conoce como «crudo desgomado». Dicho
aceite contiene un nivel de P menor a 200 ppmy acidez menor al 1 %. Dentro
de la categoria de aceites, el «crudo desgomado» de soja es el commodity
(producto genérico) que mas exporta la Argentina.

Desgomado de aceites
Los PL de soja se componen de fosfatidilcolina (pc), fosfatidiletanolamina

(pE), fosfatidilinositol (p1) y acido fosfatidico (PA) (Galhardo & Dayton, 2012),
segiin la proporcion detallada en la tabla 8.1.

Tabla 8.1. Composicion de PL del aceite de soja y capacidad de hidratacion
de los mismos

Fosfolipido (pL) Distribucion relativa Tasa relativa

de PL (%) de hidratacion (%)
Fosfatidilcolina 47 100
Fosfatidilinositol 24 Lty
Fosfatidiletanolamina 20 16
Acido fosfatidico 9 8,5

Los PL con grupos funcionales como colina e inositol tienen mayor afinidad
por el agua y se los conoce como PL hidratables; son los responsables de
elevadas pérdidas durante el refinamiento debido a sus propiedades emul-
sionantes. La fosfatidiletanolamina, el acido fosfatidico y sus sales (Ca, Mg
y Fe) tienen menor afinidad por el agua y son conocidos como fosfolipidos
no hidratables (NHP, por sus siglas en inglés).

La hidratacion de los PL da origen a la formacion de una emulsion insoluble
en la fase oleosa, conocida como «gomas». Las gomas deben ser removidas
ya que tienden a descomponerse, alterando las propiedades del aceite. El
desgomado es el paso donde se genera la mayor pérdida asociada al refi-
namiento del aceite. Existen diferentes métodos que permiten la remocion
parcial o total de los PL del aceite vegetal: desgomado por agua, o desgo-
mado enzimatico.
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Desgomado acuoso

El desgomado por agua (o por hidratacion) es un proceso comin para la
eliminacion de pL de aceites crudos con alto contenido de pL hidratables
(Indira et al., 2000). Para llevar a cabo este tratamiento, el aceite a 80 °C se
mezcla con agua (la cantidad agregada se calcula en base a la concentra-
cion estimada de pL en el aceite) y se mantiene esta mezcla en agitacion
durante 20-60 minutos. La hidratacion de los PL causa su aglomeracion en
la interfase agua-aceite formando las gomas, que pueden ser separadas por
centrifugacion. El desgomado acuoso es un tratamiento que permite que las
gomas obtenidas se puedan transformar en productos tales como lecitinas,
que se destinan a maltiples usos, tanto alimenticios como industriales (van
Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008). EL P remanente en el aceite proviene, prin-
cipalmente, de los fosfolipidos no hidratables. Las gomas se componen de
PL, aceite y agua mientras que las de origen acuoso contienen hasta un 33 %
de aceite atrapado que no puede separarse fisicamente o ser recuperado
de la emulsion, lo cual representa una pérdida significativa en el proceso.

Desgomado enzimatico

Las mermas durante el desgomado acuoso (indicador de la eficiencia del
desgomado) dependen fuertemente de la cantidad y calidad de los PL a
remover del aceite. La Gnica forma de reducir las pérdidas es modificando la
naturaleza quimica de los PL. Esto se consigue mediante la accion de enzimas,
en un proceso denominado desgomado enzimatico (Dahlke, 1998; Yang et
al., 2006). El desgomado enzimatico fue reportado por primera vez en 1990
bajo el nombre de Proceso EnzyMax® (Dahlke, 1998; Aalrust et al., 1992), y
fue posteriormente mejorado mediante el uso de fosfolipasas de diferentes
origenes. Sin embargo, no se desarrollo a escala industrial hasta el ano 2010.
Las fosfolipasas actian hidrolizando los fosfolipidos y generando produc-
tos mas hidrofilicos, facilitando de esta forma la remocion de estos en la
fase acuosa y disminuyendo la retencion de aceite en las gomas (Yang et al.,
2006; Aalrust et al., 1992). Las fosfolipasas pueden clasificarse, de acuerdo
con la posicion del sitio de hidrolisis de la molécula sobre el que actian,
como PLA1, PLA2, PLB, PLC O PLD. Las posiciones de los enlaces éster sobre
los cuales actlan estas diferentes fosfolipasas se detallan en la figura 8.3.
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La reaccion enzimatica cambia la naturaleza del fosfolipido. Las PLAs catali-
zan la remocion de un acido graso generando un lisofosfolipido mas soluble
en agua que su precursor; las PLCs catalizan la hidrolisis del grupo fosfato
generando DAG soluble en el aceite y grupos fosfato hidrosolubles (Figura
8.4). Las PLCs se agrupan en distintas subfamilias segiin su especificidad de
sustrato. Las Pc—PLC (EC 3.1.4.3) catalizan la hidrolisis del grupo fosfato de la
fosfatidilcolina (pc), fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (Ps), mien-
tras que las P1-PLC (EC 4.61.13) hidrolizan preferentemente el fosfatidilinositol
(p1) (Borrelli & Trono, 2015). Hasta el momento solo cuatro enzimas se han
utilizado vy utilizan a nivel industrial: PLA2 (Rohalase ® pL—xtra, EnzyMax®),
PLA1 (Lecitase®Novo y Lecitase® Ultra de Novozymes) (Clausen, 2001, Patkar,
Tsutsumi, Vind, 2002), Pc/PE-PLC y PI/PLC (Purifine® de psm) (Gramatikova
et al., 2009; Mueller et al., 2009).
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Figura 8.4. Resultados

de la aplicacion enzimatica.
a) Desgomado utilizando
PLC. b) Desgomado utili-
zando PLA1. ¢) Desgomado
utilizando un coctel enzima-
tico que contiene PLC+PLA1.
d) Esquema del proceso de
desgomado. En d1 se mues-

Luego de 2 h de reaccion a
55 °C con agitacion suave
se obtiene el producto que
se muestra en d2. Cuando
se somete d2 a una centri-
fugacion se obtiene d3,y en
d4 se muestra la diferencia
en cuanto a la cantidad de
gomas obtenidas por un los

tra el inicio del proceso con
el aceite crudo, al cual se
le adiciona agua y enzimas.

distintos desgomados. RE:
Rendimiento Extra.

Molinos Agro: pioneros en incorporar el desgomado enzimatico

En el afio 2009, Molinos Rio de la Plata (actualmente Molinos Agro) entrd
en un acuerdo con Verenium (posteriormente adquirida y administrada por
DSM) para ser la primera empresa a nivel global en desarrollar el desgomado
enzimatico a escala industrial. Es asi como a partir de 2010, el modulo de
desgomado enzimatico funciona en la planta de Molinos Agro ubicada en
la ciudad de San Lorenzo. Con la incorporacion de esta tecnologia, Molinos
incremento la eficiencia de su proceso de extraccion. La operacion es rela-
tivamente sencilla. Comienza con la mezcla, mediante la utilizacion de mez-
cladores estaticos o dinamicos, del aceite de soja crudo con 23 % de agua
conteniendo enzimas en una dosis de 200 ppm y 0-200 ppm de hidroxido
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de sodio (cuyo fin es garantizar el pH 6ptimo de la reaccion). Dicha mezcla
se bombea hasta los maduradores, reactores cilindricos (figura 8.5.a, by c)
capaces de conservar la temperatura de reaccion (55 °c), cuyos agitadores
operan a bajas revoluciones. El objetivo de la agitacion lenta es generar
una interfase aceiteagua en la cual las enzimas puedan actuar sobre los PL.
Si la agitacion es enérgica, se puede favorecer la formacion de emulsiones
estables que impidan la reaccion enzimatica derivando en el aumento de las
mermas del proceso. Por otro lado, si la agitacion es muy lenta el recambio
molecular de la interfase podria limitar el flujo de pPL y disminuir la reaccion
por limitacion de sustrato.

Evolucién del rendimiento extra

15
'9 I I I I I | I
06

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

~

Rendimiento extra obtenido (%)
°

Periodo contemplado

Figura 8.5. Modulo de desgo-
mado enzimatico y resul-
tados obtenidos la Gltima
década. a) Foto de los tan-
ques maduradores instala-
dos en Molinos. Para lograr
2 h de tiempo de reaccion la
empresa tuvo que dividir el
caudal total de aceite en 2
lineas y colocar 2 reactores
en cada linea: 1y 1. by c)
Renders del modulo de des-
gomado donde se destacan
los maduradores 1y I1. d)
Gomas obtenidas a la salida
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de la centrifuga luego de 2 h
de reaccion en los madura-
dores. e) Resultados obteni-
dos en la Gltima década. La
evolucion de la tecnologia
permitio pasar de rindes
extras de 1,2 % hasta 2 % en
el Gltimo ano. En 2020 modi-
ficamos la linea de produc-
cion generando un proceso
totalmente novedoso y aln
mas eficiente que el desgo-
mado enzimatico tradicional.



CONCLUSIONES

En una industria competitiva como la aceitera (y cualquier otra de com-
modities) generar diferenciales es crucial, no solo para distinguirse de los
competidores sino también para mejorar la perspectiva a largo plazo. Dentro
de Molinos, hemos logrado diferenciarnos de la competencia con nuestro tra-
tamiento anti-Salmonella, y hemos generado valor mediante un incremento
en la eficiencia. Ambos saltos los hemos realizado mediante la incorporacion
de procesos biotecnologicos al mundo industrial.

Para el caso del tratamiento de la Salmonella hemos aplicado un proceso
fermentativo, y hasta 2020 se han tratado mas de 22 mm Tn de SBM sin
obtener un solo reclamo por presencia del patogeno. Mientras que para
el tratamiento de los pPL, hemos sido los primeros a nivel global en utilizar
enzimas. Estos catalizadores naturales, altamente selectivos, nos han per-
mitido aumentar los rendimientos del proceso de desgomado entre 1,2 y
2 %. Desde sus comienzos hasta enero de 2021 se estima que el aporte del
desgomado enzimatico ha sido de 130 000 Tn de aceite, traduciéndose, al
final del dia, en un importante beneficio econémico. La agroindustria y la
industria alimenticia deben ser consideradas por los licenciados en biotec-
nologia como blancos, increiblemente, poco explorados para la innovacion
y la mejora continua.
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9 Los procesos biologicos
en Biotecnologia ambiental

RAUL NICOLAS COMELLI

INTRODUCCION

La Ley de Biotecnologia de la Provincia de Santa Fe (Ley N°13.490), en su art.
1° establece que la Biotecnologia «utiliza organismos vivos, o partes de ellos,
para la obtencion de un bien o servicio Gtil para el hombre; transforma la
naturaleza, debiendo lograr un fino equilibrio entre la ética y las necesida-
des socioecondmicas, en un marco de maxima bioseguridad en funcion de
su potencial peligrosidad; y en este contexto, utiliza distintas técnicas que
permiten el mejoramiento de procesos».

EL AMBIENTE, LOS ECOSISTEMAS Y LA IMPORTANCIA
DE LA BIODIVERSIDAD MICROBIANA

El ambiente se define como el conjunto de factores y fendmenos externos a
los seres vivos y que influyen sobre estos, incluyendo tanto factores abioticos
(agua, luz, temperatura, etc.) como bioticos (otros seres vivos). Los Recursos
ambientales son todos aquellos factores que son consumidos por un orga-
nismo (nutrientes inorganicos, presas, sitios para nidacion, etc.), mientras
que las Condiciones ambientales son las caracteristicas fisico-quimicas que
determinan donde pueden desarrollarse los organismos (temperatura, pH,
salinidad, humedad, etc.). Los seres vivos establecen relaciones (flujos de
materia y energia) con el ambiente y para un mejor estudio de las mismas
se definen Ecosistemas, esto es, unidades de organizacion biolégica cons-
tituidas por todos los seres vivos de un area determinada y el ambiente en
el que viven.

La Biodiversidad podria definirse como la suma total de toda la vida en
el planeta Tierra y es un atributo de un area y se refiere especificamente a
la variedad entre organismos, comunidades y procesos biolégicos, ya sean
de origen natural o antropicos (afectados por la accion del Hombre). La bio-
diversidad microbiana es un capital natural que mantiene los ecosistemas
funcionalesy productivos. El efecto mas significativo de los microorganismos
es su capacidad para reciclar los elementos primarios que componen todos
los sistemas vivos (por e]. carbono, oxigeno y nitrogeno). La evidencia actual
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indica que las comunidades, al igual que las poblaciones que las componen,
son dinamicas y cambian continuamente a medida que cambian las condi-
ciones ambientales. El ambiente ejerce presion sobre los organismos, pre-
sentando numerosos desafios que los seres vivos deben superar para poder
sobrevivir. La eficiencia biol6gica es una medida relativa de la capacidad de
supervivenciay éxito reproductor de una especie. Un concepto intimamente
relacionado es el de seleccion natural, esto es, el éxito diferencial de los indi-
viduos de una poblacion como resultado de su interaccion con el ambiente.
La hipétesis de la perturbacion intermedia postula que las comunidades
sometidas a perturbaciones ambientales de magnitud intermedia poseen
la mayor diversidad de especies (por ej., selvas tropicales), mientras que
las comunidades sometidas a perturbaciones bajas 0 muy intensas, gene-
ralmente tienen una biodiversidad mas baja (por ej., suelos contaminados).

Uno de los mayores desafios actuales es la conservacion de la biodiversi-
dad microbiana, y de los procesos biologicos involucrados, en los ecosiste-
mas. En este sentido, el rol de la Biotecnologia resulta clave en: 1) el estudio
de los ecosistemas (para conservar, primero se debe conocer la identidad
de las especies y las interrelaciones que se establecen); 2) la evaluacion del
impacto contaminante de las tecnologias actuales sobre el medio ambiente
y buscar, de ser necesario, alternativas mas amigables (sustitucion de pro-
ductos y/o procesos), y 3) la aplicacion del conocimiento para restaurar los
ambientes afectados por la accion del hombre.

REACTORES Y PROCESOS BIOLOGICOS
EN INGENIERIA AMBIENTAL

Un Proceso Bio(tecno)légico podria definirse como la serie de etapas o acti-
vidades (operaciones) que se llevan a cabo para convertir diferentes com-
puestos (o materias primas) en diferentes productos. Estos procesos son
conducidos por microorganismos seleccionados, lineas celulares estable-
cidas o metabolitos producidos por ellos (por ej., enzimas), con el objetivo
de: 1) degradar o eliminar compuestos toxicos o contaminantes (por ej., en
tecnologias de remediacion ambiental o de tratamiento de efluentes); 2)
producir metabolitos o compuestos de interés industrial, agricola, alimenticio
o farmacéutico (por ej., biocombustibles, enzimas, vitaminas y aminoacidos,
acidos organicos, polimeros biodegradables, etc.). Se conoce como Reactor
biolégico o Biorreactor a todo recipiente o dispositivo en el que ocurren las
reacciones biologicas. En general, un biorreactor permite controlar, regular
y modificar ciertas variables criticas que pueden afectar el crecimiento de
los microorganismos o la actividad de los metabolitos que producen, entre
ellas, el pH, la temperatura, la agitacion y la concentracion de oxigeno.
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La tecnologia / ingenieria de bioprocesos emplea cepas de microorganis-
mos de interés con el objetivo de obtener: 1) una elevada cantidad celular
(biomasa), cuando el producto de interés es el propio microorganismo (por
ej., starters en la produccion de alimentos); 2) para la produccion dptima de
metabolitos (productos del metabolismo de los microorganismos), como ser
enzimas, hormonas, acidos organicos, vitaminas, antioxidantes, etcétera. El
desarrollo de las plataformas productivas (microorganismos o lineas celula-
res) involucra herramientas de biologia molecular tipicas de la Biotecnologia,
conocidas como Tecnologias del ADN recombinante, ademas del diseno de
sistemas de biorreactores eficientes, considerando las cinéticas de cre-
cimiento de los microorganismos, consumo de sustrato/s, generacion de
producto/s y posibles efectos inhibitorios.

Un Bioproceso podria dividirse en tres etapas. La primera, denominada
habitualmente upstream, comprende la preparacion, esterilizacion y/o acon-
dicionamiento del material de partida (medio de cultivo o materia prima
seleccionada) y proliferacion de los microorganismos de interés (denominado
inéculo). La segunda, el bioproceso propiamente dicho, ocurre habitualmente
en elinterior de un reactor biolégico y en las condiciones estandarizadas para
lograr la transformacion deseada, esto es, la conversion de la/s materias/s
prima/s en el producto de interés por accion de los microorganismosy/o sus
metabolitos (por ej., enzimas hidroliticas). La tercera, o downstream, incluye
todas las operaciones que ocurren «corriente abajo» del reactor. Una vez
agotado el sustrato original y lograda la concentracion deseada del producto
de interés, es necesario proceder a la separacion y purificacion de este,
hasta obtener un producto de alta pureza, calidad y listo para ser envasado
y comercializado. Estas operaciones son de naturaleza fisicoquimica e inclu-
yen centrifugacion, cromatografia, dialisis, disrupcion celular, precipitacion,
extraccion liquido-liquido, adsorcion, intercambio ionico y ultrafiltracion,
entre otras. La etapa de bioseparacion de un producto biotecnolégico incide
de manera significativa en su calidad y en el costo global del proceso, por
lo que debe seleccionarse en base al uso final del producto, estandares de
calidad y la exigencia competitiva del mercado.

PROCESOS BIOLOGICOS APLICADOS AL TRATAMIENTO
DE EFLUENTES

En general, toda actividad humana genera residuos tanto sélidos como
liquidos. Las corrientes de agua contaminada, conocidas como aguas resi-
duales (AR) o efluentes, pueden provenir de casas particulares, instituciones
o industrias, y deben ser tratadas previo a su ingreso al ambiente. Existen
diferentes parametros para evaluar la calidad de las AR: la demanda quimica
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y bioquimica de oxigeno (pQo y DBO, respectivamente) son medidas del
contenido de materia organica (mo); solidos suspendidos totales (ssT); soli-
dos sedimentables (ss); pH; temperatura; etc. Existen valores limites que
deben cumplir estos parametros, lo que depende de la legislacion vigente
en cada jurisdiccion. Por esto, el tratamiento de las AR no solo es deseable,
sino también necesario para su correcto vertido en los cursos receptores
(disposicion en el ambiente). Las AR domesticas o municipales (provenientes
de zonas urbanas, oficinas, etc.) se caracterizan por un elevado contenido
de sST y microorganismos potencialmente patogenos; mientras que las AR
industriales suelen poseer un elevado contenido de mo y ssT, ademas de
otros compuestos toxicos (metales pesados, solventes, pesticidas, etc.) segilin
el sector industrial involucrado. En general, las AR suelen contener nutrientes
(principalmente nitrogeno y fosforo) que pueden estimular excesivamente el
crecimiento de plantas acuaticas en el cuerpo receptor (fendomeno conocido
como eutrofizacion). Ademas, la descomposicion de la Mo presente en las AR
puede generar olores nauseabundosy disminuir la concentracion de oxigeno
disuelto necesaria para el correcto desarrollo de la vida acuatica.

La eliminacion de los contaminantes en las AR se realiza en Plantas de
tratamiento de efluentes, disenadas en funcion de las caracteristicas del
liquido a tratar y de las necesidades de reduccion de contaminantes. Estas
plantas aplican diferentes operacionesy procesos unitarios, los que pueden
clasificarse en: 1) primarios: emplean operaciones fisicoquimicas (tamizado,
ecualizacion, filtracion, sedimentacion y flotacion) con el objetivo de separar
particulas, regular pH, temperatura, color, olory eliminar materia elementos
que pudieran afectar etapas posteriores; 2) secundarios, los que involucran
procesos biologicos y microorganismos, con el objetivo de eliminar la materia
organica disuelta; y 3) terciarios, los que contemplan la desinfeccion (para
eliminar posibles patdgenos) y otros procesos que permitan encuadrar los
parametros a los limites de vertido.

El principio de funcionamiento de los procesos biologicos de tratamiento se
basa en la capacidad de los microorganismos de consumir la materia orga-
nica disuelta en las AR, generando productos que escapan espontaneamente
(por ej. gases), o que son facilmente separables por procesos fisicos como
la filtracion (por ej., mas microorganismos o biomasa). Los procesos biolo-
gicos se clasifican en aerobicos o anaerobicos, segiin suceden en presencia
o ausencia de oxigeno, respectivamente. Dentro de los procesos anaerobios,
los Reactores de manto de lodos de flujo ascendente (UASB por sus siglas
en inglés) son uno de los mas utilizados a nivel mundial. Estos reactores
consisten en recipientes cerrados, de seccion circular o rectangular, donde
las AR ingresan por la parte inferior y avanzan de forma ascendente por el
volumen del reactor. A medida que las AR ascienden, entran en contacto
con los microorganismos, que consumen la materia organica generando los
gases que conforman el biogas (CHA, €O, H,, etc.). Finalmente, en la parte
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superior del reactor, un sistema de separacion trifasico permite separar las
AR tratadas de los microorganismos y del biogas generado. Estos reactores
permiten tratar grandes volimenes de efluente con alto contenido de mate-
ria organica. Por otra parte, el Sistema de barros activados (SBA) se destaca
dentro de los procesos aerobios y permite un tratamiento muy eficiente de
las AR, alcanzando los valores exigidos para su vertido. En este sistema, las
AR entran en contacto con los microorganismos en presencia del oxigeno
aportado mediante aireacion forzada. Luego de atravesar el reactor, los
microorganismos son separados de las AR por sedimentacion y retornados
al reactor para mantener su concentracion. Con algunas modificaciones al
sBA, incluyendo zonas anoxicas y/o anaerobias, es posible promover el cre-
cimiento de microorganismos capaces de remover el nitrogeno y el fosforo
contenido en las AR, los cuales son muy sensibles frente a los cambios de pH
y concentracion de oxigeno disuelto. Por Gltimo, existen otros sistemas de
tratamiento ampliamente utilizados, denominados lagunas de tratamiento,
las cuales pueden operar en forma anaerobia, aerobia, o una combinacion de
ambas (facultativas). Se clasifican segiin su forma, el caudal y tipo de efluente
que reciben, y consisten en piletas que pueden llegar a ocupar hectareas,
donde se encuentran los microorganismos que van consumiendo la MO a
medida que son atravesadas por las AR. En los UASB y los SBA es posible
controlar las principales variables operativas (caudales, pH, concentraciones
de microorganismos, de Mo y de oxigeno disuelto, etc.), por lo que el rol
del biotecnologo se hace evidente: optimizar las condiciones para que los
microorganismos consuman la materia organica en el menor tiempo posible
y con el menor gasto de energia.

BIOREMEDIACION DE AMBIENTES CONTAMINADOS

El desarrollo industrial, la urbanizacion y las practicas agricolas-ganaderas
generan un importante efecto secundario sobre los ecosistemas que dismi-
nuye la calidad del aire, del agua y del suelo. Los compuestos xenobioticos,
es decir, aquellos que no se encuentran naturalmente en los ecosistemas y
son generados por las actividades antropicas (relacionadas al Hombre), se
acumulan en el ambiente afectando en forma real o potencial la salud de
todos los sistemas vivos. Dentro de este grupo se encuentran los hidrocarbu-
ros aromaticos policiclicos (HAPs), bifenilos policlorados (PcBs), insecticidas
y herbicidas, antibioticos, colorantes azoicos, combustibles, dioxinas, y meta-
les pesados, entre los principales. Se denomina xenobioticos emergentes a
aquellos que no se detectan en el ambiente en concentraciones significativas,
pero cuya acumulacion es crecientey en el futuro cercano puede superar las
concentraciones reconocidas como umbral.
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El peligro (actual o potencial) originado por la presencia de estos com-
puestos en el ambiente determina la necesidad de aplicar tecnologias para
eliminarlos o convertirlos en compuestos con menor toxicidad. Su degra-
dacion es muy lenta debido a la ausencia de rutas metabdlicas optimas o
especificas. Los sistemas microbianos, principalmente bacterias y hongos,
tienen sistemas enzimaticos amplios y versatiles, lo que les permite meta-
bolizar compuestos xenobioticos con diferente grado de eficiencia (relacio-
nado con el tiempo de exposicion al xenobiodtico y la «presion de seleccion»
que este ejerce sobre las poblaciones microbianas). La «evolucion» puede
acelerarse en el laboratorio y la biotecnologia es una herramienta para el
desarrollo de cepas con capacidad aumentada o generada de novo para la
degradacion de los xenobidticos.

Segln define la Agencia de Proteccion Ambiental (EpA) de los Estados
Unidos, las Tecnologias de Remediacion son todas aquellas operaciones
unitarias o serie de operaciones unitarias que alteran la composicién de una
sustancia peligrosa o contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o
biologicas de manera que reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del
material contaminado. Se clasifican en base a tres principios:

1) la estrategia empleada para la remediacion, pudiendo ser a) destruc-

cion o modificacion de la estructura quimica de los contaminantes;
b) extraccion o separacion de los contaminantes aprovechando sus
propiedades fisicoquimicas (volatilizacion, solubilidad, carga eléctrica,
etc.); ¢) aislamiento o inmovilizacion del contaminante mediante el
uso de métodos fisicos o quimicos;

2) el lugar donde se aplica el proceso, dado que los contaminantes pueden
ser removidos directamente del sitio contaminado (procesos in situ)
o requerir de operaciones de excavacion, dragado o cualquier otro
proceso antes de su tratamiento (procesos ex situ);

3) el tipo de tratamiento, pudiendo ser térmicos (emplean calor para
incrementar la separacion), fisicoquimicos (se basan en las propie-
dades de los contaminantes y/o del medio contaminado) o biologicos
(bioremediacion).

La Bioremediaciéon incluye todas las operaciones basadas en Procesos
Biologicos (microorganismos o sus productos metabdlicos) que permiten la
transformacion parcial (obtencion de formas menos toxicas) o total (mine-
ralizacion) de los compuestos xenobioticos. Estas tecnologias, al igual que
las de tratamiento biologico de efluentes, emplean sistemas biologicos.
Sin embargo, la diferencia clave entre ellas es el momento de aplicacion o
actuacion: mientras la bioremediacion se aplica para solucionar un problema
ambiental establecido en un medio natural (previamente ha ocurrido un
escape puntual o continuo de los contaminantes), el tratamiento de efluen-
tes se aplica para eliminar los contaminantes después de ser generados y
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antes de su disposicion en el ambiente. Las Tecnologias de bioremediacion
in situ tienen como objetivo estimulary crear un ambiente favorable para el
crecimiento microbiano a partir de los contaminantes, suministrando aire u
oxigeno (bioventeo / bioburbujeo), nutrientes (bioestimulacion), microor-
ganismos (bioaumentacion) o todos los anteriores. El conocimiento de las
caracteristicas fisicoquimicas, movilidad y persistencia de los compuestos
xenobioticos en el ambiente, asi como la existencia de rutas metabolicas
capaces de degradarlos es esencial para seleccionar las tecnologias mas
apropiadas y/o adoptar medidas correctivas eficaces.

El escenario actual de biorremediacion de compuestos xenobioticos es un

campo de constante desarrollo, enfrentando numerosos desafios, como ser:

1) las propiedades de los contaminantes;

2) su disponibilidad (depende de la solubilidad, estado de oxidacion,
adsorcion a otros componentes, etc.);

3) la toxicidad (afecta la capacidad de los microorganismos para asimilarlo
y/o metabolizarlo);

4) las caracteristicas del medio contaminado (tipo de suelo, aguas super-
ficiales o subterraneas, area contaminada);

5) las condiciones y recursos ambientales del sitio contaminado (humedad,
temperatura, disponibilidad de nutrientes, oxigeno u otros aceptores
de electrones, pH, etc.);

6) presencia en el sitio contaminado de comunidades microbianas (autdc-
tonas o anadidos al sistema) con la maquinaria metabolica adecuada
y velocidades de degradacion compatibles con un proceso factible;y

7) competencia entre poblaciones microbianas.

BIOCOMBUSTIBLES, LA CLAVE PARA LA TRANSICION
ENERGETICA

Los recursos energéticos no renovables no se renuevan a un ritmo suficiente
para una extraccion economica sostenible en la escala de tiempo humano.
En la actualidad, la principal fuente de energia son los combustibles fosiles
(petréleo y carbon). Por otro lado, la energia renovable se deriva de procesos
naturales que se reponen constantemente.

La Bioenergia, una forma de energia renovable, se obtiene a partir de la
biomasa, esto es, el material organico obtenido de organismos vivos, inclu-
yendo plantas, animales y sus subproductos y/o desechos (aserrin, paja,
estiércol, bagazo, grasas, etc.). Los Biocombustibles son aquellos producidos
a partir de biomasa, por ej., el biodiesel, los alcoholes (bioetanol, biome-
tanol y biobutanol), el biogas (biometano), el gas de sintesis (syngas) y el
biohidrogeno. Los biocombustibles se clasifican en grupos o generaciones:
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a) de primera generacion (1G), incluyen el biodiésel (obtenido a partir de
aceite de girasol, soja o colza, entre otros) y el bioetanol, producto de la
fermentacion alcohédlica mediada por levaduras a partir de cana de aziicar
y maiz, principalmente. Dado que estas materias primas son fuentes de ali-
mento, la dicotomia «alimentos versus combustibles» es un tema de amplio
debate en la actualidad; b) de segunda generacion (26), se producen a partir
de cultivos no destinados a la alimentacion o de residuos no comestibles
(aserrin, tallos, vainas, cascarillas, bagazo, y cascaras, por ejemplo. Varios
autores sostienen que estos combustibles permiten mayores ahorros en
emision de gases de efecto invernadero respecto a los 1G. Sin embargo, la
tecnologia alin no se encuentra madura debido a que la biomasa celuldsica
presenta una estructura quimica compleja y dificil de descomponer, por lo
que demanda de desarrollos tecnologicos en todas las etapas del proceso
(acondicionamiento del material, hidrolisis enzimaticay desarrollo de cepas
de levaduras con espectro aumentado de fuentes de carbono susceptibles de
ser fermentadas); c) de tercera generaciéon (3G), son aquellos que se producen
principalmente a partir de plantas acuaticas y microalgas, aunque algunos
autores también incluyen a variedades vegetales modificadas genéticamente
y no destinadas a la alimentacion (por ej., arboles reducidos en lignina o
cereales con celulasas integradas e inducibles por estrés térmico) dentro de
las materias primas. Estos combustibles resultan muy prometedores, aunque
es imprescindible mejorar la productividad de los procesos para alcanzar
una produccion a gran escala que resulte competitiva y econdmicamente
atractiva; d) de cuarta generacion (4G), por el momento son prototipos o
«pruebas de concepto» de procesos que se combinan con tecnologias de
captacion y almacenamiento de co,, es decir, abordan el concepto de bioe-
nergia con almacenamiento de carbono. La materia prima no solo se adapta
para mejorar la eficiencia de proceso, sino que se disefia para captar mas
co, durante su ciclo de vida.

Los biocombustibles representan alternativas sustentables a los com-
bustibles fosiles porque producen co,sin emisiones netas de carbono al
ser quemados, es decir, no tienen una huella de carbono. Al ser quemado,
el biocombustible libera co,, el cual es absorbido inmediatamente por las
plantas (la fuente de biomasa). Este balance hace que la biomasa no tenga
un efecto neto en la concentracion de carbono en la biosfera.

BIOPROCESOS PARA UNA AGRICULTURA AMIGABLE
CON EL AMBIENTE

La agricultura es una de las actividades fundamentales para la vida del

hombre y comprende, necesariamente, una transformacion del ambiente
natural. La agricultura moderna depende enormemente de la tecnologia
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y de la aplicacion de productos quimicos (por ej., fertilizantes, herbicidas,
insecticidas, fungicidas, etc.), los que afectan notablemente la diversidad y
calidad de los agro-ecosistemas, tiene impacto negativo y ocasionan conta-
minacion persistente del ambiente. La Tecnologia Agroecolégica promueve
la aplicacion de procesos biologicos sustentables en los ecosistemas de
produccion agricola, pecuariay forestal, conservando los recursos naturales
como el suelo, agua y biodiversidad microbiana. Uno de los principales con-
ceptos es la sustitucion de los insumos habituales por nuevos derivados de
origen natural y biodegradables. Los bioplaguicidas se derivan tipicamente
de microorganismos (bacterias, hongos, protozoos o sus productos metaboli-
cos)y pueden controlar variedades de plagas (insectos, hormigas, pulgones,
etc.)y mostrar especificidad contra ellas. Incluso, ciertas malezas pueden ser
controladas por algunos hongos; mientras que la incidencia de hongos fito-
patogenos o que causan deterioro de alimentos se puede reducir o eliminar
mediante la aplicacion de microorganismos biocontroladores (bacterias y
hongos principalmente). Por otra parte, los biofertilizantes estan formulados a
partir de microorganismos (bacterias nitrificantes, solubilizadoras de fosfato
y potasio, hongos micorrizicos, etc.) capaces de aumentar la accesibilidad de
los nutrientes por parte de las plantas. Estos microorganismos se conocen
genéricamente como promotores del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas
en inglés). Los productos biologicos formulados a base de microorganismos,
sus metabolitos, extractos vegetales o derivados de éstos, que se utilizan
para promover el crecimiento de los cultivos y controlar distintos tipos de
plagas, se denominan, en forma genérica, bioinsumos.

BIOPLASTICOS Y BIOMINERIA

La industria minera es altamente contaminante para el ambiente, requiere
grandes cantidades de energiay agua, y a menudo se encuentra emplazada en
zonas aridas y remotas, lo que dificulta ain mas el control y mitigacion de los
impactos. En general, la mineria incluye tanto la extraccion de minerales como
la de combustibles fosiles. La Biomineria comprende una serie de procesos
microbiologicos que pueden ser utilizados para la recuperacion de metales a
partir de los minerales. Esta alternativa, de menor impacto ambiental y que
requiere menor infraestructura y recursos que las tecnologias tradicionales,
puede ser utilizada con éxito para minerales de muy baja ley (bajo contenido
en el metal). La biomineria se realiza en dos pasos, llamados biolixiviacion
y biooxidacion, en los cuales los microorganismos solubilizan los metales
esencialmente a través de ataques oxidantes y/o acidos. La primera se aplica
cominmente a metales basicos, mientras que la segunda a los concentrados
y minerales de oro refractarios al sulfuro.

113



Los plasticos son materiales sintéticos obtenidos mediante reacciones de
polimerizacion a partir de derivados de petroleo, tienen cualidades suma-
mente versatiles y alta resistencia a la degradacion. Estos materiales son
parte integral de nuestra vida moderna. Sin embargo, su acumulacion en el
medio ambiente es un grave problema sin solucion. A pesar de abordar este
problema a través de diferentes procesos (incineracion, reciclaje o fotodegra-
dacion, por ej.), estas tecnologias no se consideran efectivas. Los Bioplasticos
constituyen una familia completa de materiales con propiedades diferentes
y aplicaciones especificas. Se dice que son materiales «biobasados» por-
que fueron elaborados a partir de biomasa y son 100 % biodegradables
(son completamente degradados a agua y co, en condiciones aerdbicas 0 a
metano bajo condiciones anaerdbicas) e igual de resistentes y versatiles que
los plasticos convencionales, por lo que son indicados como una alternativa
para sustituirlos. Entre sus ventajas se encuentran el ahorro energéticoy la
reduccion de la huella de carbono en los procesos de produccion, el empleo
de materias primas renovables y la reduccion de la acumulacion de residuos
no biodegradables en el ambiente, ademas de la inocuidad y capacidad de
no alterar sabores o aromas de los alimentos. Entre los bioplasticos, los
polihidroxialcanoatos (PHA) y los polimeros del acido lactico, como el pPLA
(poly-lactic acid)y el PLGA (co-polimerizado con acido glicolico) son los mas
prometedores. Estos Gltimos son compuestos de tipo poliéstery, gracias a su
biocompatibilidad, estan disponibles comercialmente para uso biomédico
(en sistemas de liberacion controlada de medicamentos, suturas quirirgicas
e implantes, entre otros.).

BIOSENSORES PARA EL DIAGN6$TICO, CONTROL
Y MONITOREO AMBIENTAL

Un Biosensor es un dispositivo integrado autonomo que utiliza un sistema
biologico (microorganismos, enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos, etc.), un
transductor (traduce la sefal emitida por el sistema biologico) y un detector
(Optico, piezoeléctrico, térmico o magnético), proporcionando informacion
cualitativa o cuantitativa especifica sobre un determinado analito. La detec-
cion de pequenas cantidades de muestras biologicas, el requisito de dano
minimo sobre el sistema para estudios in vivo, la monitorizacion in situ de
metabolitos y el aumento de la especificidad y sensibilidad (en el orden
de nanogramos o picogramos por mililitro) son algunos de los principales
desafios en el desarrollo de tecnologias basadas en biosensores, asi como la
produccion en masa de elementos de reconocimiento molecular con selecti-
vidad, afinidad y estabilidad mejoradas, técnicas de inmovilizacion, miniatu-
rizacion, determinaciones en matrices complejas y una mejor digitalizacion
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de la senal generada. Los biosensores aparecen como herramientas analiticas
adecuadas y de respuesta rapida en programas de monitoreo ambiental,
control de calidad de alimentos, agricultura, control de bioprocesos y diag-
nosticos médicos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO

La Biotecnologia Ambiental es un area en permanente desarrollo y consoli-
dacion, con un creciente interés social, en paralelo al incremento de la con-
taminaciony la degradacion del ambiente. La Biotecnologia Ambiental puede
renovar las posibilidades de prevencion de la contaminacion, tratamientos
de residuos sélidos y aguas residuales, desarrollo de nuevos productos y
procesos menos contaminantes o que empleen materias primas renovables
y aplicacion de tecnologias para la restauracion de ambientes contamina-
dos, asegurando la salud del medio ambiente a través del biomonitoreo y
la aplicacion de herramientas de biologia molecular e ingenieria genética.
En perspectiva, la Biotecnologia ambiental tiene un gran potencial para
contribuir a la prevencion, deteccion y remediacion de la contaminacion
ambiental, siendo un eslabon clave en el desarrollo sustentable de las acti-
vidades humanas actuales y futuras.
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INTRODUCCION

Se estima que para el 2050 la poblacion mundial de seres humanos alcan-
zara los 10 mil millones de habitantes (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura, FAO, 2017), lo que implica que es fun-
damental y urgente desarrollar nuevas tecnologias que permitan garantizar
la seguridad alimentaria.’ Si bien los progresos en productividad consegui-
das con el mejoramiento tradicional y la ingenieria genética han permitido
avanzar en esta direccion, se ha visto que el incremento en la produccion
de los cultivos esta llegando a una meseta o incluso reduciéndose debido
al cambio climatico y a la limitacion de superficie arable. Asi, si los habitos
de consumo y desperdicio no cambian, las nuevas tecnologias tendran el
desafio de aumentar la produccion de alimentos en un 25 % a un 100 %.
Ademas, esta mejora en el rendimiento de los principales cultivos debe
cuidar especialmente la sustentabilidad y reducir el impacto ambiental de
las practicas agricolas y ganaderas (Springmann et al., 2018).

Es por todo ello que la Agrobiotecnologia tiene un peso muy importante
en los tiempos actuales, y esperamos en este capitulo introducirlos en esta
tematica. En la figura 1041 se resumen los temas que se abordaran.

1 «La seguridad alimentaria existe cuando todas las personas tienen, en todo momento,
acceso fisico, social y econdmico a alimentos suficientes, inocuos y nutritivos que satis-
facen sus necesidades energéticas diarias y preferencias alimentarias para llevar una vida
activa y sana». Cumbre Mundial sobre la Alimentacion 1996 (FAO, 2011)
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Figura 10.1. Resumen gra-
fico. 1: célula vegetal. 2
cromosoma (ubicado en el
nicleo de la célula vegetal),
3: transformacion vegetal
mediada por Agrobacterium.
OVGM: Organismo Vegetal
Genéticamente Modificado

SOBRE LOS INICIOS DEL MEJORAMIENTO VEGETAL

El ser humano habita la tierra desde hace cientos de miles de afos. Las
primeras civilizaciones sedentarias datan de 10 000 afnos atras. Esto deja
en evidencia que la agricultura es una practica relativamente novedosa para
la humanidad (Harlan, 1992). Al principio de la agricultura, se eligieron las
semillas de las plantas con mayor rendimiento y caracteristicas agronomicas
mas favorables y se cruzaron entre si, seleccionando la nueva progenie en
funcion de sus atributos. La mayoria de los cultivos que consumimos hoy
en dia provienen de esta seleccion artificial milenaria, que lleva el nom-
bre de mejoramiento clasico o tradicional. Este método implica una selec-
cion de caracteristicas en el genoma del organismo, basada solamente en
su desempeno a campo, sin emplear técnicas de biologia molecular. La
Revolucion Verde es un hito en la historia del mejoramiento vegetal que se
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dio alrededor de 1960 (@sterberg et al., 2017). El arroz y el trigo semienanos
que presentan alto rendimiento son las variedades que, junto con la meca-
nizacion de la agricultura, dieron el puntapié inicial a esta revolucion, que
luego se extendio a otros cultivos. La mejora principal que se obtuvo con
estas plantas es que, al tener menor altura, logran enviar mas nutrientes a
sus granos y pierden menos semillas por vuelco, aumentando asi el rendi-
miento por hectarea (Evenson et al., 2003; Hedden, 2003).

SOBRE LOS MARCADORES MOLECULARES

El advenimiento de nuevas tecnologias y el incremento del conocimiento
sobre biologia celulary molecular e ingenieria genética sirvieron como herra-
mientas para desarrollar nuevas formas de mejoramiento vegetal.

Antes de avanzar, vamos a definir algunos conceptos importantes vincu-
lados con estos nuevos conocimientos:

Los genes estan ordenados en los cromosomas. El total de los cromoso-
mas, o el total del ADN contenido en una célula, nicleo u organela es lo que
[lamamos genoma. Un gen es una secuencia de ADN necesaria y suficiente
para dar origen a una proteina o enzima, necesarias para la funcionalidad
de la célula. Los genes son las unidades heredables que les confieren ciertas
caracteristicas a los organismos, como el color de las flores, el largo del tallo,
la forma de las semillas, entre muchas otras (Taiz, Zeiger, 2006). A su vez,
los mismos son regulados, es decir que su expresion puede ser nula, poca
0 mucha, o incluso puede ser diferente en distintas células, momentos del
dia y/o determinadas situaciones.

Tanto la presencia de un gen como la regulacion de su expresion pueden
ser monitoreados y/o manipulados por el hombre gracias a la Biotecnologia.

El mejoramiento genético vegetal es «el arte y la ciencia de cambiar genéti-
camente las plantas» (Sleper, Poehlman, 2006), es una rama de la agricultura
que apunta a manipular la herencia genética de las plantas para desarrollar
nuevas y mejores variedades para su uso por la sociedad.

Un marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicacion espe-
cifica en un cromosoma (punto de referencia) cuya herencia puede seguirse
en individuos de una poblacion.

Desde sus comienzos, el objetivo del mejoramiento genético vegetal ha
sido seleccionar y multiplicar individuos que presenten genes beneficiosos
para su uso agricola en funcion de las caracteristicas que aportan dichos
genes a las distintas especies vegetales. La seleccion asistida mediante el
uso de marcadores moleculares hace que este proceso de caracterizaciony/o
seleccion se vuelva mas eficiente y especifico (Levitus et al., 2010).
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SOBRE LA TRANSFORMACION DE PLANTAS
Y LAS PLANTAS TRANSGENICAS

Cuando hablamos de plantas transgénicas nos referimos a plantas que
poseen uno o mas genes foraneos en su genoma, introducidos de manera
artificial. Este ADN foraneo puede provenir de cualquier organismo, ya sea
de otras especies vegetales, bacterias, o incluso ser de origen sintético
(Steinwand, Ronald, 2020). La transformacion de plantas se utiliza tanto
con fines biotecnologicos y también con fines meramente cientificos o de
conocimiento. Es decir, por un lado, se pueden transformar plantas de interés
agrondmico para que adquieran una caracteristica deseada (investigacion
aplicada); y por otro lado, se pueden transformar plantas con fines de inves-
tigacion, como por ejemplo para dilucidar la funcion de ciertos genes involu-
crados en diferentes procesos (investigacion basica). Para hacer investigacion
basica generalmente se utilizan plantas modelo, que tienen la particularidad
de ser relativamente faciles de transformary cultivar, y su genomaya ha sido
dilucidado, entre otras caracteristicas. Podemos mencionar a Arabidopsis
thaliana y Medicago truncatula, como modelos de plantas dicotiledoneas, y
a Oryza sativa (arroz) como modelo de plantas monocotiledoneas.

Para llegar a obtener esas plantas transgénicas es necesario transformarlas.
La transformacion de las plantas consiste basicamente en la accion de intro-
ducir ADN foraneo en el genoma de una planta de interés. La metodologia a
utilizada variara segiin la planta que se desee transformar.

La transformacion de plantas incluye dos pasos distintos y consecutivos.
EL primero es la introduccion de ADN en las células vegetales y el segundo
implica la integracion de ese ADN en el genoma de la planta. Para la mayoria
de los cultivos, la obtencion de plantas transgénicas requiere de la habili-
dad de regenerar plantas desde tejidos transformados. Si bien este paso es
considerado parte del proceso de transformacion, la regeneracion es, con
frecuencia, el cuello de botella a la hora de obtener cultivos transgénicos
de interés (Altpeter et al., 2016).

Existen diferentes técnicas para transformar plantas. Las podemos dividir
en técnicas de transferencia directa de ADN y en técnicas basadas en vecto-
res biologicos. Las de transferencia directa a su vez pueden subdividirse en
técnicas mecanicas, como la electroporacion y la biobalistica, y en técnicas
quimicas, como las que utilizan polietilenglicol (PEG) o calcio. Las técnicas
basadas en vectores biologicos pueden utilizar la bacteria Agrobacterium
(A. tumefaciens o A. rhizogenes) o pueden ser mediadas por virus vegetales.
Dentro de este grupo, Agrobacterium tumefaciens merece ser mencionada
especialmente, ya que es ampliamente utilizada por diversos protocolos de
transformacion para diferentes especies vegetales. Esta bacteria se caracte-
riza por ser un patogeno que usualmente ataca a las plantasy que de manera
natural ha adquirido la capacidad de transferir su material genético dentro
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de las células vegetales y de integrar ADN foraneo al genoma de la planta que
infecta (Taiz, Zeiger, 2006). ELhombre ha hecho uso de esta capacidad y utiliza
a Agrobacterium como herramienta biotecnologica en la transformacion de
plantas. Es necesario destacar que las plantas de interés agronomico suelen
ser recalcitrantes a ser transformadas, pero también son las mas atractivas
desde el punto de vista biotecnologico. En este capitulo hacemos hincapié
en la transformacion vegetal para lograr mejorar los cultivos, pero es impor-
tante destacar que las plantas transgénicas también se pueden utilizar como
biofabricas de moléculas de alto valor agregado o para fitorremediacion de
suelos contaminados.

Nuevas tecnologias: CRISPR

Como mencion especial, vamos a hacer foco en la edicion génica. La diferencia
mas importante respecto de la transformacion es que la edicion génica nos
permite dirigir la modificacion que queremos realizar exactamente al lugar del
genoma que nos interesa. A su vez, esta tecnologia es muy versatil, permite
la incorporacion de uno o mas genes, la eliminacion de copias defectuosas
de un gen o incluso la insercion o delecion de fragmentos muy pequenos
de ADN. Esta Gltima opcion es muy interesante a nivel biotecnologico ya
que, segin la metodologia empleada, podria asemejarse a un proceso de
evolucion natural.

En 2012 se conocio un mecanismo por el cual las bacterias se defienden
de las infecciones virales (Jinek et al., 2012) y dos mujeres encontraron la
manera de emplear la proteina que actiia en esa defensa (Cas9) en la edicion
del genoma de organismos eucariotas. Emmanuelle Charpentier y Jennifer
Doudna han sido galardonadas con el Premio Nobel en Quimica 2020 por
dicho descubrimiento, lo cual marca un hito ya que fue la primera vez que dos
mujeres ganan un Premio Nobel en Ciencias. La tecnologia tiene un nombre
complejo que simplificamos llamandola por su sigla en inglés cRISPR—Cas9.
La proteina Cas9 junto con la maquinaria de reparacion celular realizan la
edicion génicay, luego de ello, se puede eliminar de la planta el gen de Cas9
(Jansson, 2018). Esta eliminacion, junto a la opcion mencionada mas arriba,
resultan muy importantes al momento de proyectar el uso tecnologico de
plantas de interés agronomico, ya que se pueden obtener plantas edita-
das consideradas no—«organismos vegetales genéticamente modificados»
(no—ovGM). En la actualidad, existen resultados exitosos del uso de esta
tecnologia en Arabidopsis o tabaco, y en cultivos de interés comercial como
tomate, arroz, soja y maiz (Song et al., 2016).
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TRABAJANDO CON CULTIVOS

Como establecimos previamente, es muy importante desarrollar cultivos
sustentables con mayor productividad y resiliencia a condiciones adversas.
Hasta el momento, la gran mayoria de los eventos transgénicos aprobados
confieren tolerancia a herbicidas y/o insectos (International Service for the
Acquisition of Agri-biotech Applications: 1SAAA), los llamados «transgénicos
de primera generacion». Uno de los casos mas conocidos los constituye los
cultivos tolerantes al herbicida glifosato, que generan una proteina vegetal
modificada (EPSPs), haciendo a las plantas resistentes a los herbicidas.
Otro de los cultivos mas empleados en el campo son los Bt, que presentan
resistencia al ataque de ciertos insectos porque producen proteinas insec-
ticidas de la bacteria Bacillus thuringiensis (Ej.: Cry, Vip; Roush, Shelton,
1997; Tabashnik, Carriére, 2017). Las proteinas Bt no causan dafo sobre otros
organismos, incluyendo al humano.

En nuestro pais estan aprobados para su cultivo maiz, soja y algodon trans-
génicos con diferentes combinaciones de tolerancia a herbicidas vy resis-
tencia a insectos, y casi la totalidad de la superficie sembrada con estas
especies corresponde a cultivos genéticamente modificados (www.argenbio.
org). También se encuentra aprobada la comercializacion de papa transgé-
nica resistente al virus Y de la papa (PvY), de alfalfa transgénica tolerante
al glifosato y con disminucion en el contenido de lignina, y de cartamo que
produce quimosina bovina en su semilla. Asimismo, en Argentina se han
aprobado eventos de soja y trigo HB4. En ambas especies se introdujo un
factor de transcripcion llamado HaHB4 que pertenece a girasol (Heliantus
annus) con el objetivo de que toleren condiciones de estrés abiotico. La
aprobacion de la comercializacion de la soja y el trigo HB4 se encuentran
condicionadas a la desregulacion de los eventos en China y Brasil, respec-
tivamente, que son los principales importadores de semillas. Estos cultivos
representan las primeras tecnologias de ovGM con mayor rendimiento y
aumento de la tolerancia al estrés por sequiay calor. Es necesario destacar
que la tecnologia HB4, tiene sus inicios en una investigacion basica de la
Facultad de Bioquimicay Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del
Litoral (FBCB-UNL) de Santa Fe, llevada adelante por docentes e investiga-
dores del Instituto de Agrobiotecnologia del Litoral (UNL-CONICET). El trigo y
la soja HB4 constituyen dos de los tres desarrollos nacionales que incluyen
desde el descubrimiento de la funcion del gen de interés y el patentamiento
de la tecnologia por una institucion puablica, hasta la licencia y posterior
colaboracion piblico-privada con una empresa nacional para llevar a cabo
las transformaciones de los diferentes cultivos, los ensayos a campo y los
tramites regulatorios necesarios para obtener los productos comercializables.
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OVGM Si... OVGM no...

La controversia sobre el uso seguro de los transgénicos esta en discusion
desde los inicios de su implementacion en Argentina en el afio 1996. Sin
embargo, hasta la fecha no hay estudios fehacientes que comprueben que
las plantas transgénicas en si sean peligrosas. Se ha detectado que una serie
de especies que consumimos habitualmente de forma «segura» hace cien-
tos de afios, como la batata, la banana, el mani, los arandanos, entre otras,
contienen en su genoma material genético proveniente de Agrobacterium
(Matveeva, Otten, 2019), por lo que pueden ser considerados «OVGM natu-
rales». Por otro lado, si existen evidencias de la incidencia negativa del uso
desproporcionado de herbicidas y pesticidas para la salud humana, y es
importante que desde el Estado se establezcan las regulaciones necesarias
para impedir su «mal uso» (Rueda—Ruzafa et al., 2019).

Podemos destacar que la implementacion de cultivos transgénicos ha permi-
tido hasta el momento una reduccion en las pérdidas de rendimiento y costos
de produccion, haciendo de esta manera que la actividad agropecuaria sea
mas sencilla, eficiente y provechosa para los agricultores (Brookes, Barfoot,
2016; Paul et al., 2018). Gracias a los cultivos de primera generacion se logro
una disminucion en el uso de pesticidas y se reemplazaron herbicidas mas
toxicos por otros con menor impacto ambiental. El menor empleo de maqui-
naria, fruto de estas mejoras, redujo también la emision de co, (1SAAA, 2017).
Asimismo, la seguridad de estos cultivos es evaluada exhaustivamente, dado
que para su aprobacion necesitan pasar por examenes estrictos de inocuidad
ambiental y alimentaria, lo que no ocurre para variedades mejoradas por el
método tradicional (ISAAA, 2017). Sin embargo, la mala percepcion piblica de
los transgénicos sumada al costo elevado que representa financiar el largo
camino desde que la planta transgénica es obtenida en el laboratorio hasta
que sale al mercado hacen necesarios el desarrollo de nuevas tecnologias
que sean consideradas no OVGM.

SOBRE COMO HACER BIOTECNOLOGIA VEGETAL SIN UTILIZAR
PLANTAS MODIFICADAS GENETICAMENTE

Si bien existen numerosos estudios que demuestran los beneficios economi-
cosy ambientales del uso seguro de transgénicos en los 20 anos transcurridos
desde su aprobacion (Brookes, Barfoot, 2016; Kliimper, Qaim, 2014; Smyth
et al., 2015), es importante desarrollar tecnologias alternativas que eviten
la transgénesis o cuyo producto final no sea una planta transgénica ya que
no se puede asegurar de manera fehaciente este impacto en la evolucion
de la especie.
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Volver a los principios, pero con herramientas actuales

Existen varios ejemplos de cultivos donde se complementan los conoci-
mientos actuales de bioquimica y biologia molecular con los métodos de
mejoramiento clasico. Uno de ellos es Beneforté®, el «super brocoli». Esta es
una variedad mas «sana» que la que encontramos en nuestras verdulerias
porque tiene tres veces mas cantidad de glucorafaninas, un componente
normal del brocoli, que nos protege contra el cancer y enfermedades car-
diovasculares (Traka, Mithen, 2009; Traka et al., 2013). El «slper brocoli» es
una nueva especie que se logré mediante la cruza de una brasicacea salvaje,
con alto contenido de glucorafaninas, con el brocoli. La especie salvaje fun-
ciond como fuente de nuevos genes que incrementan los niveles de estos
compuestos en el brocoli que consumimos. Otro ejemplo lo encontramos
en lafrutilla que consumimos hoy en dia, que es una cruza entre la Fragaria
chiloensis que posee frutos grandes, pero no muy sabrosos, y la Fragaria
virginiana con frutos pequenos, fragiles, pero muy sabrosos (Vergauwen, De
Smet, 2019). El tomate es otra especie sobre la que se esta trabajando en este
sentido. Como es ampliamente cultivado, hay disponible un gran abanico de
semillas y esta riqueza de variabilidad es una importante fuente de genes.
Hay grupos de investigacion que estan estudiando maneras de modular el
contenido de azlicares y carotenosy la arquitectura de las plantas de tomate
para su mejora usando herramientas de genética moderna, pero sin emplear
edicion génica (Levin et al., 2004).

La naturaleza a nuestro favor: agroecologia

El objetivo de la agroecologia es optimizar las interacciones entre las plan-
tas, los animales, los seres humanos y el medio ambiente, teniendo en
cuenta, al mismo tiempo, los aspectos sociales que deben abordarse para
lograr un sistema alimentario justo y sostenible. Esta disciplina engloba al
mejoramiento vegetal en el contexto de un ecosistemay como parte de una
economia sustentable que garantice la seguridad alimentaria. La agroecolo-
gia utiliza sistemas de cultivo mucho mas complejos que los tradicionales,
que involucran a varias especies y también requieren de un manejo mas
laborioso. Es por este motivo, que una de las criticas fundamentales a este
tipo de sistemas es que no son facilmente aplicables en grandes superficies
(Tittonell, 2019).

El cambio climatico que estamos atravesando genera episodios de estrés
extremo y refuerza la necesidad de sistemas de produccion que sean capaces
de garantizar la seguridad alimentaria. Para lograr esta meta, la resiliencia
es una caracteristica fundamental en los cultivos (Altieri et al., 2015). La
agroecologia se plantea entonces como una practica agricola que responde
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a esta demanda. La biodiversidad que este modelo propone utilizar mejora
la funcion del ecosistema porque componentes que parecen redundan-
tes frente a condiciones adversas se diferencian y amortiguan los cam-
bios medioambientales (Lin, 2011; Renard, Tilman, 2019). En nuestro pais
la agroecologia es una disciplina en desarrollo. La Universidad Nacional
de Rio Negro es el Gnico lugar donde se dicta la carrera Licenciatura en
Agroecologia. También hay instituciones y agrupaciones que dictan cursos
como el Movimiento Campesino de Santiago del Estero (MoCASE), Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)) y proyectos como el de la Chacra
Experimental Integrada Barrow (INTA) que evalGan la utilizacion de la agro-
ecologia en cultivos extensivos.

Si bien hasta el momento no se incluyen cultivos transgénicos en las practi-
cas agroecologicas, es interesante revisar con mas detalle los motivos de este
quiebrey lograr un dialogo que permita una sinergia entre estas disciplinas.

CONSIDERACIONES FINALES

Como hemos visto a lo largo de este capitulo, el mejoramiento vegetal es
una herramienta fundamental para garantizar la disponibilidad de los ali-
mentos, ya que las plantas constituyen el primer eslabon de la cadena ali-
mentaria. La necesidad de producir mas comida para satisfacer la demanda
de una poblacion cada vez mayor es indiscutible y la Agrobiotecnologia es
una herramienta indispensable para este fin. A lo largo del tiempo hemos
adaptado los cultivos para que produzcan mas alimentos, siendo esta Gltima
la variable mas importante. La necesidad actual incluye que la produccion
agricola sea ademas sustentable y no dane los ecosistemas. Los agrobiotec-
nologos poseen la capacidad y los conocimientos para buscar nuevas formas
de lograr este objetivo.
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11 Bioinformatica e Inteligencia Artificial

MATIAS GERARD

INTRODUCCION

Bioinformatica e Inteligencia Artificial son disciplinas que han estado
acompanadas de grandes avances, principalmente en la Gltima década. Sin
embargo, es poco sabido que sus origenes se remontan a mediados del siglo
XX. Por este motivo, se propone hacer un breve recorrido por la historia, para
conocer como se gestaron estas disciplinas y como evolucionaron hasta la
actualidad. Repasaremos algunos de los hechos mas relevantes, y se descri-
biran algunos desarrollos en los que Inteligencia Artificial y Bioinformatica
han convergido para dar respuestas a problemas reales.

BIOINFORMATICA

Las computadorasy el software especializado se han vuelto una pieza esencial
del trabajo diario en biologia. Esto es evidente dado que todos los proyectos
de investigacion requieren, en alguna medida, del uso de computadoras. Por
esto es que resulta facil pensar que la bioinformatica surgio recientemente,
para ayudar al analisis de los grandes volimenes de datos generados en la
actualidad. Sin embargo, sus inicios se ubican a mediados del siglo xx, cuando
las computadoras personales (Pcs, por sus siglas en inglés) eran todavia una
hipotesis, y el ADN alin no habia sido secuenciado. Para ubicarnos en esta
historia, podemos mencionar que Hershey y Chase (Hershey y Chase, 1952)
probaron que la informacion genética esta codificada en el ADN en 1952, y
Watson, Crick y Franklin (Watson y Crick, 1953) descubrieron su estructura
de doble hélice un ano después. Ademas, debieron pasar 13 anos para des-
cifrar el codigo genético (Nirenberg y Leder, 1964), y otros 25 afios para que
el primer método de secuenciacion estuviera disponible (Sanger y Nicklen,
1977). Todo esto podemos verlo reflejado en la linea temporal presentada en
figura 11.1, donde se resaltan algunos hechos importantes para la historia de
la bioinformatica, junto a hechos que marcaron la evolucion de la inteligencia
artificial (que analizaremos mas adelante). Como puede verse, dado que son
muchos los acontecimientos involucrados en el nacimiento y evolucion de la
bioinformatica, dividiremos su historia en cuatro grandes bloques.

127



B ioinfo rmdtica . Primeros lenguajes Secuenciacién del
Matrices

Descubrimiento de scripting R
de la estructura (1978) (Perl, Python, Bash) (2000)
del ADN Programa PC (x86) Sitio web
(1952) COMPROTEIN 1975 NEH CRISPR-Cas9
(1962) (1994) (2012)
1940 19€hv 1980
Era de las
Era de las Era de Era d
computadoras

proteinas los genes
. [ 5 y el software

19 1970

Reglas de
aprendizaje
de Hebb

1990 2030

Conferencia
de Dartmouth X
(1956) simple

Perceptron Algoritmo de

Retropropagacion

Figura 11.1. Linea tempo-
ral con algunos eventos
relevantes para bioin-
formatica e inteligencia
artificial

LA ERA DE LAS PROTEINAS

No es sencillo definir cuando naci6 la bioinformatica, pero podemos consi-
derar su inicio a finales de los 50, cuando se publico la primera secuencia
de una proteina: la insulina (Sanger y Thompson, 1953). Esto despert6 el
debate acerca de la relacion entre la secuenciay la estructura de las protei-
nas, acelerando la carrera para desarrollar métodos eficientes para obtener
secuencias. Si bien la automatizacion del método de Edman (Liy Chen, 2014)
permitio obtener las secuencias en forma relativamente rapida, su eficien-
cia se limitaba a secuencias con hasta 50-60 aminoacidos. Por lo tanto, las
proteinas de mayor tamano debian ser fragmentadas para poder emplear
esta técnica. Esto creo la necesidad de empalmar las secuencias parciales
para conocer la secuencia original. Aunque el empalme manual era posible,
la tarea era compleja.

En respuesta a este desafio, Margaret Dayhoffy Robert Ledley desarrollaron
el programa COMPROTEIN en 1962, uno de los primeros desarrollos bioin-
formaticos (Dayhoffy Ledley, 1962). Este ensamblador de secuencias, escrito
usando tarjetas perforadas, permitia reconstruir la secuencia completa de
forma automatica. Originalmente empleaba tres letras para la codificacion
de los aminoacidos, pero Dayhoff lo simplifico proponiendo la codificacion
de una letra que se usa en la actualidad. Este avance hizo posible que se
creara en 1966 la primera base de datos de secuencias de proteinas (Hersh,
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1967), y abrio las puertas para el estudio comparativo de secuencias y el
analisis de ancestros comunes. Sin embargo, dos grandes avances fueron
claves para lograr esto. Por un lado, el desarrollo de algoritmos eficientes
para alineamiento de secuencias, que permitio identificar variaciones en la
composicion de aminoacidos para proteinas similares (Needleman y Wunsch,
1970). Por el otro, la elaboracion del primer modelo probabilistico de substi-
tucion de aminoacidos (Dayhoff y Schwartz, 1978) hizo posible cuantificar la
probabilidad de que un aminoacido sea reemplazado por otro en un intervalo
de tiempo dado. Estos modelos se conocen hoy en dia como matrices PAM,
y se emplean frecuentemente para la identificacion de ancestros.

En paralelo, descubrimientos como la estructura del ADN y su identifica-
cion como fuente del transporte de informacion biologica comenzaron a
darle mayor relevancia al papel que cumple esta molécula. Ademas, cuando
Francis Crick propone en 1958 lo que conocemos como el Dogma Central de la
Biologia (ADN->ARN = Proteina) (Lodish et al., 2005), el foco de las investiga-
ciones giro drasticamente hacia el estudio del ADN. Esto llevo a pensar que
el simple conocimiento de la secuencia del ADN, de la estructura de los 64
codones, y como traducirlos a aminoacidos seria suficiente para desentranar
los misterios de la biologia.

La era de los genes

El método de secuenciacion de ADN desarrollado por Frederick Sanger (Sanger
y Nicklen, 1977) en 1977 fue esencial para el avance en el estudio de los genes
y el genoma. Mientras que las proteinas deben purificarse individualmente
antes de secuenciarlas, este avance permitia obtener la informacion completa
del organismo de una forma simple. Sin embargo, el analisis de la informacion
presento mayores desafios dado que ademas del volumen de datos produ-
cidos, también era necesaria la traduccion desde el lenguaje del ADN al de
las proteinas. Claramente, antes de estudiar y comparar secuencias de pro-
teinas para diferentes genomas debia realizarse este proceso. Sin embargo,
el trabajo con proteinas demostré que el analisis de la informacion podia
realizarse facilmente empleando computadoras. Asi, en 1979 se desarrollo el
primer conjunto de herramientas bioinformaticas para manipular secuencias
de ADN y buscar solapamientos.

Pese a las posibilidades que brinda la secuenciacion, los genes presentan
naturalmente una abundancia que es varios 6rdenes de magnitud menor
que las proteinas, por lo que es necesario contar con grandes cantidades
de muestra para cualquier tipo de analisis. Fue gracias al desarrollo de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PcR) en 1983 (Mullis y Faloona, 1987)
que esta limitacion fue superada, ya que permitia incrementar la cantidad
de material genético disponible incluso en pequenas cantidades de muestra.
Esto no solo permitio abordar estudios mas complejos, sino que también
generd una explosion en el volumen de datos de secuencias disponibles.
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La era de las computadoras y el software

Antes de 1970, una minicomputadora tenia las dimensionesy el peso de una
heladera. Sutamano y costo hacian que su adquisicion fuera engorrosa para
pequenos grupos de trabajo. La primera oleada de microcomputadoras llego
al mercado de consumo en 1977. Eran pequenas, economicas y relativamente
faciles de usar, lo que impulso el desarrollo de software bioinformatico para
estos equipos. Incluso, algunos desarrolladores comenzaron a ofrecer copias
gratuitas del codigo bajo demanda, dando relevancia a un movimiento que
promovia el intercambio de software en el mundo de la programacion. Luego,
en 1985 surgio la filosofia del software libre de la mano de Richard Stallman
(fundador del movimiento GNU), y fue el nicleo de varias iniciativas para el
desarrollo de alternativas libres a herramientas bioinformaticas existentes.

Durante la década de 1980, diferentes laboratorios reconocidos internacio-
nalmente (EMBL, GenBank, DDBJ) se unieron para estandarizar el formatoy la
informacion minima de las secuencias que se debe proporcionar. Fue también
durante esta época que la bioinformatica se hizo lo suficientemente presente
en la ciencia moderna como para tener una revista dedicada (Gauthier et al.,
2019). Dada la mayor facilidad de acceso a las computadoras y el enorme
potencial para realizar analisis que brindaban, en 1985 se cred una revista
especializada en bioinformatica: Computer Applications in the Biosciences.
Esta revista actualmente continda existiendo bajo el nombre Bioinformatics.

Una nueva clase de computadora personal surgio a principios de los ‘8o,
con la llegada de los microprocesadores x86. Estas brindaban la posibilidad
de disponer de computadoras de proposito multiple, tanto para aplicaciones
técnicas y cientificas como para el hogar. Por otro lado, hasta ese momento
la escritura de programas estaba dominada por lenguajes compilados como
el Cy el Fortran. Sin embargo, a mediados de esta década también surgieron
varios lenguajes de scripting que contintan siendo populares en bioinfor-
matica. Estos permitian escribir programas elaborados empleando simples
secuencias de comandos, de manera similar a como si se estuviera escri-
biendo un texto. Dos ejemplos muy conocidos en el ambito de la bioinfor-
matica son Perly Python. Perl fue creado en 1987 con el objetivo de facilitar
el manejo de texto, pero debido a su flexibilidad y a la incorporacion de
funcionalidades para trabajar en bionformatica (libreria BioPerl) en 1996, fue
muy utilizado hasta finales de la década de 2000. Python fue un lenguaje
creado en 1989 con el proposito de tener un vocabulario y una sintaxis que
facilitaran la lectura y el mantenimiento de los programas. A partir de la
incorporacion de funcionalidades para el trabajo en bioinformatica en el ano
2000, este se ha vuelto uno de los lenguajes mas importantes en el analisis
bioinformatico. Como podria esperarse, estas herramientas facilitaron el
analisis de secuencias y permitieron realizar estudios cada vez mas comple-
jos, tales como el analisis de genomas completos desde principios de los '90.
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La era del genoma e internet

A pesar de algunos resultados previos, se considera que la era del genoma
dainicio oficialmente con la secuenciacion del Genoma Humano a principios
del siglo xxI. Dos actores fueron parte de este hito. El Instituto Nacional
de Salud de Estados Unidos (NIH, por sus siglas en inglés) y la empresa
biotecnologica Celera Genomics. Mientras que el NIH requiri6 13 anos para
completar la tarea, Celera Genomics lo hizo en solo tres aios empleando
otra estrategia de secuenciacion. Pese a esta diferencia, en ambos casos
fue necesario el desarrollo de nuevos procedimientos de laboratorio y el
diseno de herramientas bioinformaticas especializadas. Estas tecnologias han
continuado su evolucion, permitiendo que la secuenciacion de un genoma
humano en 2018 costara alrededor de u$p 1000 y llevara menos de una
semana (Gauthier et al., 2019). Este proyecto es uno de los muchos que dio
origen a una nueva forma de hacer investigacion, que hoy constituyen lo que
se conoce como ciencias-6micas. Estas tienen por objetivo estudiar un gran
nimero de moléculas implicadas en el funcionamiento de un organismo. Asi,
mientras que para la genomica el objeto de estudio es el genoma, la pro-
tedmica busca estudiar el conjunto completo de proteinas en un organismo
y sus interacciones.

Otro actor importante en esta etapa fue internet, que comenzo a tomar
relevancia a principios de los '90. Fue a través de esta red de redes que el
proyecto de secuenciacion del genoma humano financiado por el NIH puso
sus datos a disposicion del piblico (Gauthier et al., 2019). Pronto, esta red
se volvio en omnipresente en el mundo cientifico, facilitando la forma en
que se comparte informacion y software. Esta tecnologia permitio que desde
1993 esté disponible la primera base de datos de secuencias de nucledtidos
del mundo, la Biblioteca de Datos de Secuencias de Nucleéotidos del EMBL,
y el sitio web del NcBI desde 1994 (incluyendo la herramienta BLAST, que
permite realizar alineaciones de secuencias de forma eficiente) (Gauthier et
al., 2019). El auge de los recursos web también amplid y simplifico el acceso a
las herramientas bioinformaticas, principalmente a través de servidores web
mediante interfaces graficas simples. Esta tendencia ha continuado siendo
tan importante, que la revista Nucleic Acids Research publica cada ano un
ndmero especial sobre estas herramientas.

Un aspecto que ha acompanado a estos desarrollos es el aumento expo-
nencial de las secuencias en las bases de datos piblicas. De hecho, la comuni-
dad cientifica ha generado datos que ya superan el nivel de los exabytes (para
tener una idea, un exabyte equivale a 1,5 billones de cbs) (Li y Chen, 2014).
Eso ha evidenciado la necesidad de disponer de importantes recursos com-
putacionales para almacenary manipular estos grandes volimenes de datos
y facilitar su acceso. Asi es como han surgido nuevas infraestructuras para
organizar la informacion en base a «organismos modelo», como Drosophila,
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Saccharomyces y Humanos, que proporcionan recursos unificados y espe-
cializados para la comunidad cientifica que trabaja en estos organismos.
Claramente, los avances en bioinformatica han sido siempre en respuesta
a los desarrollos logrados en el campo de la biologia y de la computacion.
Tecnologias como cRISPR—Cas9 y la secuenciacion de células individuales
(single cell sequencing, en inglés) prometen ser claves para avanzar en el
entendimiento de los sistemas biologicos y sus componentes. Desde el punto
de vista computacional, el aumento en la capacidad de computo y la accesi-
bilidad creciente a dispositivos con mayor potenciay a menores costos sera
clave para el modelado de interacciones complejas. Ademas, la Inteligencia
Artificial, un campo floreciente en los ultimos tiempos, ha demostrado ser
un actor fundamental para los avances actuales y futuros en bioinformatica.

INTELIGENCIA ARTIFICIAL

La Inteligencia Artificial (1A) se encuentra en casi cada aspecto de nuestras
vidas, y su objetivo es desarrollar programas con la habilidad de apren-
der y razonar como los seres humanos (Poole, Mackworth y Goebel, 1998).
Sin embargo, esta disciplina no es nueva y lleva anos siendo desarrollada.
Aunque no es facil precisar su origen, el trabajo publicado por Alan Turing
en 1950 (Turing, 1950) podria considerarse como el punto de partida. Alli
establecio las bases para la creacion de maquinas inteligentes y la evalua-
cion de su inteligencia a través del test de Turing (Turing, 1950). Este propone
que una maquina puede ser considerada inteligente, cuando un humano es
incapaz de identificar si esta interactuando con otro humano o con dicha
maquina. También introdujo otras ideas como el aprendizaje maquinal, los
algoritmos genéticos y el aprendizaje por refuerzo (Russell y Norvig, 2010).
Estas ideas dieron lugar al desarrollo de la disciplina a través de dos enfo-
ques. El «modelado del contenido» buscaria construir representaciones que
permitieran organizar y manipular el conocimiento para resolver diversas
tareas. En cambio, el «modelado del continente» buscaria modelar directa-
mente las estructuras que manipulan el conocimiento, como es el caso de
las neuronas biologicas.

Modelado del contenido
Ciertamente, el término IA tuvo su aparicion por primera vez en la confe-

rencia de Dartmouth en 1956. De ella participaron matematicos y cientificos
informaticos destacados, como Marvin Minsky y Claude Shanon. Muchos de
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ellos estaban interesados en la demostracion de teoremas y algoritmos que
pudieran ser comprobados mediante computadoras. Las ideas discutidas
en este encuentro dieron como resultado casi dos décadas de desarrollos
prometedores en 1A. Un ejemplo es el Programa General de Resolucion de
Problemas (Haenlein y Kaplan, 2019), capaz de resolver automaticamente el
problema de las Torres de Hanoi. Este tipo de enfoques suponia que cualquier
problema que pudiera describirse mediante un codigo de programacion
tenia solucion, sin importar si se trataba de la demostracion de un teo-
rema matematico o una partida de ajedrez. Su resolucion implicaria primero
representar el conocimiento mediante algin formato informatico legible, y
luego se buscaria la solucion explorando todos los posibles escenarios. Por
ejemplo, en una partida de ajedrez existiria una representacion del tablero,
las piezas y los posibles movimientos, y la mejor movida se obtendria luego
de explorar todas las posibilidades.

Sin embargo, el optimismo que acompano a los primeros éxitos condujo
a predicciones acerca de la 1A que resultaron exageradas. Una de las razo-
nes que limitaron el éxito de estos «sistemas expertos» es que pretendian
simular la inteligencia humana mediante conjuntos de reglas, ya que la
resolucion de problemas reales no siempre es tan simple. La otra razon es
la dificultad para manejar el nGmero de escenarios que deben explorarse en
situaciones reales. La famosa superorcomputadora Deep Blue era capaz de
jugar al ajedrez construyendo un arbol con los posibles movimientos propios
y de su oponente. Luego elegia la respuesta mas conveniente a partir de la
exploracion de las posibles combinaciones. Este proceso debia ser realizado
de forma muy rapida y era necesario disponer de grandes cantidades de
memoria para almacenar el arbol construido. Si bien el juego de ajedrez
puede parecer muy complejo, solo se trata de un tablero con 64 casilleros y
32 piezas con movimientos predefinidos. En los problemas que se encuentran
en la vida real, la cantidad de opciones es mucho mayor, por lo que resulta
poco practica esta aproximacion.

Luego de un periodo de retroceso sufrido por la falta de financiamiento
a causa de estos resultados, en 1982 Japon lanzo un plan para estimular el
desarrollo integral de la 1A, que contemplaba tanto software como hardware
(Haenlein y Kaplan, 2019). Esto sirvid como catalizador e hizo que en EE. UU.,
Europay el Reino Unido se gestara un movimiento centrado en la construc-
cion de Sistemas Basados en Conocimiento Inteligente. Este nuevo enfoque
buscaba modelar el conocimiento en un dominio de aplicacion especifico. Por
ejemplo, con estos nuevos sistemas expertos, se esperaba que fuera posible
realizar el diagnostico médico de una enfermedad infecciosa incorporando al
sistema conocimiento especifico. Este podria adquirirse a partir de expertos
humanos, ya que a menudo este tipo de conocimiento puede describirse en
forma de reglas. Luego, un software de inferencia podia utilizar este cono-
cimiento para extraer conclusiones y realizar un diagnostico. Sin embargo,
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a pesar de estos prometedores desarrollos, los sistemas expertos todavia
carecen del sentido comln que los seres humanos adquirimos desde el dia en
que nacemos. Por tal motivo, resulta necesario continuar investigando nuevos
mecanismos para modelar adecuadamente estas caracteristicas humanas.

Modelado del continente

El campo de la 1A no s6lo ha buscado construir programas capaces de mani-
pular representaciones simbadlicas para resolver una tarea. La inteligencia
computacional es una disciplina que ha emergido desde la IA trayendo nue-
vos modelos capaces de adaptarse automaticamente a partir de los datos,
utilizando estrategias mas relacionadas con los métodos numéricos que con
el procesamiento simbolico. Dicha capacidad le permite a estos sistemas
aprender directamente a partir de los datos, construir reglas de inferenciay
generalizar el conocimiento. Asi, esta disciplina busca modelar explicitamente
los elementos que contienen al conocimiento mismo.

De entre las primeras contribuciones en esta rama se pueden destacar los
trabajos de McCulloch y Pitts, quienes propusieron en 1943 el primer modelo
de una neurona artificial. También el de Donal Hebb, quien demostro en 1949
la existencia de un mecanismo sencillo responsable de actualizar la fuerza
de conexion entre neuronas bioldgicas (Russell y Norvig, 2010). Este proceso,
hoy conocido como aprendizaje hebbiano, establece que la sinapsis entre
dos neuronas se ve reforzada cuando ambas interactiian en respuesta a un
estimulo. Tomando estas ideas, fue Frank Rosenblatt quien luego propuso
en 1957 el modelo del perceptron, una neurona artificial capaz de aprender
automaticamente a partir de datos (Rosenblatt, 1957). Este modelo constituye
el bloque de construccion para la mayor parte de las redes neuronales de
la actualidad.

A pesar de estos avances, las neuronas artificiales y las investigaciones
asociadas fueron dejadas de lado por mucho tiempo debido al trabajo publi-
cado en 1969 por Minsky y Papert (Minsky y Papert, 1969). Este demostraba
que aunque estas neuronas eran capaces de aprender, solo podian resolver
problemas simples y sin aplicacion practica.

Un desarrollo clave realizado en 1986 reavivo el interés por los modelos
neuronales. Aunque se habian hecho avances para construir redes de neu-
ronas interconectadas, todavia no existia un mecanismo sencillo para entre-
narlas. Asi, fue la propuesta del algoritmo de retropropagacion realizada por
Rumelhart, Hinton y Williams lo que permitio el desarrollo de las redes neu-
ronales (Rumelhart, Hinton y Williams, 1986). Este nuevo verano experimen-
tado por los modelos neuronales llego a su fin a finales del siglo xx, debido
a diversas dificultades encontradas para entrenar modelos de gran tamanoy
complejidad. Sin embargo, esto permitio el desarrollo de otras técnicas que
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brindaron mejores desempenos (Engelbrecht, 2007), tales como las Maquinas
de Soporte Vectorial (svm, por sus siglas en inglés) y los métodos de ensambles
de clasificadores, donde Random Forest es el mas conocido.

En 2012 el equipo de Geoffrey Hinton desarrolld AlexNet (Krizhevsky,
Sutskever y Hinton, 2017), un modelo con ocho capas de neuronas capaz de
resolver tareas de clasificacion de imagenes. Con este modelo participaron
de ImageNet, una competencia internacional de clasificacion de imagenes,
consiguiendo un desempeno sorprendente. AlexNet logré una precision de
aproximadamente 85 %, superando en casi 10 % a los demas participan-
tes. Esto también marco un punto de quiebre respecto de los desempenos
alcanzados durante la década previa. Otro aspecto novedoso fue el entrena-
miento del modelo, el cual se realizo utilizando placas graficas (cominmente
conocidas como GPU, similares a las usadas en las PC para jugar juegos en
alta definicion). Esto permitio reducir drasticamente los tiempos de entre-
namiento de AlexNet. En una comparacion realizada por Ciresan (Ciresan et
al., 2011), donde entrenaron un modelo similar a AlexNet empleando una
computadora personal y una GPu, mostraron que el entrenamiento era 60
veces mas rapido con el uso de estas placas. Este hito despertd una vez mas
el interés en los modelos neuronales, el cual continGa hasta la actualidad.

El desarrollo que ha experimentado la tecnologia de calculo detras de las
GPU Y la aparicion de herramientas como TensorFlow y PyTorch, que permiten
programar estos modelos usando el lenguaje Python, han hecho que la cons-
truccion y entrenamiento de modelos neuronales sea cada vez mas simple.
Esto sumado a los logros alcanzados con estas «redes profundas» (nombre
que reciben debido a que poseen mas de tres capas de neuronas) ha llevado a
que sean cada vez mas aplicadas en todos los campos de la ciencia, e incluso
en la vida cotidiana. Un claro ejemplo es la capacidad que poseen actual-
mente las maquinas para entender comandos de voz, traducir entre idiomas
en tiempo real, o la habilidad que han desarrollado algunos programas para
jugar juegos igual o mejor que un ser humano. Incluso se ven demostraciones
de como las redes profundas son capaces de reemplazar en una fotografia o
video el rostro de una persona por el de otra (famosos deepfakes).

Claramente, el éxito de las redes profundas esta llevado a que la inves-
tigacion en 1A se vuelque principalmente hacia este tipo de técnicas de
aprendizaje automatico. Sin embargo, aunque hasta ahora se ha hecho énfasis
en las redes neuronales, debe recordarse que la 1A es mucho mas amplia e
involucra un gran nimero de areas que no se han abordado en estas pagi-
nas. Del mismo modo que ha ocurrido antes, es posible que los proximos
avances vengan de la mano de otras areas de la 1A, por lo que no deben ser
descuidadas. Importantes técnicas como la logica difusa, los algoritmos evo-
lutivos y los algoritmos de inteligencia colectiva también forman parte de lo
que conocemos como 1A 'y han contribuido en gran medida al desarrollo de
la disciplinay a la resolucion de problemas. De este modo, dejo al lector la
tarea de explorar este fascinante mundo de la inteligencia computacional.
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Aprendizaje automatico

El aprendizaje automatico es una de las areas de investigacion dentro de la
IA que ha tomado gran relevancia en las Gltimas décadas. Tiene como obje-
tivo el desarrollo de programas capaces de aprender sin la necesidad de ser
explicitamente programados para la tarea. En muchos casos, estos programas
suelen estar inspirados en la biologia y buscan replicar su funcionamiento.
Por ejemplo, algunas redes neuronales artificiales emulan el funcionamiento
de las redes biologicas aprendiendo a realizar tareas de manera similar a
como aprende un nino.

Los desarrollos llevados a cabo en el contexto del aprendizaje automatico
suelen basarse en tres enfoques: aprendizaje supervisado, aprendizaje no
supervisado y aprendizaje por refuerzo. Estas pueden ser consideradas como
las mas generales, pero existen otras estrategias que combinan diferentes
caracteristicas. Ademas, si bien estas estrategias de aprendizaje suelen aso-
ciarse principalmente a las redes neuronales, las mismas son generales y
pueden ser aplicadas también con otro tipo de modelos. A modo de resumen,
en la figura 11.2 podemos ver un esquema con las tres estrategias y algunos
ejemplos de uso, asi como un rapido pantallazo mostrando como el apren-
dizaje automatico esta inserto dentro del campo de la Inteligencia Artificial.

El aprendizaje supervisado es una estrategia que emula la forma en que
un nino aprende a partir de ejemplos. Al realizar una tarea, el nino compara
su resultado con el intenta imitar, y aprende de los errores que comete al
intentar completar la tarea. Siguiendo esta idea, una red neuronal puede
ser entrenada para que aprenda a establecer relaciones (encontrar una
funcion matematica) a partir de los datos disponibles. En este caso los datos
provistos son pares (dato de entrada, resultado deseado) entre los que se
desea aprender una relacion, y la funcion corresponde a un valor numeérico
(problemas de regresion) o una etiqueta de clase (problemas de clasificacion).
El objetivo perseguido con esto es lograr que la red neuronal generalice el
conocimiento adquirido durante su entrenamiento, y sea capaz de generar
una respuesta correcta frente a datos no vistos previamente.

El aprendizaje no supervisado implica un enfoque diferente, en el que
el objetivo es descubrir relaciones en los datos, pero sin disponer de un
conocimiento previo y sin informacion acerca de la correctitud de las solu-
ciones. Entre los métodos que emplean este mecanismo de aprendizaje se
encuentran los algoritmos de agrupamiento (clustering, en inglés), capaces
de agrupar los datos de acuerdo con algln criterio y poner en evidencia
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relaciones entre ellos, y la reduccion de dimensiones, que puede emplearse
para hacer compresion de datos.

El aprendizaje por refuerzo es otra area del aprendizaje automatico cuyo
objetivo consiste en determinar qué acciones debe escoger un agente de soft-
ware en un entorno dado con el fin de maximizar algin tipo de recompensa.
Podemos pensar en un agente como un programa capaz de percibir su entorno
mediante sensores y realizar acciones en base a los estimulos recibidos. Asi,
mediante esta forma de aprendizaje, el agente puede aprender directamente
de la experiencia adquirida durante la interaccion con el entorno.

Inteligencia Artificial

Modelado del Visién por
A dizai conocimiento computadora
i . prendizaje )
Clasificacion Supervisado Regresion Planeamiento
Busqueda Tor'nfi de
decisiones
. Procesamiento del
Razonamiento 1 -
enguaje natural
Aprendizaje
Automatico Aprendizaje Automitico Légica
SVM HMM
Aprendizaje Aprendizaje Naive Random
No supervisado por Refuerzo Bayes Forcst

Redes Logica
Clustering Reduccion de Neuronales Difusa

dimensiones / FNTORNO ] Redes H
5y g : Profundas Computacion |

e ' Evolutiva
FITARO . oo ! Inteligencia Computacional
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g8 g p:
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Figura 11.2. Aprendizaje
automatico: (izquierda)
estrategias de aprendi-
zaje; (derecha) algoritmos
representativos
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La posibilidad de aprender de manera automatica, y la capacidad para
descubrir patrones ocultos justifican los sorprendentes resultados proporcio-
nados en los Gltimos anos por estos métodos, y en particular por los métodos
que emplean redes profundas (aprendizaje profundo). A pesar de esto, los
sistemas de aprendizaje automatico siguen estando todavia limitados a la
resolucion de tareas en dominios especificos. Afortunadamente, cada dia
se avanza mas en la integracion de estos desarrollos hacia una Inteligencia
Artificial General, capaz de aprender y razonar para resolver tareas complejas
en miltiples escenarios, e interactuar con los seres humanos como iguales.

BIOINFORMATICA Y APRENDIZAJE AUTOMATICO

El aprendizaje automatico se ha vuelto un aliado de suma utilidad en tareas
de analisis, interpretacion y descubrimiento de conocimiento en grandes
volimenes de datos, permitiendo la resolucion de una amplia variedad de
problemas bioinformaticos. Un ejemplo reciente es AlphaFold 2 (Jumper et
al., 2021), un sistema desarrollado en 2021 por la division de 1A de Google.
Este se basa en un modelo de aprendizaje profundo, y busca predecir como
se plegara una proteina partiendo de la secuencia de aminoacidos. El modelo
fue entrenado utilizando el equivalente a 200 GPus durante algunas semanas,
y alrededor de 170 000 estructuras de proteinas conocidas. Como resultado
este modelo es capaz de predecir con una elevada precision (cercana a 90 %)
las estructuras a partir de sus secuencias.

La Universidad Nacional del Litoral (UNL) también cuenta con un grupo
de investigacion en bioinformatica. Desde hace tiempo que el Instituto de
Investigacion en Sefiales, Sistemas e Inteligencia Computacional (sinc(i)),
dependiente de UNL y CONICET, realiza investigaciones de vanguardia en
los campos de la inteligencia computacional y la bioinformatica. Si bien el
listado completo de los algoritmos, trabajos cientificos y herramientas se
encuentran disponibles en la pagina web, se describiran brevemente algunos
de estos desarrollos.

omesom (Milone; Stegmayer;...; Carrari, 2010), por ejemplo, es una herra-
mienta basada en redes neuronales que utiliza aprendizaje no supervisado
para encontrar relaciones entre genes y metabolitos (por ejemplo, glucosa).
Esto permite agrupar genes y metabolitos que presentan un comportamiento
similary coordinado, facilitando la identificacion de aquellos que participan
de un mismo proceso bioldgico. Otro ejemplo es bL4Papers (Bugnon; Yones;...;
y Stegmayer, 2020), una herramienta basada en aprendizaje profundo, capaz
de analizar documentos cientificos e identificar relaciones entre palabras
clave. Esta herramienta puede ser de utilidad en el campo de la salud, dado
que es capaz de analizar de forma automatica un gran volumen de articulos
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de la literatura médica. A partir de este analisis se puede generar un ranking
indicando, por ejemplo, aquellos trabajos en los que se describen trata-
mientos que muestran resultados prometedores para algiin tipo especifico
de cancer.

Ademas de los modelos basados en redes neuronales, también se desarro-
llan herramientas basadas en otras ramas de la inteligencia computacional.
Evoms (Gerard; Stegmayer y Milone, 2016), por ejemplo, esta basado en com-
putacion evolutiva. Esta herramienta emplea una poblacion de soluciones
y el principio de supervivencia del mas apto para buscar vias metabodlicas
que relacionen simultaneamente miltiples metabolitos. Phpseeker (Gerard;
Stegmayer y Milone, 2018) es otra herramienta bioinspirada que se basa en
el comportamiento de las hormigas para disenar vias metabolicas lineales
y ramificadas.

COMENTARIOS FINALES

La aparicion de las computadoras en el siglo xx, sumado a la mejora continua
de las tecnologias de laboratorio han permitido llevar adelante investigacio-
nes cada vez mas desafiantes en el campo de la biologia. Por otra parte, la 1A
ha tomado un papel preponderante en los desarrollos bioinformaticos de los
Gltimos anos, contribuyendo a la integracion de diversas fuentes de informa-
ciony al entendimiento de relaciones de gran complejidad. Claramente, esta
conjuncion ha permitido que la biologia adopte un enfoque mas holistico
hacia la revolucion de las ciencias «-0micas», aunque todavia con escasa
interrelacion entre ellas. En base a esto es posible anticipar el siguiente
paso: en lugar de investigar de forma independiente genomas, transcripto-
mas o metabolomas completos, el desafio sera considerar las interacciones
buscando asi modelar computacionalmente organismos vivos enterosy sus
entornos, teniendo en cuenta todas las partes de forma simultanea. Es ahi
donde la 1Ay los nuevos modelos que se desarrollen jugaran un papel clave
para la bioinformatica.
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12 Bioética y Biotecnologia

MARTA CAROLINA CAPUTTO -
ALEJANDRO RAUL TROMBERT

La preocupacion por el hombre mismo y su destino
debe siempre constituir el interés principal de todos
los esfuerzos tecnologicos.

ALBERT EINSTEIN, 1931

INTRODUCCION

A esta altura de las circunstancias, y en el marco de lo desarrollado en los
capitulos precedentes de esta obra, no queremos redundar sobre el tremendo
desarrollo que en las Gltimas décadas ha tenido la biotecnologia, entendida
como «la aplicacion de la ciencia y la tecnologia a los organismos vivos, asi
como a partes, productos y modelos de los mismos, para alterar materiales vivos
0 no, con el fin de producir conocimientos, bienes o servicios» (OECD, 2005).

Si poner de relieve su importancia historica, recordando que una de las
primeras biotecnologias —tradicionales— fue la agricultura, fendmeno de
enorme trascendencia que reconoce su origen hace mas de diez mil anos,
en varios puntos del planeta: en Mesopotamia y Egipto (cultivo de trigo y
cebada), en Mesoamérica (maiz) y en el este de Asia (arroz). Tuvo entre sus
variadas consecuencias el surgimiento del comercio —los excedentes de las
cosechas se intercambiaban por otros productos—, la progresiva division del
trabajo, el crecimiento de la poblacion y el asentamiento en ciudades, debido
a que los seres humanos paulatinamente fueron abandonando su caracter
de cazadores-recolectores y nomades. Desde ese momento, la humanidad
ha empleado su conocimiento sobre las plantas y los animales para mejorar
la produccion de alimentos y seleccionar especies para diferentes fines.

Cuando las consecuencias que provoca determinado avance tecnocientifico
son tan radicales —en el caso dado, el cambio en el modelo de produccion—,
se habla de revoluciony, asi como acontecio con las revoluciones industria-
les de los siglos xviil a xx, la surgida mediante la biotecnologia trasciende
los limites de la ciencia y la técnica, proyectando profundos cambios en el
mundo social e individual, afectando la forma en que el hombre ve el mundo
y el sentimiento de su propio ser y valer, que lo hace una persona diferente
(Martinez Torremocha, 2004).
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Si la biotecnologia tradicional produjo tal modificacion del mundo, la
biotecnologia moderna no se quedo atras: se indica su origen a partir de
la segunda mitad del siglo xx con la publicacion de la estructura molecular
del ADN por parte de los cientificos James Watson y Francis Crick en Nature,
en base a los hallazgos de la quimica y cristalografa Rosalind Franklin. Este
descubrimiento les valio a Watson y Crick el Premio Nobel de Medicina en
1962, junto a Maurice Wilkins. Esta biotecnologia se consolido con los apor-
tes de la ingenieria genética, la gendmica (y las «dmicas» en general) y la
bioinformatica.

Los conocimientos biotecnologicos desarrollados en las Gltimas décadas
tienen una potencialidad transformadora del mundo y de la propia naturaleza
humana absolutamente innegables. Solo a manera de ejemplo podriamos
mencionar los organismos transgénicos, el incremento exponencial de la
productividad agricola-ganadera, la clonacion de mamiferos, con el ante-
cedente de la oveja «Dolly» (1997), las nuevas técnicas diagnosticas, tera-
péuticas y genéticas en materia de salud humana, tales como las vacunas,
la reproduccion asistida, la técnica de edicion genética, entre otros. Sobre
aquella potencialidad, una reflexion ética merece ser hecha: aquella que
indague acerca del rol y los fines de la biotecnologia hoy, sobre si algunas
de sus aplicaciones contribuyen a mejorar las condiciones de vida de los
seres humanos en el planeta, aun asi, si lo hacen respetando la superviven-
cia de los demas seres vivos y garantizando la sostenibilidad del ambiente.
En esta tarea es que interviene la Bioética, a través de un abordaje y una
metodologia novedosos.

SOBRE EL SURGIMIENTO Y LA CONSOLIDACION DE LA BIOETICA

Pfeiffer (2015) hace un interesante analisis de como se percibio desde el s.
xvili la idea segln la cual el desarrollo se encontraba asociado al conoci-
miento cientifico, y que este implico perfeccionamiento y progreso. Unido a
una especie de fe ciega en la ciencia y a una inocente creencia en su neu-
tralidad moral, a las ideas nacidas de las distintas revoluciones politicas e
industrialesy al surgimiento de una filosofia fundada en la razon, el hombre
moderno termind emancipandose de todo poder que viniera de la divinidad,
empoderandose como ser racional. El posterior cuestionamiento a una con-
cepcion ingenua del progreso necesariamente debe también alcanzar a la
ciencia, «porque ninguno de los dos cumplieron con su promesa de hacer
a los hombres mas buenos, mas libres, mas felices» (31). La idea recurrente
de la neutralidad valorativa del conocimiento cientifico también fue puesta
en discusion luego de percibirse el enorme poder destructivo de las bombas
atomicas que cayeron sobre Hiroshima y Nagasaki en 1945.
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Tal cuestionamiento, junto con la reflexion acerca de las implicancias del
desarrollo cientifico y tecnologico, constituyen temas nodales sobre los que
trabaja la Bioética.

Esta nueva ética aplicada, que en la primera Enciclopedia de Bioética
de 1978 Warren Reich conceptualizd como: «El estudio sistematico de la
conducta humana, en el area de las ciencias de la vida y el cuidado de la
salud, en cuanto dicha conducta es examinada a la luz de los principios y
valores morales», ha pasado con el tiempo a incluir otras dimensiones tales
como el género, a contextualizar los problemas incluyendo una vision social,
ambiental y multicultural y delineando de esta manera una vision global de
la bioética (UNESCO, 2015). Se caracteriza por ser interdisciplinaria, dialogica
y deliberativa, respetuosa del pluralismo moral y de la diversidad cultural,
y cuya esencia consiste en cuestionar la rectitud o correccion moral de las
practicas del obrar humano que afectan la salud y la calidad de vida, propia
y ajena.

Se impone realizar un breve repaso de sus antecedentes a fin de compren-
der mejor el sentido del concepto y caracterizacion recientemente senalados.

Partimos de advertir que, en forma relativamente reciente, se descubrio
que en 1927 un pastor y filosofo aleman, Fritz Jahr, publicé un articulo en
la prestigiosa revista de ciencias naturales «Kosmos», titulado «Bio-ética:
una perspectiva de la relacion ética de los seres humanos con los animales
y las plantas». No obstante, al origen de la bioética se lo ubica afos mas
tarde, como discurso social frente a una serie de experimentaciones renidas
con toda ética llevadas adelante con prisioneros de los campos de concen-
tracion en la Alemania del régimen nacionalsocialista. De hecho, el Codigo
de Ndremberg, dictado en 1947 tras los juicios a jerarcas y cientificos nazis,
se presenta como el primer instrumento internacional dedicado a fijar las
pautas éticas minimas que han de observarse en toda investigacion en la
que participen seres humanos. A tal antecedente le seguira, en 1964, otro
importante documento: la llamada Declaracion de Helsinki, emanada de la
Asociacion Médica Mundial. Ambos textos contienen fuertes principios con
vocacion universalista y proteccionista y constituyeron los cimientos de la
sistematizacion de la ética de la investigacion con seres humanos.

Luego, se apunta que en 1971, Van Rensseleaer Potter, un bioquimico y
oncologo norteamericano, publico un libro bajo el titulo «Bioética. Un puente
hacia el futuro», en el que planteaba la necesidad de establecer un lazo de
union entre las ciencias y las humanidades que permitiera a la humanidad
vislumbrar un futuro posible para todos en el planeta (Vidal, 2015).

Ahora bien, y pese a la importancia del tema y a las repercusiones de los
instrumentos citados, en 1972 distintos medios periodisticos de los EE. UU.
revelaron que habian sido llevados adelante en dicho pais distintos expe-
rimentos con seres humanos, de rotundo reproche ético, muchos de ellos
financiados por el Servicio de Salud Piblica y los Centros para el Control y
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Prevencion de Enfermedades, lo cual desperto el repudio de la sociedad.
Como consecuencia, el congreso norteamericano designd una Comision
Nacional conformada por especialistas de distintas disciplinas, quienes,
luego de un arduo trabajo de mas de cuatro anos, elaboraron el denominado
Informe Belmont. En el mismo se cristaliza una sistematizacion mas definida
de la Bioética, posteriormente conocida como clasica o tradicional, de gran
difusion y que se sustenta en la aplicacion de tres —luego cuatro— princi-
pios: respeto por las personas (reducido en cierta medida al concepto de
autonomia), beneficencia, justicia y no maleficencia.

Con el tiempo este modelo, de indudable pragmatismo, propio de la cultura
norteamericana, fue mostrando sus fisuras y su incompatible implementacion
en otras regiones como América Latina y el Caribe, en las que se presen-
tan problemas sociales ajenos a aquellas latitudes, tales como la pobreza
estructural, el analfabetismo, la malnutricion, la inequitativa distribucion de
recursos, entre otros. Es asi como, incorporando una mirada diversa y mas
amplia, abarcativa de los determinantes sociales de la salud, con especial
hincapié en el deterioro ambiental del planeta —retomando la mirada de
Jahr—, surgieron otros modelos de bioética entre los cuales merece des-
tacarse el basado en los derechos humanos, plasmado en la Declaracion
Universal sobre Bioéticay Derechos Humanos (DUBDH) de la UNESCO de 2005.

Surge asi evidente como, de manera paulatina, el campo de actuacion de
esta nueva forma de pensar fue ampliandose, de modo tal que las inquie-
tudes ya no solo abarcaron la participacion de personas en investigaciones
biomédicas, sino también los conflictos propios de la relacion clinica profe-
sional de salud-sujeto de la intervencion terapéutica y aquellos relacionados
con la preocupacion por los limites del desarrollo cientifico y tecnologico,
no solo en su eticidad sino también en el marco de la consabida finitud de
recursos en salud, el acceso a las tecnologias y a medicamentos de alto
costo, etcétera.

La perspectiva bioética basada en los derechos humanos da cuenta de
la manera en que naciones con tradiciones, culturas e historias diferentes,
pueden reconocer, respetar y tutelar de manera consensuada un principio
ético basico: la dignidad de las personas.

Cabe aclarar que este modelo bioético basado en los derechos huma-
nos no es cronologicamente posterior al modelo principialista del Informe
Belmont previamente resenado, sino que hunde sus raices en la Europa de
la posguerra, con los juicios de Naremberg (1946), la redaccion del Codigo
homonimo (1947) y la Declaracion Universal de los Derechos Humanos (1948).
Sucede que, desde mediados de la década de 1970 en adelante el modelo
principialista tuvo un caracter hegemonicoy permitio la consolidacion de la
disciplinay debiendo transcurrir algunos anos para que puedan reconocerse
sus limitaciones y las consecuencias de su implementacion acritica.
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LA INTERPELACION DE LA BIOETICA A LOS AVANCES
BIOTECNOLOGICOS HOY

No puede desconocerse que, en términos generales, los avances opera-
dos en los distintos ambitos en que se desarrolla la biotecnologia resultan
plausibles: la prevencion y cura de enfermedades graves o previsiblemente
mortales otrora incurables, la posibilidad de optimizar el uso de los suelos,
las intervenciones para el saneamiento ambiental, entre otros. No obstante,
desde el interior mismo de cada una de las disciplinas involucradas, con una
metodologia propiay abierta a la participacion de otros saberes —en funcion
de su interdisciplinariedad—, la Bioética invita a la reflexion moral sobre
distintos aspectos, entre ellos: de qué manera se obtienen los conocimientos
cientifico-tecnologicos, a quiénes sirven, quiénes tienen acceso a los bene-
ficios que ellos reportan, qué usos se pretenden con ellos y, sobre todo, las
posibles implicancias a futuro que acarrean para la humanidad y el planeta.

Asi, en lo que atane al empleo de la biotecnologia en materia agricola, se
tiene presente que la «revolucion verde» operada a mitad del siglo pasado
importo un profundo cambio. Si bien permitio el crecimiento exponencial
de la produccion, se produjo el reemplazo de la agricultura tradicional por la
agroindustria, dominada por empresas multinacionales que impusieron sus
criteriosy practicas y en consecuencia, los agricultores perdieron gran parte
de su libertad y capacidad creadora, convirtiéndose en los hechos en meros
consumidores de las técnicas de produccion, las que priorizan las exigencias
del mercado a las consideraciones ecologicas. Mas aln, en la década de los
90 sobrevino una revolucion biotecnologica, basada en la aplicacion de las
técnicas de ingenieria genética para el desarrollo de semillas transgénicas
juntamente con el empleo de agroquimicos, cuyo (nico proposito es maxi-
mizar las ganancias de las multinacionales (Bergel, 2017).

Ahora bien... ;se sabe fehacientemente como afectan los agroquimicos
potentes y empleados de manera masiva a los demas seres vivos y a la
salud del propio ser humano? ;Existen estudios que provean suficiente
evidencia en torno a la inocuidad de los alimentos transgénicos, sus efec-
tos en la salud humana y en el medio ambiente? ;Se estudian y/o revelan
cuales son sus grados de posible toxicidad o alergenicidad? Desafiados por
la creciente necesidad de alimentar a una poblacion en franco crecimiento
demografico (7800 millones de habitantes en 2021 con una proyeccion de
10 900 millones en 2100), ;podemos hipotecar el medio ambiente, la bios-
fera y la biodiversidad y poner en riesgo a las generaciones futuras, sobre
las cuales tenemos el imperativo ético de proteccion? (arts. 16 y 17 de la
DUBDH). ;U olvidar de forma permanente el principio «primero no hacer
dafio» (primum non nocere) que acompaia el pensamiento ético occidental
desde Hipocrates? ;Qué garantias existen de la sostenibilidad del planeta
y de la supervivencia humana en tanto, bajo el amparo de perfeccionar las
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técnicas de produccion, se siga promoviendo la extension de la frontera
agricola? ;Qué hay de los monocultivos en grandes latifundios y la amenaza
de su futura desertificacion?

En el campo de la medicinay las ciencias de la salud, el crecimiento sos-
tenido de la industria farmacologica y el fendmeno de la «medicalizacion
de la vida» entre otros, generan sendos interrogantes.

La Bioética busca prevenir, identificar y denunciar los abusos en investi-
gaciones con seres humanos, cuando se obvia la voluntad del sujeto, no se
sopesan debidamente riesgos y beneficios, se hace una seleccion discrimi-
natoria de los participantes, no se garantizan los beneficios posinvestigacion,
etc. Polemiza sobre la brecha 90/10y el conexo desinterés de los laboratorios
en investigaciones relativas a las llamadas «enfermedades tropicales», que
afectan a millones de personas en el planeta, la mayoria habitantes de paises
en vias de desarrollo, no rentables para la industria farmacéutica. También
desenmascara el llamado «doble estandar moral» que media muchas veces
en el desarrollo de vacunas y nuevos farmacos, y que involucra la existencia
de distintos parametros «éticos» y metodologicos empleados en la activi-
dad de pesquisa por la industria farmacéutica y biotecnologica, segln se
[leve a cabo en paises en donde funcionan las casas matrices del complejo
médico-industrial-financiero —loégicamente del primer mundo— o en paises
pobres o en vias de desarrollo.

Los anteriores son considerados problemas clasicos de la Bioética. Hoy
por hoy, se suman otros, sobre todo los vinculados a la capacidad de cambio
que muestran los conocimientos en genética humana.

Asl, los estudios genéticos y la chance de conocer a priori predisposicio-
nes a padecer patologias en el futuro, ;podrian constituirse en fuentes de
estigmatizacion y discriminacion laboral o social? (art. 11 buBDH). ;Cual es
el impacto que el conocimiento de un alto riesgo de sufrir una enfermedad
grave en el futuro tiene sobre la estabilidad psicologicay emocional del indi-
viduo y de su entorno familiar, mas aiin si se trata de una patologia que no
tiene cura? Por su parte, la seleccion embrionaria empleada en reproduccion
humana asistida genera fuertes interrogantes éticos. ;Qué criterios se siguen
para tal seleccion?; ;qué destino siguen los embriones no implantados?;
cquién lo decide?; etcétera.

En lo que respecta a la ingenieria genética, las «terapias génicas» pare-
cieran en principio éticamente viables. ;Quién se negaria a evitar, a partir
de la edicion genética, una enfermedad degenerativa o invalidante a la que
esta predestinado, uno mismo o un ser querido? Sin embargo, a poco que
se ahonde en las consecuencias a gran escala de la técnica, se indaga sobre
las posibles proyecciones eugenésicas de la practica (art. 3 DUBDH).

Mainetti (2008) sostiene que estamos frente a una «tercera revolucion
cultural», diferente de la modificacion del ambiente que se viene realizando
desde el Neolitico y las revoluciones industriales. Se trata de la revolucion
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tecnocientifica, que le permite esculpir o remodelar la propia naturaleza
humana (transformarse a si mismo) y dirigir la propia evolucion biologica
y cultural, a través de «dos grandes lineas de continuidad historica y pro-
yeccion utopica: una es la biogenética y otra la cibernética, por las cuales el
hombre busca reproducirse a si mismo biologicay artificialmente, recreando
el cuerpo organico e informando la razon al artificio (“inteligencia artificial”,
robotica)» (32-33). Vinculado con ello, cada vez con mas fuerza, se instala
la emergente nocion de «transhumanismo», o el «khuman enhancemet», la
problematica de los datos a gran escala (Big Data), la nanotecnologia, etc.
que corresponden ser tomados con suma prudencia.

Cuarenta anos atras ya existia la preocupacion sobre los posibles riesgos
y la regulacion de la biotecnologia, que fue objeto de debate en un impor-
tante evento: la conferencia de Asilomar (EE. UU.) sobre el ADN recombinante.
Posteriormente, un conjunto de instrumentos normativos manifesto su des-
acuerdo con todo tipo de practica contraria a la dignidad humana, tales como
la discriminacion por motivos genéticos, la clonacion humanay la modificacion
de células que se transmitan a la descendencia, por citar algunos ejemplos. Se
incluyen en esta nomina el conocido como Convenio de Oviedo, del Consejo
de Europa de 1997 y dos documentos de la uNEsco: la Declaracion Universal
sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos (1997) y la Declaracion
Internacional sobre los Datos Genéticos Humanos (2003).

Hace algunas décadas se vienen incorporando al mercado medicamentos
biolégicos de altisima tecnologia, sean estos productos innovadores (de
referencia) o biosimilares, tales como hormonas, anticuerpos monoclonales
para bloquear por ej. la inflamacion en la artritis reumatoide y una variedad
de medicamentos para tratar el cancer y otras enfermedades graves. En el
caso de los innovadores especialmente, la fuerte inversion por parte de las
companias para su desarrollo se traduce en un elevado costo, de muy dificul-
tosa cobertura por parte de los sistemas sanitarios, sobre todo aquellos que
prevén el acceso universal a las prestaciones de salud como politica pablica
—como la Argentina—. ;Es éticamente justificable que solo puedan tratarse
con ellos quienes tengan capacidad particular de pago? ;No profundiza tal
situacion la brecha entre ricos y pobres, generando profundas inequidades?
(arts. 8,10 de la DUBDH). Por otro lado, ;es éticamente viable aplicar las reglas
de libre mercado a los insumos y recursos sanitarios? ;No deberian algunos
de ellos al menos estar liberados de los derechos de patentes?

Aln mas: la pandemia desatada a raiz del virus SARS—cov-2, declarada
como tal por la oms en marzo de 2020, mostro el lado mas oscuro de las
grandes corporaciones financieras que manejan el complejo médico-indus-
trial-financiero, las cuales se negaron a la liberacion de las patentes y die-
ron rienda suelta a la especulacion economica cuando es la salud global la
que esta en juego (Solbakk et al., 2021). La oMs va perdiendo legitimacion
a medida que gana terreno la Organizacion Mundial del Comercio (omc), su
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Acuerdo sobre los Aspectos de Propiedad Intelectual relacionados con el
Comercio (ADPIC) y la Organizacion Mundial de la Propiedad Industrial (omP1),
y sus miradas mercantilistas sobre la salud.

En lo que atane a la Biotecnologia ambiental, cabe efectuar similares con-
sideraciones, si acaso los esfuerzos existentes de las «tecnologias verdes»
por el «desarrollo sustentable» no se encuentran neutralizados por quienes
poseen fuertes intereses economico-financieros en mantener los niveles de
consumo del actual modelo de produccion capitalista. Por otro lado, ;no se
reproduce en materia ambiental el doble estandar ético mencionado respecto
de las investigaciones biomédicas, en el que las estructuras productivas
degradantes para el ambiente son exportadas por los paises centrales a los
periféricos porque sus leyes ambientales no las aceptan? (Junges, 2015). ;No
existe acaso evidencia sobre la injusticia ambiental debido a que los paises
menos favorecidos soportan las consecuencias ambientales de los paises
desarrollados, cuyos estandares de consumo aportan las mayores emisiones
de dioxido de carbono?

Como muestra de la inquietud a nivel global que existe sobre el tema, son
de ineludible referencia la Convencion sobre la Diversidad Biologica de la
ONU (1992, que emplea el mencionado principio de precaucion por primera
vez en materia ambiental), la Cumbre de la Tierra de Rio de Janeiro (1992), la
Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Desarrollo Sostenible: Rio+20
(2012), las sucesivas Cumbres sobre Cambio Climatico, la actual Agenda
2030 sobre Desarrollo Sostenible y, por supuesto, la DUBDH, sobre todo en
su art. 17.

CONCLUSIONES

Llegado a este punto, es dable sostener que la Bioética se presenta como
una alternativa para problematizar sobre la eticidad de las practicas que
involucra la incesante evolucion cientifico-tecnologica, que sea pasible de
afectar de una manera u otra, en el corto o largo plazo, la salud y la vida del
planetay de quienes lo habitamos.

Previo a ello, bueno es advertir que la biotecnologia moderna ejerce un
poder de disciplina que se presenta como una expresion de racionalidad
cientifica, poder anonimo de las construcciones textuales que le dan visibi-
lidad, prestigio y autoridad, y tienen el respaldo de la ciencia (Lolas Stepke,
2010). Esta circunstancia definitivamente instala en el ambito sociopolitico,
a un nivel global, el imperativo biotecnologico, por el cual se entiende que
toda alteracion técnicamente posible sobre las formas de vida es reputada
automaticamente como deseable, como algo bueno.
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Es que, en el aspecto de la percepcion piblica, en ningln momento prece-
dente de la historia la distancia entre la capacidad de entendimiento popular
y las reales posibilidades de la ciencia fue tan grande (Correa Soares, 2003):
el ser humano se deja arrastrar por la sorpresa de alcanzar lo otrora inal-
canzable, muchas veces sin una correcta evaluacion ética y sin tener cabal
conciencia de las repercusiones a futuro de tales descubrimientos, sobre la
humanidad y el planeta.

El sistema socioeconomico global, a su vez, no ayuda: la toma de decisio-
nes en lo que atane a laviday a la salud del hombre y del ambiente esta en
manos de unos pocos que manejan la agenda econdmica global, logrando
permear sus intereses hegemonicos a los distintos paises del mundo cuyos
gobiernos quedan, en gran medida, vacios de poder.

Teniendo en cuenta tal contexto, la Bioética hoy alude a un nuevo saber
que todavia tiene mucho que decir acerca de si mismo (Chartiery Trombert,
2013) y que —amén de las caracteristicas dadas— esta [lamada a ser funda-
mentalmente critica, promoviendo el analisis profundo y una mayor proble-
matizacion del desarrollo biotecnologico, con la lupa puesta en la dignidad
y los derechos humanos.

En tanto critica, la Bioética dejara al margen a espiritus débiles o egoistas,
0 a quienes sostengan argumentos moralmente endebles, ya que poner en
duda hoy dia que ciertos conocimientos vinculados al progreso tecno-cien-
tifico implican un retroceso ético exige apoyarse en solidas razones, delibe-
rativamente adoptadas en un entorno pluralista, respetuoso de la diversidad
de visiones 'y, por tanto, universalizables y defendibles piblicamente.

La reflexion sobre desacuerdos éticos y bioéticos planteada por los avan-
ces en las ciencias biologicas y biotecnologias ofrece una oportunidad de
orientar el futuro, dirigiéndolo al beneficio de los «ciudadanos del mundo»,
parafraseando a la bioeticista espafiola Adela Cortina (1997). En tal come-
tido, la Declaracion Universal de Bioética y Derechos Humanos (UNEScO,
2005) constituye un instrumento de trascendental relevancia, pues a la par
de reconocer la importancia de la libertad de investigacion cientifica y las
repercusiones beneficiosas del desarrollo cientifico y tecnologico, destaca la
necesidad de que se realicen en el marco de los principios éticos que enun-
cia. Entre ellos, destacamos el que refiere al respeto a la dignidad humana,
los derechos humanos y las libertades fundamentales (art. 3), en tanto los
restantes —vgr., el respeto a la autonomiay a la asuncion de responsabilidad
en las decisiones personales (art. 5); la exigencia de consentimiento libre,
previo e informado, y proteccion hacia las personas imposibilitadas de darlo
(arts. 6y 7); respeto a la igualdad de las personas, y trato justo y equitativo
(art. 10), etc.—, se desprenden de su desarrollo.
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13 El arte de compartir el saber cientifico:
publicacion y divulgacion

MARIA ALEJANDRA CARDOZO

Los ciudadanos necesitan tener unos conocimientos
basicos de las cuestiones cientificas, de modo que puedan
tomar decisiones informadas y no depender

tnicamente de los expertos.

STEPHEN W. HAWKING

INTRODUCCION

La comunicacion cientifica es el mecanismo basico necesario para la exis-
tencia y el desarrollo de la ciencia. Es primordial que se realice de manera
adecuaday comprensible para toda la comunidad cientifica, aunque muchas
veces no es una tarea facil. Podemos definirla como el proceso de presenta-
cion, distribucion y recepcion de la informacion cientifica en la sociedad. En
un sentido mas practico podemos redefinirla como el estudio de como los
académicos de cualquier campo utilizan y difunden la informacion a través
de canales formales e informales. Aunque nunca lo hayamos pensado, la
comunicacion cientifica es un fendmeno social, una necesidad humana y
un servicio publico. Sin la comunicacion cientifica no se podrian transmitir
todos los avances y descubrimientos diarios del quehacer cientifico. ;Cual es
el porqué de la necesidad de comunicar todos los experimentos cientificos?
Comunicamos los resultados de las investigaciones, los descubrimientos, las
aportaciones, teoricas o experimentales, y los avances de cada disciplina,
de modo que los mismos puedan ser conocidos, debatidos y aplicados pos-
teriormente. Lo mismo que una senal de cualquier naturaleza resulta inatil
mientras no se perciba, un articulo cientifico publicado (sefial) resulta inatil
si no es recibido y entendido por el piblico al que se destina. Por ello, se
puede decir que un experimento cientifico no esta completo hasta que sus
resultados se hayan publicado y entendido (figura 13.1).
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Figura 13.1. El trabajo
cientifico

LA REVISTA CIENTIFICA

Si hacemos un poco de historia, las investigaciones se difundian solo en
forma de libro, pero al empezar a desarrollarse velozmente la ciencia este
dejo de ser un medio eficaz porque cuando se lograba editar un libro ya se
habian producido muchos mas descubrimientos e investigaciones. A partir del
siglo xviI aparecieron las cartas entre cientificos como vehiculo de comuni-
cacion, pero naturalmente cuando el nimero de cientificos fue aumentando
se hizo necesario otra via de comunicacion entre ellos. Surgieron entonces
los congresos y reuniones cientificas, pero sobre todo fueron los articulos
cientificos publicados en revistas cientificas el canal que todavia hoy es el
principal medio de comunicacion de informacion cientifica.

Las revistas cientificas son el principal medio
de comunicacion cientifica

Hoy en dia, a los cientificos se les juzga y se les conoce por sus publicaciones.
Un experimento cientifico, por espectaculares que sean sus resultados, no
termina hasta que esos resultados se publican. La ciencia considera que las
investigaciones originales tienen que publicarse; solo asi pueden verificarse
los nuevos conocimientos cientificos (figura 13.2).
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Science nature

Figura 13.2. Revistas
cientificas

Los seres humanos han sido capaces de comunicarse desde hace milenios.
Sin embargo, la comunicacion cientifica, tal como hoy la conocemos, es
relativamente nueva. Las primeras revistas cientificas se publicaron hace
solo 300 anos, y la organizacion del articulo cientifico se ha creado en los
Gltimos 100 anos. Podemos afirmar que los principios de la comunicacion
cientifica no han cambiado mucho, a pesar de los cambios tecnologicos.
Las revistas cientificas son el centro de un ciclo de informacion en cuyo
inicio y final estan cientificos e investigadores y, entre ambos, organizando,
estructurando y responsabilizandose del proceso de revision cientifica, los

editores (figura 13.3).

Publican articulos

Presentan los trabajos

la comunidad ciéntifica de investigacion original

REVISTAS CIENTIFICAS

Reconocen la propiedad Garantizan la validez

intelectual de los autores

del conocimiento

Figura 13.3. Funciones
de las revistas cientificas
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Las revistas cientificas cumplen varias funciones en el quehacer cientifico
donde cabe destacar la validacion. Nos referimos a que la autenticidad de
los trabajos de investigacion esta otorgada por el hecho de que una inves-
tigacion aparezca en una revista de prestigio mediante el cribado que surge
de la evaluacion llevada a cabo por miembros del consejo de redaccion, lo
que garantiza la calidad intelectual del trabajo publicado. Los consejos de
redaccion de las revistas cientificas deben estudiar cada trabajo que pretende
ser publicado y tener en cuenta que los resultados de los trabajos supongan
un progreso, y que ademas abran nuevas perspectivas de investigacion ade-
mas de evitar que se publiquen trabajos presentes en otras publicaciones,
con titulos diferentes. Otra funcion de las revistas cientificas es archivar y
almacenar informacion, ya que son medio de preservacion del patrimonio
de la ciencia y elementos acumulativos que permite un crecimiento sobre
los sucesivos progresos.

EL ARTICULO CIENTIFICO

La investigacion formal termina con la publicacion de un articulo cientifico;
solo asi su contribucion pasara a formar parte del conocimiento cientifico. Un
articulo cientifico es un informe escrito y publicado que describe resultados
originales de investigacion.

Organizacion del articulo cientifico

Un articulo cientifico es un escrito organizado para satisfacer los requisitos
exigidos de la publicacion valida. Debe ser sumamente claro y organizado con
unas partes componentes destacadas y diferenciadas. En las ciencias basicas,
la forma mas corriente de designar esas partes componentes es: Introduccion,
Métodos, Resultados y Discusion (de ahi la sigla IMRYD). La logica del IMRyD
puede definirse mediante una serie de preguntas: ;Qué cuestion o problema
se estudio? Se expone en la Introduccion ;Como se estudio el problema? La
respuesta esta en los Métodos ;Cuales fueron los resultados o hallazgos? La
respuesta son los Resultados ;Qué significan esos resultados? La respuesta
es la Discusion. La logica del IMRyD ayuda realmente al autor a organizary
escribir su texto, y ofrece una estructura clara para guiar los directores de
revistas, los evaluadores y finalmente a los lectores en la lectura del articulo.
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FORMAS DE COMUNICACION CIENTIFICA

De acuerdo con la forma de expresion en la comunicacion se pueden distin-
guir las diversas formas de trabajo cientifico (tabla 13.1).

Tabla 13.1. Formas de comunicacion cientifica

Presentacion escrita Presentacion oral

Articulo cientifico. Articulo de revision Conferencias

Tesinas Mesas redondas, coloquios
Poster Comunicaciones a congresos
Notas breves de proyectos en curso Sesiones divulgativas

PRODUCCION CIENTIFICA

La investigacion y produccion cientifica son dos procesos continuos que
permiten al investigador lograr la difusion de los conocimientos a través
de canales formales. En la actualidad, estamos inmersos en un proceso de
evaluacion de la produccion cientifica que se ha hecho extensivo a la comu-
nidad investigadora y a las instituciones. De él dependen las posibilidades
de acceso y promocion profesional del personal investigador en los ambitos
académicos y cientificos, y la financiacion que reciben las instituciones para
desarrollar los proyectos de investigacion. Esos procesos de evaluacion lle-
vados a cabo por distintas agencias nacionales e internacionales se centran,
entre otros aspectos, en la evaluacion de la actividad investigadora difundida
a través de las publicaciones cientificas. La evaluacion de la produccion
cientifica se basa en la evaluacion de la calidad de los medios elegidos para
su difusion (fundamentalmente las revistas cientificas) y en determinadas
areas de conocimiento otros medios como los libros y capitulos de libros o
las comunicaciones a congresos.

DE LA COMUNICACION A LOS COLABORATORIOS

La posibilidad de los cientificos de comunicarse entre continentes ha pro-
piciado un aumento de la colaboracion en los esfuerzos de investigacion
y de la labor académica a nivel global, con una mayor movilidad de inves-
tigadores y académicos. El enorme aumento hacia finales del siglo xx del
nimero de articulos en colaboracion es un indicador de esta situacion. La
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colaboracion entre colegas es un desafio para la comunidad cientifica. La
palabra «colaboratorio», fusion de «colaboracion» y «laboratorio», ha sido
acunada para definir la combinacion de tecnologia, instrumentos e infraes-
tructura que permite a los cientificos trabajar con instalaciones remotas y
con otros colegas como si estuvieran situados en el mismo lugar y con una
comunicacion de interfaz eficaz. Estos «centros sin paredes» estan relacio-
nados con un nuevo paradigma en la practica de la ciencia que permite a
los investigadores de cualquier campo tener facil acceso a personas, datos,
instrumentos y resultados.

LA COMUNICACION PUBLICA DE LA CIENCIA
Y TECNOLOGIA (CPCYT)

Se entiende a la comunicacion publica de la ciencia como el proceso que
permite contextualizar y comprender las relaciones que existen entre practi-
cas tales como la produccion del conocimiento cientifico, su repercusion en
diversos ambitos, el desarrollo tecnologico y las formas particulares con que
este se incorpora a la sociedad; asi como también el sentido que los actores
sociales dan a estas relaciones en su practica cotidiana, con la incorporacion
de sus saberes, practicas y conocimientos. Mas claramente, el concepto de
«comunicacion pablica de la ciencia» abarca la suma de actividades de
comunicacion que poseen contenidos cientificos destinados a publicos no
especialistas en situacion no cautiva. La misma no incluye la comunicacion
entre especialistas como tampoco incluye la ensefanza en si misma. Es por
ello que no debe confundirse la comunicacion pablica de la ciencia con la
ensenanza, pues la misma no pone en marcha programas de disciplinas
planificados en el tiempo que aseguren una adquisicion progresiva y logica
de los conocimientos. Es necesario que entendamos que cuando hablamos
de comunicacion piblica de la ciencia debemos tener en cuenta que ella
involucra una combinacion de ventajas considerablemente mas populares
que las propuestas por la educacion formal: no es obligatoria, no se evalla,
no tiene horarios preestablecidos, programas especificos ni condiciones
limitantes: se toma cuando, cuanto y donde se desee. La CPCYT convoca a
la curiosidad y la creatividad haciendo especial énfasis en la libre voluntad
de las personas. La comunicacion piblica de la ciencia en su término mas
conocido, divulgacion de la ciencia, es un campo profesional en el que el
rigor metodologico de la ciencia y la creatividad conviven con el propdsito
de ofrecer al piblico receptor el conocimiento cientifico al alcance de su
interpretacion para contribuir a la formacion de una cultura cientifica en
la sociedad. Practicar y comprender la comunicacion piblica de la ciencia
impone comprendery profundizar previamente su materia prima: la ciencia.
Entenderemos sus discursosy resultados como punto de partida de mensajes
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por divulgar, sus instituciones como soportes y sus recursos humanos como
socios posibles de esta comunicacion entre especialistas y no especialistas.
La misma es una actividad que ha crecido y se ha diversificado en las dltimas
décadas, en particular, debido a la necesidad imperiosa del conocimiento.
Hoy en dia podemos afirmar que en poco menos de una década se ha pasado
de una relativa situacion de indiferencia a convertirse en un punto de gran
interés. Tanto es asi que numerosos autores agregan a esta practica una
funcion vocacional, proponiendo a la divulgacion cientifica como un modo
posible de despertar vocaciones cientificas. Poder conocer los factores que
inciden en la vocacion cientifica de algunos individuos podria dar nociones
a como ayudar a estimular futuras vocaciones cientificas y desde ese lugar
poder fomentar la investigacion y creacion de conocimientos; donde al mismo
tiempo la politica cientifica pueda encontrar el camino mas adecuado para
optimizar la rentabilidad de la inversion pablica. Asi luego de entender la
importancia de llevar la ciencia a todas las personas, podemos afirmar que
nunca la ciencia ha estado mas cerca de nosotros. ;No te parece que nos
ayuda a conocery a conocernos? Divulgar se ha convertido en algo cotidiano,
atractivo y muy necesario. Si el trabajo de la ciencia se percibe como algo
cercano al ciudadano habra mas fuerza para reivindicarlo y defenderlo.

Comunicacion y difusion: la divulgacion cientifica

Se define «comunicacion» como «accion y efecto de comunicar» y «comuni-
car», a hacer a otro participe de lo que uno sabe. Siempre que esa «cosa» que
«uno sabe», y que transmite a otro, se refiera a la ciencia o a la tecnologia,
estaremos hablando de comunicacion de la ciencia (figura 13.4).

Figura 13.4. La divulgacion
cientifica
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No importa quién sea el emisor, quién el receptor, cual el canal o la forma
del mensaje. En los congresos cientificos, en conversaciones entre cientificos,
entre expertos, en publicaciones especializadas, en una entrevista hecha por
un periodista a un cientifico, en un parte meteorolégico, en un documental
televisivo, en medios de comunicacion de masas, en la escuela, en los museos.
En todos estos casos y lugares, que tomamos solo a titulo de ejemplo, hay
comunicacion de la ciencia. Por otro lado, difundir, divulgar, popularizar cien-
cia, hacer periodismo cientifico son formas de comunicacion de la ciencia.
Ahora bien, cuando hablamos de difusion de la ciencia, hacemos referencia
a la comunicacion entre especialistas y colegas que expresan resultados y
logros, proponen lineas de trabajo y buscan encuentros productivos entre
multiples disciplinas. Divulgar la ciencia es transmitir al pablico, en lenguaje
accesible, descodificado, informaciones cientificas y tecnologicas. Es decir,
en otras palabras, la divulgacion trata de poner a los no especialistas en
situacion de comprender un discurso cientifico «adaptandolo, simplificandolo
y explicandolo» para favorecer la actualizacion de conocimiento del ciuda-
dano contemporaneo. En esta era tan tecnologica y revolucionaria, cuando
hablamos de comunicacion podemos afirmar que miles de personas divulgan
ciencia en innumerables redes bajo distintos formatos logrando el proposito
final: que mucha gente se acerque a la ciencia. En este sentido es necesario
entender que el papel que juegan los medios y las tecnologias hoy en dia
es muy diferente al que tenian en épocas pasadas en donde se gestaba la
divulgacion cientifica. El desarrollo de las redes, los miles de celulares con
su tecnologia cada dia mas avanzada son instrumentos de comunicacion
que permiten viabilizar la multiplicidad de posibilidades de interaccion a
distancia, y como si fuera un tornado la informacion se transmite velozmente
de persona a persona. Es fundamental considerar la utilidad que tienen los
medios electronicos al respecto, en especial las redes sociales que han ido
aumentando en popularidad y cantidad de usuarios. En resumen, los cambios
que Internet ha propiciado son muy valiosos y la generacion de redes sociales
en el ciberespacio no queda aislada del tema de la divulgacion cientifica.

Rol del divulgador cientifico ;Por qué es necesario divulgar?

La sociedad actual puede definirse como una sociedad donde el conocimiento
es el fundamento de su existencia. Es el conocimiento el que se encarga de
empoderar no solo a los individuos, sino a todas las comunidades y a las
naciones, y es el conocimiento el que definitivamente es capaz de generar
un auténtico desarrollo social sustentable. Mientras los avances cientificos y
tecnologicos no sean palpables para la mayoria de los ciudadanos, sera muy
dificil conseguir una vinculacion entre los individuos de la sociedad y los
beneficios que surgen de los avances de la ciencia, del desarrollo tecnologico
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y la innovacion. Comunicar para existir se hizo imperativo para los diferen-
tes actores economicos, politicos y cientificos en la era de la sociedad de la
informacion. Y la divulgacion de la ciencia puede desempenar un rol decisivo
no solo generando cultura, sino motivando y mostrando a ciudadanos de
todas las edades las maravillas de las ciencias y su atractivo como profesion.
La divulgacion es importante para los tres destinatarios involucrados. Para
el pablico: es Gtil no solo por la explicacion de las causas de los fenomenos
naturales, sino para la resolucion de problemas cotidianos. Para el cientifico,
se convierte en el foro principal en el que se construye la percepcion del
piblico sobre la ciencia, su confiabilidad, su importancia y la necesidad de
que se inviertan recursos en ella. Para el divulgador, que puede o no ser
el mismo cientifico, es el instrumento ideal para servir de enlace entre los
separados mundos de la cienciay el piblico. El divulgador, es la persona que
se interpone para traducir los trabajos cientificos a la lengua popular con la
intencion de provocar interés, curiosidad y emocion ante las instituciones
y hombres y mujeres.

Todo divulgador debe actuar con:

Responsabilidad. La primera responsabilidad del divulgador de ciencia es
con la sociedad. Debe informar de lo que ocurre en los ambitos de la ciencia,
la tecnologia, la salud y el medio ambiente segln criterios de importancia
e interés social.

Independencia. El periodista debe evitar convertirse en portavoz de cual-
quier parte interesada ya sean las empresas, las asociacionesy organizacio-
nes no gubernamentales e incluso los propios cientificos.

Pluralidad. La informacion que cuenta con una (nica fuente suele resultar
incompleta. Es funcion del periodista ofrecer una informacion tan amplia
como sea posible.

Honestidad. La objetividad no existe, pero el informador tiene que ser
honesto en su trabajo para permitir a la audiencia formarse su propia opinion.

Verificacion. Las afirmaciones unilaterales, incluso cuando han sido avala-
das por publicaciones cientificas, deben ser contrastadas con otras fuentes
expertas.

Educacién. La informacion debe ser comprensible y debe iracompanada de
elementos divulgativos que permitan a los receptores aumentar su conoci-
miento de los temas. Para ello debe utilizar todo tipo de recursos multimedia.

Firmeza. Los poderes politicos y econdmicos o sectores especificos de las
instituciones intentan influir en los contenidos lo cual no debe tenerse en
cuenta en la expresion de la divulgacion.

Rigor cientifico. El periodista trabaja en la frontera de la ciencia, donde
las cuestiones estan alin sometidas a debate entre los propios cientificos.
Pero la confrontacion de ideas no debe dejar hueco a la inclusion de datos o
conceptos incorrectos. Para evitar errores, debe contar con fuentes rigurosas.

161



El articulo divulgativo: ;como escribimos un articulo de divulgacion?

Muy poca gente es capaz de entender la terminologia, en ocasiones muy com-
pleja, que se suele emplear en los articulos cientificos. Poca gente entiende
de analisis estadisticos y niveles de significancia. Es por este motivo que para
que esta ciencia llegue a la ciudadania los divulgadores utilizan el articulo
divulgativo. Los articulos divulgativos se publican en revistas divulgativas,
que son publicaciones periodicas que generalmente no someten los articulos
a un proceso de arbitraje como ocurre con las revistas cientificas. En estos
casos, la decision de aceptacion o la edicion final dependera enteramente
del grupo editor, que por lo general se reserva el derecho de modificar lige-
ramente el contenido para mejorar su comprension sin alterar el mensaje.
Este tipo de revistas no son tan especializadas como las revistas cientificas,
sino que suelen abarcar campos amplios de la ciencia, como la ecologia y
medio ambiente, la medicina, la biotecnologia o las ciencias sociales. Cada
revista establece el tipo de articulo que desea publicar: pueden ser notas
breves, ensayos de temas de actualidad, resenas bibliograficas o entrevistas
a cientificos destacados.

Estructura del manuscrito divulgativo

Los manuscritos de tipo divulgativo no tienen una estructura tan rigida como
los articulos cientificos, sino que dependera en gran parte de la estructura
de cada revista. En general son textos mas breves, el lenguaje mas sencillo,
pero no debe de abandonar la rigurosidad cientifica. Debe de ser una lectura
amena, por lo que los autores deberan utilizar un lenguaje facil de entender
y fluido, mostrando coherenciay cohesion en las ideas presentadas, tratando
de no abusar de las frases subordinadas y recursos lingliisticos complejos,
pero priorizando un lenguaje narrativo sobre uno meramente descriptivo.
Un buen articulo de divulgacion no solo debe reflejar los resultados de un
proyecto cientifico sino también el proceso seguido por esta investigacion
y los argumentos que permitan al pablico general comprender el cometido
social de su trabajo. En forma general se recomienda para la escritura de un
articulo de divulgacion tener en cuenta los siguientes items:

-Conocer el lector; piblico destinatario

-Identificar el canal en el que se va a divulgar

-Estar actualizado. Saber mas de lo que se escribira

-Seleccionar bien la informacion y ordenarla. Usar datos confiables

-Interesar al lector. Incluir novedades

-Usar frases y parrafos cortos

-Contextualizar y revisar bien el texto antes de publicarlo

162



Los articulos de divulgacion no deben exponer posturas personales, parti-
cipar de manera activa en caso de que el tema se preste a debate dentro de
la comunidad cientifica, ni emitir juicios de valor. Deben brindar informacion
de manera neutral para que el lector pueda formarse una opinion propia.

Tipos de medios de divulgacion

Dentro de los tipos de medios de divulgacion encontramos medios impre-
sos, medios electronicos, medios audiovisuales y otros medios (figura 13.5).
Medios impresos: comprende la divulgacion de prensa escrita en:
-Revistas, diarios, carteles y folletos.
-Libros, cuentos
-Columnas periodisticas en medios graficos.

Figura 13.5. Medios impresos

Medios electronicos: incluye entre otros:

-Boletin electronico: su proposito es informar a los lectores de las actua-
lizaciones de la pagina web y/o proporcionar informacion sobre el
tema en que se centra el sitio web.

-Cuentas personales de investigadores o cuentas institucionales en redes
sociales (Twitter, Instagram, etc.).

-Internet: en este punto tienen importancia las redes sociales académicas
(ResearchGate, Academia.edu, etc.) como también las Tics (tecnologias
de informacion y comunicacion) foros, blogs, microblogging, podcasts,
redes sociales, wikis, entornos de colaboracion y contenidos multi-
media (figura 13.6).
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Figura 13.6. Medios
electronicos

El desarrollo tecnologico y la instantaneidad de la informacion no solo tienen
un costo obvio que no puede ser afrontado por todos, sino que, ademas,
Gnicamente puede llegar la gente cuando las condiciones son adecuadas
(computadoras, conexiones apropiadas y espacios para la recepcion). Por
este motivo se utilizan otros medios que se detallan a continuacion.
Medios audiovisuales:
-Television: para la transmision y recepcion de imagenes en movimiento
y sonido a distancia, a través de documentales y programas de perio-
dismo cientifico.
-Cine
-Obras de teatro
-Canales en YouTube y otras plataformas de video

Otros medios:

-Eventos virtuales y/o presenciales (Ej. «Dias de Puertas Abiertas en los
laboratorios de investigacion», «La Noche de los Museos» que se
celebra en todo el mundo).

-Museos de ciencia, planetarios, acuarios, centros culturales, granjas edu-
cativas, ecoparquesy otros. La atractiva presentacion de los contenidos
en estos lugares hace que las visitas sean una actividad interesante,
didactica y adecuada para la familia o la escuela.

-Clubes cientificos: son comunes en algunos paises y pretenden ofrecer
a los jovenes otra forma de acercamiento a la ciencia, mas activa, sin
horarios ni examenes. Su finalidad es poner en evidencia que la ciencia
se practica y esta es otra forma de aprenderla.
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EL PERIODISMO CIENTIFICO

Es importante destacar el rol cada vez mas creciente de los medios especia-
lizados en ciencia y las acciones de divulgacion de institutos de investiga-
ciony asociaciones que se dedican a acercar la ciencia a los ciudadanos en
un lenguaje sencillo y comprensible. Estos medios y comunicadores estan
afianzando un periodismo cientifico especializado y profundo y hablan asi-
duamente de biotecnologia:

-Agencias cientificas de noticias: Agencia cyTA del Instituto Leloir. (www.
agenciacyta.org.ar)

-Secciones de divulgacion y noticias de los sitios de Internet de institu-
tos de investigacion y universidades: CONICET (www.conicet.gov.ar),
Instituto de Biologia Molecular de Rosario (www.ibr.gov.ar), Universidad
del Litoral (www.unl.edu.ar) Agronomia Informa (FAUBA) (www.agro.
uba.ar), entre otros.

-Ciclos y eventos de divulgacion cientifica de ciertas instituciones: «Dia
de puertas abiertas» del Instituto Leloir, la «Semana Nacional de las
Ciencias» del CONICET.

-Revistas y boletines informativos especializados: Revista RIA - INTA
(www.ria.inta.gob.ar), Saber Como - INTI (www.argentina.gob.ar/inti),
Novedades (www.argenbio.org).

-Divulgadores Redes que nuclean a periodistas cientificos (Ej. Red Argentina
de Periodismo Cientifico y la Asociacion Colombiana de Periodismo
Cientifico).

CONCLUSIONES

Desde la comunidad cientifica es importante disenar futuras investigaciones
que involucren todos los elementos de la cadena del conocimiento: inves-
tigadores, educadores, divulgadores, medios informativos y sistemas de
comunicacion piblica de la cienciay la tecnologia. La comunicacion piblica
de la ciencia es una responsabilidad social de las universidades y casas de
estudio, y esta entre sus deberes constitucionales el realizar productos y
actividades concretas cuya intencion principal sea la de construir una cultura
cientifica de planeacion social y prevencion de riesgos, que contribuyan a
incorporar efectivamente el conocimiento cientifico a la practica cotidiana
y al quehacer colectivo.
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1 Transferencia del conocimiento
cientifico de la universidad al medio

MARIA VICTORIA LUQUE

INTRODUCCION

Es evidente que por si solo el simple hecho de la creacion de conocimiento
cientifico no es suficiente para que la investigacion y desarrollo (1+D) se pueda
transferir al medio y de esta forma, pueda aportar al crecimiento econo-
mico de un pais o region. De ahi deriva la importancia de generar procesos
adecuadosy soélidos de transferencia del conocimiento. Es necesario que el
ciclo se cierre permitiendo que los resultados lleguen y sean exitosamente
aplicados en el sector industrial o en el medio socioproductivo.

La transferencia del conocimiento se basa en «sistemas y procesos por
medio de los cuales las instituciones de investigacion interactan recipro-
camente con las empresas, el sector publico y otras organizaciones permi-
tiendo que el conocimiento y la experiencia generada puedan ser aplicados
en mejoras innovadoras, rentables y sociales» (Bayona y Gonzalez, 2010).

Este proceso, tan importante para la sociedad, es el que permite que los
resultados gestados en los laboratorios que se encuentran en universidades
o centros de investigacion y de la academia se puedan ver reflejados en
el medio socioproductivo, generando de esta forma recursos economicos
derivados de procesos de innovacion y transferencia de conocimiento per-
mitiendo el crecimiento economico.

Las universidades son actores que generan conocimiento, conocimiento
que se produce tanto a través de la investigacion basica como la investiga-
cion aplicada. Este conocimiento se extiende, no solo a nivel institucional
sino también sobre toda la comunidad, creando oportunidades y desafios
locales, regionales, nacionales, e internacionales. De hecho, las instituciones
de educacion superior vienen desempenado un papel significativo en del
desarrollo de las nuevas tecnologias y nuevos conceptos y valores sociales
que hoy se reflejan en avances en la calidad de vida. Actualmente, podriamos
afirmar que es critica la contribucion a las nuevas aplicaciones industriales
y sociales, como resultado de la investigacion cientifica universitaria, que
contribuyen al desarrollo econdmico (Macho-Stadler, 2010).

No obstante, aunque la academia, la publicaciony divulgacion a través de
papers cientificos sean eficaces para transferir conocimiento, para el logro de
avances aplicados en una disciplina, y para conseguir mejoras en la calidad de
vida en una economia basada en el conocimiento, han sido necesarios en la
practica nuevos métodos y procesos de transferencia desde las instituciones
de educacion superior hacia la sociedad en general y al tejido empresarial
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de forma especifica. La comercializacion exige un conjunto de habilidades
por las que, en general, no se distingue la comunidad cientifica, es por eso
que contribuir al desarrollo de las mismas y asistir a los investigadores con
estructuras de apoyo que permitan acercar a los distintos actores resulta
fundamental para reducir las brechas que se podrian presentar al momento
del acercamiento de partes. Dado que la transmision de conocimiento cien-
tifico ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad para el avance de
la sociedad, existe interés en los entes reguladores y en los responsables
del diseno de las politicas de 1+D para el desarrollo de herramientas que
permitan impulsarla (Macho-Stadler, 2010).

TRANSFERENCIA DE CONOCIMIENTO CIENTIFICO

ELtérmino de transferencia del conocimiento describe las acciones destina-
das a trasmitir el conocimiento, las habilidadesy la propiedad intelectual de
las universidades a las empresas u otros organismos que adopten la tecnolo-
gia desarrollada. Para que se lleve a cabo esta transferencia es necesario la
apropiacion de este conocimiento. A menudo se le conoce como «la tercera
mision» de la universidad, complementando las funciones tradicionales de
la educacion y de la investigacion.

Si tuviésemos que describir como es este proceso de transferencia que se
[leva a cabo de forma habitual, podriamos destacar los siguientes hitos que
pueden desarrollarse (figura 14.1):

-Los desarrollos surgen de cientificos investigadores, que dentro de ins-
tituciones de investigacion basandose en formacion académica, son
los productores primarios del conocimiento o de la tecnologia.

-Los administradores de la tecnologia universitaria, son los que velan
por los intereses de la Universidad y llevan a cabo las negociaciones
pertinentes junto a las Oficinas de Transferencia Tecnologica (oTT) u
Centro de Transferencia de Resultados de la Investigacion (CETRI) o
también denominadas Oficinas de Transferencia de Resultados de
Investigacion (OTRI), que surgen como intermediarios entre las dis-
tintas organizaciones y representan los intereses de ambas partes.

-Como resultado de estos desarrollos se pueden generan derechos de
propiedad industrial (patentes, modelos de utilidad, entre otros),
capacidades que permitan llevar adelante servicios especializados
a través de acuerdos o proyectos conjuntos o también se pueden
generar empresas de base tecnologica en el ambito universitario, las
llamadas spin-offs.

-Las empresas son quienes principalmente comercializan las tecnologias o
conocimiento generado en este proceso de transferencia, sin embargo,
no son las Unicas, ya que la transferencia también puede realizarse a
instituciones gubernamentales, por ejemplo.
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UNIVERSIDAD Y CENTROS DE INVESTIGACION

@H Investigacion

Transferencia del conocimiento Resultado de la transferencia
- Patentes y licencia de conocimiento de las universidades
- Colaboracion Universidad-Empresas - Nuevas empresas (spin-offs)
- Contratos y proyectos con - Contratos de investigacion Desarrollo
financiacion pablica H Acuerdos de licencia economico
- Emprendimiento: Creacion - Sensibilizacion emprendimiento
de Empresas y desarrollo empresarial - Conciencia del espiritu
emprendedor

Figura 14.1. Proceso de
transferencia del conocimiento
(Adaptado de Bayona

y Gonzalez, 2010)

La transferencia del conocimiento se puede dar a través de licencias de
patentes de invencion o know how, materializada a través de un convenio,
pudiendo también haber obtenido un financiamiento publico o privado para
llevarse adelante. A su vez, esa transferencia de conocimiento puede con-
cretarse por medio de la creacion de nuevas empresas de las cuales pueden
participar los investigadores también.

Modelos de transferencia del conocimiento

La transferencia del conocimiento, como se ha mencionado anteriormente,
es un proceso que ha ido variando y evolucionando a través del tiempo,
que no necesariamente es el mismo proceso el que se lleva adelante en las
distintas universidades o centros de investigacion. Dependera también del
contexto propiciado por el estado, el acceso al financiamiento disponible y
el ecosistema regional. A su vez, se puede observar la utilizacion de mas de
uno de los modelos, segiin el tipo de proyecto o desarrollo del que se trate.
Es importante evaluar cual es el mas pertinente en cada caso y esto depen-
dera de varios factores tales como vinculo de los grupos de investigacion
con empresas, financiamiento disponible, motivacion por emprender de los
investigadores, cercania con informacion o demandas del medio, ecosistema
y entorno, entre otros.

Se podrian mencionar los siguientes modelos que representan los procesos
de transferencia de conocimiento y su evolucion.

169



Modelo lineal

Este modelo se trata de un proceso secuencial que se da de manera lineal
pudiéndose describir en siete etapas (figura 14.2). Comenzando con un des-
cubrimiento cientifico en el laboratorio, a partir de este momento el investi-
gador o grupo de investigacion deben declarar los resultados de la invencion
frente a la oficina de transferencia de tecnologia (oTT) de la institucion a la
que pertenecen. Luego, esta oficina realizara una evaluacion de la invencion
con el fin de analizar la posibilidad de proteccion de los resultados obtenidos
por medio de una patente de invencion u otro instrumento de propiedad
industrial. En caso de ser factible, una vez redactada y presentada la patente
de invencion, la oficina de transferencia comienza a trabaja en el diseno de
la estrategia de comercializacion de la tecnologia a través de la relacion con
una empresa u otra institucion potencialmente adoptante. Este paso involucra
la negociacion comercial y la construccion del acuerdo de licencia en caso
de llevarse delante de forma exitosa la transferencia (Siegel et. Al 2004).

Cientifico : Cientifico-oTT
Descubrimiento |::| Declaracion Evaluacion de la Patente
o - b o o P o .o -
cientifico :3| de lainvencion |Tinvencion para
i patentacion

Cientifico-oTT-empresa

Comercializacion Negociacion Licenciamiento
de la tecnologia de la licencia

—»

Figura 14.2. Modelo lineal de
transferencia de conocimiento
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En este modelo se puede observar la secuencia en la que los cientificos
generan el conocimiento, luego la oTT lo analiza y realiza las negociaciones
pertinentes para el licenciamiento de la tecnologia.

Modelo dinamico

Este modelo si bien esta basado en el modelo lineal, es una reformulacion
evolucionada del mismo, con un analisis mucho mas profundo, donde se
puede ver el valor de la proteccion de los resultados a través de la generacion
de patentes, asi como la importancia de la comunicacion efectiva a los poten-
ciales interesados para lograr la llegada exitosa al mercado de la invencion.

Representa un sistema de transferencia del conocimiento mas organi-
zado e interactivo. Se basa en una organizacion que contempla sistemas
de incentivos a los cientificos que permiten la motivacion necesaria para
llevar adelante un proceso de transferencia (como ser la consideracion de
los hitos de transferencia en la evaluacion en la carrera de investigacion,
en los incentivos docentes, financiamientos especificos para generar nexos
entre grupos de I+D con empresas, recursos para redaccion y presentacion
de patentes por mencionar algunos), con el acompafnamiento de las oficinas
de transferencia en el proceso (figura 14.3).

Sistema de Recursos Habilidades Comercializacion
incentivos destinados a la de las OTT formal

transferencia

’ de tecnologia (A
Descubrimiento Declaracion de la Negociacion de
cientifico invencion . la licencia
Entendimiento Fiabilidad Comercializacion
cultural universitaria Informal - g

Transferencia de

conocimiento

il

Figura 14.3. Representacion
del proceso dinamico

de transferencia del
conocimiento
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Modelo triple hélice

Otro de los modelos que se pueden observar en transferencia de conoci-
miento es el llamado triple hélice, donde los actores participantes estan
representados por la triada Universidad-Empresa-Estado.

En la aplicacion de este modelo de transferencia de conocimiento lo que se
busca es que estos tres actores logren una vision integradora, generando una
alianza de participacion dinamica, conjunta y comprometida a fin de lograr
procesos de innovacion exitosos, generando sinergia entre el gobierno, el
sector productivo y el sector académico/cientifico.

Este modelo muestra a la universidad como generadora de conocimiento,
la empresa como lugar de produccion y el estado como financiador y regu-
lador del sistema (Etzkowitz & Etzkowitz, 2009). Se propone disminuir de
forma gradual la brecha y diferencias que puedan surgir entre disciplinas y
conocimientos (Castillo, 2010).

En el marco de este modelo existe una relacion directa de ida y vuelta entre
cada uno de los actores como se puede observar en la figura 14.4.

Figura 14.4. Representacion del
modelo de triple hélice
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Modelo catch up

Modelo basado en la imitacion y captacion de tecnologia ya creada con
anterioridad. Se trata de «copiar» o imitar tecnologias existentes, pudiendo
introducir o no determinadas modificaciones, siempre dentro de los limites
de las regulaciones que permitan las leyes de propiedad industrial. Este
modelo enfatiza la movilizacion del conocimiento tacito como medio para
absorber las tecnologias foraneas y desarrollar las propias.

La importancia de este modelo radica en la utilizacion de informacion dis-
ponible con el fin de adaptarlay aplicarla en el medio socioproductivo para
que se logre la adopcion de la tecnologia teniendo un rol muy relevante el
sistema cientifico para poder llevarlo adelante. La informacion que otorgan
muchas veces las patentes de invencion que no se encuentran presentada en
todos los paises permiten el acceso a desarrollos que se pueden imitar, ya
que su proteccion es territorial. También a través de este modelo se pueden
reflejar los nuevos usos de tecnologias previamente desarrolladas.

En conclusion, los modelos teoricos descriptos anteriormente son los mas
relevantes que se conocen y utilizan para generar la transferencia del cono-
cimiento diferenciandose por las etapas del proceso de transferencia y los
actores que estan involucrados en cada una de ellas. Como se menciona, son
simplificaciones tedricas con el objeto de representar un proceso complejo,
dinamico e interactivo que se produce, donde muchas veces no se llega al
resultado esperado de la transferencia del conocimiento.

Ademas, es relevante indicar que las oTT no utilizan un Gnico modelo,
sino que, atendiendo a las caracteristicas y necesidades propias de cada
desarrollo se disefia a medida una estrategia de transferencia. Siendo todos
estos modelos son igual de validos para recurrir a la llegada de una invencion
hasta la transferencia de los resultados, comercializacion y generacion de
beneficio en el proceso.

Valle de la muerte

Si hablamos de transferencia del conocimiento no podemos dejar de mencio-
nar que se trata de un proceso complejo con algunas vicisitudes. A pesar de
que cierta bibliografia tradicional no lo indique de esta forma, es importante
mencionar el término valle de la muerte (valley of death). Este término hace
referencia a que las etapas de transferencia de conocimiento en general se
encuentran con un momento determinado en el que no es facil ni suave la
transicion que se puede dar entre los resultados generados en un labora-
torio y aquellos que espera o necesita el sector industrial para aplicar la
innovacion en su planta (figura 14.5)
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CREACION DE VALOR

A

Final de muchos
proyectos debido al
final de la inversion piblica

En este punto el proyecto
...................... ya dispone del formato para
ser transferido al mercado

Valle de la
muerte

Por ello es vital inyectar
recursos para pruebas
de concepto en fase de
demostracion

ETAPA ETAPA ETAPA
INVESTIGACION VALORACION COMERCIALIZACION

Figura 14.5. Representacion
del valle de la muerte

Si por ejemplo, pensamos en el proceso de desarrollo de un farmaco, este
puede llevar mas de doce anos de desarrollo e investigacion, considerando
las validaciones, ademas de costar mucho dinero. Todo este proceso incluye
una fase inicial de investigacion, un proceso de validaciones preclinicas,
validaciones clinicas, y posteriormente las fases de validacion para comer-
cializacion, y luego la farmaco-vigilancia del mismo.

El esquema de transferencia puede basarse en cualquiera de los modelos
expresados con anterioridad. De cualquier forma, en este caso, el «Valle de
la muerte» se encontraria muy probablemente entre la validacion preclinica
y la fase de la validacion clinica. En estas etapas del proceso los recursos
que deben invertirse son muy importantes, no solo a nivel econémico, sino
también considerando el tiempo que conlleva realizarlo y el riesgo de que
cualquiera de los puntos de validacion falle es muy elevado. Es en estas ins-
tancias donde se necesita el mayor acompanamiento de las oTT y de fondos
ya sean publicos o privados para poder llevar adelante estas instancias. De lo
contrario, muchos de los desarrollos generados en los ambitos universitarios
no llegan a poder adoptarse de forma exitosa en el medio.
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CADENA DE VALOR EN LA TRANSFERENCIA

La propiedad intelectual es un punto muy importante en el ambito de la
investigacion cientifica, esta intimamente ligada al licenciamiento de las
patentesy por tanto, a la transferencia de tecnologia. De hecho, no es posible
hablar sobre estrategias de proteccion de los resultados de una investiga-
cion sin contemplar su comercializacion por medio del licenciamiento y/o
transferencia de tecnologia. A su vez, al momento de generar la licencia de
la tecnologia, es importante resaltar que en la gran mayoria de los casos no
se trata de solo la patente, sino también de un acompanamiento y trasmi-
sion del know how desarrollado por el grupo de investigacion a través de la
implementacion de la invencion en la institucion adoptante.

A menudo, no es suficiente con el patentamiento del desarrollo, sino que
también es necesario que la universidad participe activamente en la demos-
tracion de la potencial utilidad de estas antes de que sean adoptadas por
la empresa. Una de las vias para resolver este problema es la creacion de
las denominadas spin—offs. En este caso, la tecnologia desarrollada en la
universidad puede ser la base para la creacion de una nueva empresa, donde
los resultados generados son cedidos a esta nueva empresa bajo licencia en
condiciones mas favorables, pudiendo darse una participacion en el capital
o bien a cambio de regalias (royalties).

PROPIEDAD INTELECTUAL

La Propiedad Intelectual (p1) se relaciona con todas las creaciones de la
mente o el intelecto.

A partir del concepto de propiedad intelectual surgen los llamados Derechos
de Propiedad Intelectual, los cuales protegen los intereses de los innovadores
y los creadores al ofrecerles privilegio en relacion con sus creaciones.

Solo a modo indicativo los derechos de propiedad intelectual incluyen los
siguientes:

a. La propiedad industrial

-1. Patentes de invencion

-2. Marcas

-3. Disefos industriales

-4. Indicaciones geograficas.

b. El derecho de autor
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Abarca las obras literarias (por ejemplo, las novelas, los poemas y las
obras de teatro), las peliculas, la misica, desarrollos de software, las obras
artisticas (por ejemplo, dibujos, pinturas, fotografias y esculturas) y los
disenos arquitectonicos.

Patente de invencion

Enfocandonos en las patentes de invencion que son los derechos que prin-
cipalmente formaran parte de un proceso de transferencia del conocimiento
podemos mencionar que una patente es un derecho exclusivo concedido
sobre una invencién de un producto o proceso que constituye una nueva
manera de hacer algo, o propone una nueva solucion técnica a un problema.
El titular de una patente goza de proteccion para su invencion; la pro-
teccion se concede durante un periodo limitado, que suele ser de 20 anos.
Una invencion protegida por patente no puede ser fabricada, utilizada, dis-
tribuida ni vendida con fines comerciales sin el consentimiento del titular
de la patente. Esta proteccion es territorial, por lo que debe presentarse la
patente en todos aquellos paises que desea obtenerse este derechoy luego
de cumplido el plazo de 20 anhos la tecnologia podra ser fabricada, utilizaday
comercializada sin impedimentos legales. Es importante mencionar también
que para la concesion de una patente es necesario describir detalladamente
la invencion y ese documento sera publico.
En Argentina para poder ser otorgado un derecho de patente el producto
o proceso debe cumplir con los siguientes 3 requisitos:
1. Novedad
La nocion de novedad se contrapone con la de divulgacion. Se considera
novedosa toda invencion que no esté comprendida en el estado de
la técnica (conjunto de conocimientos técnicos que se han hechos
plblicos hasta el momento).
2. Altura inventiva
Para que un desarrollo tenga actividad inventiva no debe deducirse del
estado de la técnica en forma evidente por una persona normalmente
versada en la correspondiente materia técnica. El desarrollo no debe
poder deducirse de un documento en particular, ni de la combinacion
de varios documentos pertenecientes al estado de la técnica.
3. Aplicacion industrial
Una invencion sera considerada como susceptible de aplicacion industrial
si puede reproducirse o utilizarse en cualquier campo de la industria.
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CREACION DE EMPRESAS

Las invenciones generadas en las universidades en pocas ocasiones son
desarrolladasy llegan al mercado simplemente con ser protegidas por medio
de patentes. A menudo es necesario que la universidad participe activamente
en la demostracion su potencial utilidad antes de que sean adoptadas por
la empresa. Una de las vias para resolver este problema es la creacion de
spin—offs.

Se denomina spin—offs a aquellas empresas que surgen de las propias
universidades y tienen por objetivo la comercializacion de la propiedad
intelectual y la transferencia de la tecnologia desarrollada en las institucio-
nes académicas siendo en varias de las ocasiones incubadas en los mismos
establecimientos (Djokovic y Souitaris, 2007).

Por mencionar algunas de las ventajas que tienen estas empresas,
podriamos decir que son los propios investigadores que ocupando el rol
de empresarios podran seguir desarrollando la tecnologia que gestaron en
la universidad hasta el nivel de producto final, contratando nuevo personal
cientifico valioso para ello y obtener rendimientos economicos. De esta forma
también muchas veces se pueden reducir algunos riesgos de la innovacion
aminorando el impacto que pueda tener el valle de la muerte. Por su parte
la universidad también acompanara el desarrollo de esta empresa y podra
recibir retornos economicos por contratos de transferencia con las spin—off,
los cuales podran utilizarse para incentivar nuevos procesos de transferencia.

A su vez, la sociedad podra beneficiarse por os puestos de trabajos gene-
rados, no solo en areas de I+D sino también en areas de apoyo que son nece-
sarias para consolidar un equipo interdisciplinario que logre una empresa
exitosa y rentable.

No siempre es posible esta forma de contribuir al proceso de transferencia
ya es necesario el interés de los inventores de la tecnologia para llevarlo
a cabo, ademas de contar con estructuras universitarias que lo permitany
acompanen, los recursos necesarios para poder montar una empresa entre
otros factores clases para que pueda llevarse adelante.

CONCLUSIONES

Como se ha mencionado, el proceso de transferencia de conocimiento es
complejo y se encuentra en constante evolucion, las oTT han ido perfec-
cionando a fin de acompanar y simplificar este proceso y por medio de la
proteccion de la tecnologiay la posibilidad de creacion de nuevas empresas
se pueden ir registrado mejores resultados, permitiendo que la innovacion
desarrollada en el ambito universitario pueda lograr un impacto positivo en
el medio socioproductivo.
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Glosario

A

Acidos nucleicos: macromoléculas
presentes en todas las células y virus,
cuyas funciones tienen que ver con

el almacenamiento y la expresion de
informacion genética.

Adyuvante: del latin adjuvare, «ayudar».
Son moléculas que, al ser incorporadas
a la formulacion del antigeno vacunal,
incrementan o modulan la respuesta
inmune inducida por el organismo.
ADN (acido desoxirribonucleico): acido
nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y fun-
cionamiento de todos los organismos
vivos y algunos virus; también es res-
ponsable de la transmision hereditaria.
ADN recombinante: es una técnica

que utiliza enzimas para cortar y unir
fragmentos de ADN de distintas fuentes
para lograr una molécula nueva con
caracteristicas diferentes.

Agente etiologico: microorganismo res-
ponsable de causar una enfermedad.
Antigeno: es cualquier sustancia que
provoca que el sistema inmune reac-
cione y monte una respuesta de defen-
sas contra él. Suelen ser moléculas
«extranas» al organismo, por ejemplo
proteinas estructurales de un microor-
ganismo como una bacteria, parasito,
hongo o virus.

Antisuero: también conocido como
suero inmunolagico, es el suero
sanguineo que contiene anticuerpos
policlonales.
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ARN (&cido ribonucleico): es un acido
nucleico formado por una cadena de
ribonucleotidos, y desempena diversas
funciones, entre ellas, dirige las etapas
intermedias de la sintesis proteicay
regula la expresion génica.

ARN largo no codificante: es una molé-
cula de ARN funcional, que a diferencia
del ARN mensajero no se traduce en
una proteina.

ARNM (ARN mensajero): es el acido
ribonucleico que transfiere el codigo
genético procedente del ADN, deter-
minando el orden en que se uniran

los aminoacidos de una proteina 'y
actuando como plantilla para la sintesis
de dicha proteina.

BCR-ABL: es una mutacion formada por
la combinacion de dos genes, cono-
cidos como BCR y ABL, presente en
pacientes con ciertos tipos de leucemia.
Biotecnologia: segln la 0ECD la
biotecnologia es la utilizacion de los
organismos biologicos y sus partes para
elaborar bienes y servicios. Quien intro-
dujo la palabra fue el ingeniero hiingaro
Karl Ereky en el ano 1919, pero fue en

la década de los 70 que se sentaron las
bases de la biotecnologia (ingenieria
genética y anticuerpos monoclona-

les), influyendo sobre varios sectores



industriales, fundamentalmente

los de la industria farmacéutica

y la alimentaria.

Bioética: conceptualizada como el
«estudio sistematico de la conducta
humana en el campo de las ciencias
biologicas y de la atencion de la salud,
en tanto que dicha conducta es exami-
nada a la luz de los principios y valores
morales» (Reich, Enciclopedia de
Bioética), se atribuye la invencion del
neologismo al bioquimico y oncologo
norteamericano Van Reanssealer Potter
quien publico en el afio 1971 un libro
titulado «Bioética. Un puente hacia el
futuro». La Bioética interpela la correc-
cion moral de los usos del progreso
cientifico y tecnologico, que hoy pasan
por la edicion genética, la degradacion

ambiental, el transhumanismo, etcétera.

Biopsia: procedimiento que se realiza
para extraer una pequena muestra de
tejido o de células del cuerpo para su
analisis en un laboratorio.

Calibradores: sustancia especifica de
concentracion conocida que se usa
para armar las curvas de calibrado, las
cuales serviran para obtener la concen-
tracion de una molécula en la muestra
estudiada.

Células neoplasicas: células que se
multiplican a un ritmo superior a lo
normal y dan origen a una masa anor-
mal de tejido.

Cepa atenuada: es aquella cepa viral

o bacteriana que ha sido debilitada,
logrando reducir asi su virulencia pero
no asi su inmunogenicidad o su capaci-
dad de generar una respuesta inmune
robusta.
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Capa germinal: capa de células que se
genera durante los procesos tempranos
de diferenciacion celular del cigoto y
que esta asociada a un determinado
tipo de organo o tejido. Existen 3 capas
germinales: endodermo, mesodermoy
ectodermo.

Clonado molecular: conjunto de méto-
dos experimentales utilizados para
para amplificar una secuencia concreta
de ADN y lograr su copiado dentro de
organismos receptores.

Convenio de Oviedo: la denominacion
completa de este acuerdo, impulsado
por el Consejo de Europa y suscrito en
Oviedo (Espafna) en 1997, es «Convenio
para la proteccion de los derechos
humanosy la dignidad del ser humano
con respecto a las aplicaciones de la
biologia y la medicina». Su denomi-
nacion da cuenta del noble objetivo
tenido en cuenta por los Estados fir-
mantes de este instrumento que cuenta
con 38 articulos, de impedir el abuso
del desarrollo tecnologico en lo que
concierne a la biomedicina y proteger
la dignidad y los derechos humanos.
Presenta importantes principios y pau-
tas procedimentales que han de regir
la investigacion con seres humanos, los
trasplantes, consideraciones sobre el
genoma humano, entre otros.
CRISPR—Cas9: tecnologia que permite
realizar edicion de ADN, mediante cortes
especificos del material genético usando
una secuencia de ARN como guia.

Declaracion de Helsinski: es una nor-
mativa elaborada por la Asociacion
Médica Mundial (AMM) y se considera
una obra de referencia para determinar



la aceptabilidad ética de las investi-
gaciones médicas con seres humanos,
siendo consultada por los integrantes
de los comités de ética, patrocinadores,
investigadores y participantes en la
investigacion; invocandosela de forma
rutinaria. La Declaracion de Helsinki de
1964 se ha enmendado siete veces (1975,
1983, 1989, 1996, 2000, 2008, 2013) y se
le han agregado dos notas de clarifica-
cion (2002 y 2004).

Declaracion Universal sobre Bioéticay
Derechos Humanos: esta Declaracion
Universal de la unEsco fue aprobada
por aclamacion en la 332 Sesion de la
Conferencia General de la UNESCO rea-
lizada en Paris el 19 de octubre de 2005.
La Declaracion trata sobre las cuestio-
nes éticas relacionadas con la medicina,
las ciencias de la vida y las tecnologias
conexas aplicadas a los seres humanos,
teniendo en cuenta sus dimensiones
sociales, éticas, juridicas y ambientales.
Por el hecho de inscribir la bioética en
los derechos humanos internacionales
y de garantizar el respeto por la vida de
las personas, la Declaracion reconoce
la interrelacion existente entre la ética
y los derechos humanos en el terreno
concreto de la bioética.

Declaracion Universal sobre el Genoma
Humano y los Derechos Humanos: es
un documento conformado por un
preambulo y 25 articulos dispuestos

en 5 apartados que fue publicado

por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Educacion, la Cienciay
la Cultura (UNESCO) en su 299 sesion el
11 de noviembre de 1997. Fue aprobado
por unanimidad por las setenta y siete
delegaciones nacionales que estuvieron
presentes. La declaracion se opone a la
clonacion humanay al empleo de las
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tecnologias sobre el genoma humano
que afecten la dignidad humana.
Declaracion Internacional sobre

los Datos Genéticos Humanos: esta
Declaracion fue adoptada por la
Conferencia General de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Cultura
(UNESCO) el 16 de octubre de 2003.

La Declaracion parte de considerar el
desarrollo creciente de informacion
resultante del analisis de datos gené-
ticos y protedmicos humanos y se pro-
pone velar por el respeto de la dignidad
humanay la proteccion de los derechos
humanosy las libertades fundamen-
tales en la recoleccion, el tratamiento,
la utilizacion y la conservacion de los
datos genéticos humanos, los datos
protedmicos humanos y las muestras
biologicas de las que esos datos pro-
vengan, atendiendo a los principios de
igualdad, justicia y solidaridad.
Desolventizacion: proceso a través del
cual la materia organica es separada de
los solventes de extraccion utilizados
para la extraccion del aceite.

Dimeros: consiste en dos subunidades
estructuralmente similares denomina-
das monomeros unidos por enlaces que
pueden ser fuertes o débiles.

DIVA: de su sigla en inglés «differentia-
ting infected from vaccinated animals».
Es una propiedad que poseen algunas
vacunas que permite la diferenciacion
de animales vacunados e infectados.
Dormancia: en este contexto, estado
donde las funciones metabdlicas
bacterianas son llevadas al minimo,
solo concentradas en sobrevivir largos
periodos de tiempo.



ELISA: ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas. Es una técnica de
inmunoensayo en la cual una molé-
cula inmovilizada se detecta mediante
un anticuerpo enlazado a una enzima
capaz de generar un producto detecta-
ble, como cambio de color.
Especificidad: se define como la capaci-
dad de un método para medir exacta'y
especificamente lo que se quiere medir,
sin interferencias.

Estabilidad: porcentaje de degradacion
de un marcador desde que se obtiene
la muestra hasta su analisis.
Espectrometria de masas: es una téc-
nica de analisis que permite determinar
la distribucion de las moléculas de

una sustancia en funcion de su masa

y por lo tanto identificar los diferentes
elementos quimicos que forman un
compuesto.

Estandares de ARN de altay baja
expresion: sustancias especificas de
concentracion conocida de ARN, ya sea
alta o baja.

GC (cromatografia gaseosa): técnica
analitica empleada para determinar la
composicion de una mezcla de produc-
tos quimicos. Utiliza diversos gases en
su operacion en funcion del analizador
y del tipo de detector.

Gen: es una unidad de informacion en
un locus de ADN que codifica un pro-
ducto génico, ya sea proteinas o ARN.
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HER2neu: proteina que participa en

el desarrollo normal de las células.
Algunos tipos de células cancerosas,
como las del cancer de mama, ovario,
vejiga, pancreas y estomago, producen
cantidades anormales del HER2/neu.
Hidrofilica: sustancia que tiene afinidad
por el agua.

Hipotiroidismo: enfermedad que se
caracteriza por la disminucion de la
actividad funcional de la glandula
tiroides y el descenso de secrecion de
hormonas tiroideas.

Homeostasis: conjunto de fendmenos
de autorregulacion, que conducen al
mantenimiento de la constancia en la
composicion y propiedades del medio
interno de un organismo.

Informe Belmont: en el afio 1974 el
Congreso de Estados Unidos de América
(EUA) cred una comision (National
Commission for the Protection of
Human Subjects of Biomedical and
Behavioral Sciences) con el objetivo

de establecer los criterios que debian
guiar la investigacion y experimenta-
cion con seres humanos. Dicha comi-
sion trabajo durante cuatro afosy su
labor se publico en el denominado
Informe Belmont, en cuyo texto se iden-
tificaban los principios éticos basicos
de respeto por las personas (autono-
mia), beneficencia y justicia.



In vitro: se refiere a una técnica para
realizar un determinado experimento
en un tubo de ensayo, o generalmente
en un ambiente controlado fuera de un
organismo vivo (por ejemplo, un cultivo
de células).

In vivo: experimentacion hecha dentro
de un organismo vivo (por ejemplo,
ensayos con animales y ensayos
clinicos).

Isotipos de Ig: conjunto de variantes de
inmunoglobulinas comunes a todos los
miembros sanos de una determinada
especie. En humanos se distinguen cinco
isotipos seglin caracteristicas de las por-
ciones constantes de cadenas pesadas
(1gG, 1gA, 1gM, 1gD e IgE).

Lc/ms (cromatografia liquida-espec-
trometria de masas): es una técnica

de quimica analitica que combina las
capacidades de separacion fisica de la
cromatografia liquida con las capacida-
des de analisis de masas de la espec-
trometria de masas.

Lenguaje compilado: lenguaje de
programacion que permite escribir
programas que deben ser traducidos o
compilados al lenguaje que emplean las
computadoras para poder ser utilizado
en una PC.

Levotiroxina (L-T4): es una forma sin-
tética de la tiroxina (hormona tiroidea),
usada como un reemplazo hormonal en
pacientes con hipotiroidismo.

Linaje: destino celular al que se
encuentra dirigido un conjunto de
células desde su estadio como pro-
genitores hasta convertirse en células
especializadas para un tejido y funcion
particular.
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Lineas de células plasmaticas: lineas
celulares de un tipo Gnico, que se han
adaptado para crecer continuamente en
el laboratorio, y pertenecen al sistema
inmunitario y su papel consiste en la
secrecion de grandes cantidades de
anticuerpos.

Linfocitos B: células especializadas del
sistema inmune que juegan un papel
importante en la respuesta humoral,
el principal mecanismo de defensa
contra patogenos que se replican fuera
de la célula del huésped (patogenos
extracelulares).

M

Marcador molecular: es un segmento de
ADN con una ubicacion especifica en un
cromosoma.

Metabolito: cualquier producto final de
un proceso metabodlico.

Micotoxinas: sustancias venenosas (en
su mayoria pequenas moléculas organi-
cas) producidas por hongos.

MICroARN: es un ARN monocatenario,
corto, que tiene la capacidad de regular
la expresion de otros genes mediante
diversos procesos.
microarreglos/arreglos: técnica que
permite analizar diferentes tipos de
muestras biologicas (tejidos, proteinas
y material genético) y miles de molécu-
las de manera simultanea por ensayo.
Mieloma: tipo de cancer que se forma
en un tipo de globulo blanco denomi-
nado «célula plasmatica».
Modificaciones epigenéticas: cambios
en la expresion de los genes que son
hereditarios y que no se pueden atri-
buir a alteraciones de la secuencia de
ADN, por ejemplo, metilacion del ADN y
cambios en la expresion de microARNs.



Mutaciones: es una variacion perma-
nente del genoma, espontanea o indu-
cida, en la secuencia de nucleotidos,

o bien en la disposicion del ADN en el
genoma.

Nicho: microambiente especializado de
un tejido que provee senales celulares,
moleculares y quimicas para regular los
eventos de supervivencia, autorenova-
cion y diferenciacion.

Northern Blot (hibridacion northern):
técnica de deteccion de moléculas de
acido ribonucleico dentro de una mez-
cla compleja.

o

Oligonucleotidos: es una secuencia

de ADN 0 ARN, generalmente menor a
cincuenta pares de bases. En la PCR, se
utilizan como iniciadores en las reaccio-
nes de amplificacion.

Oncogen: gen alterado cuya expre-

sion puede convertir una célula en
cancerosa.

Patente de invencion: derecho exclusivo
concedido sobre una invencion de un
producto o proceso que constituye una
nueva manera de hacer algo o pro-
pone una nueva solucion técnica a un
problema.

PAGE: técnica que logra la separacion de
proteinas en funcion del tamafo (masa
molecular), lo que permite determinar
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el peso molecular de las mismas e
identificarlas.

Pautas cloms: el Consejo de
Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (cloms) es responsa-
ble de la elaboracion de las Pautas de
1982, 1993, 2002 y 2016, que se concibie-
ron para una implementacion practica
de la Declaracion de Helsinki, propor-
cionando principios éticos aceptados a
nivel internacional y comentarios deta-
llados sobre la manera de aplicarlos en
la investigacion en entornos de escasos
recursos. La Gltima version lleva el
nombre de «Pautas éticas internacio-
nales para la investigacion relacionada
con la salud con seres humanos».

PCR (reaccion en cadena de la polime-
rasa): técnica que sirve para amplificar
un fragmento de ADN.

Pleiotropico: agente que puede produ-
cir diversos efectos segin el tejido en
el que se exprese y las condiciones del
mismo.

Principialismo: refiere el término a la
justificacion moral por un conjunto
cerrado de principios, y que se identi-
fica con el modelo bioético de origen
norteamericano de gran difusion a lo
largo del planeta por su destacado
pragmatismo. No obstante, se le ha
criticado por responder a la tradicion
liberal individualista de EE. UU., contra-
ria al sentido de la ética universalista
de la posguerra.

Probioticos: producto o alimento que
contiene microorganismos benéficos.
Proteinas: macromoléculas formadas
por cadenas lineales de aminoacidos.
Proteina de fusion: proteina formada

a partir de la traduccion de dos o mas
genes independientes que se han unido



por un proceso natural o artificialmente
en el laboratorio.

Protrombina 20210: la protrombina

es un precursor de la trombina, factor
importante en proceso de coagulacion.
Una mutacion de un solo nucledtido en
el gen de protrombina en la posicion
20210 determina un aumento de la
concentracion plasmatica de protrom-
bina y mayor riesgo de problemas de
coagulacion.

Receptores de estrogeno: proteinas
celulares que son activadas por la
hormona denominada 17p—estradiol o
estrogeno, permitiendo asi la interac-
cion de esos estrogenos con los meca-
nismos del metabolismo celular.
Receptores de progesterona: protei-
nas celulares que son activadas por la
hormona denominada progesterona,
permitiendo asi la interaccion de esos
progestagenos con los mecanismos del
metabolismo celular.

Recombinante: obtenido a partir de una
especie o linea celular cuyo ADN fue
modificado con un gen de intereés.

RMN (resonancia magnética nuclear):
modalidad de diagndstico radiologico
en la que los niicleos de los atomos de
hidrogeno de un individuo se alinean
en un campo magnético potente y uni-
forme, absorben energia y luego emiten
senales. Estas sefales se convierten en
imagenes que se ven como cortes trans-
versales del cuerpo del individuo.
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SAGE (analisis seriado de expresion
génica): permite conocer y cuantificar
la expresion de los genes en la célula,
mediante la medicion de los ARNM que
estan presentes en esta en un momento
determinado.

Secuencia: sucesion de letras represen-
tando la estructura de una molécula de
ADN, ARN 0 proteina, con la capacidad
de transportar informacion.
Secuenciacién: 1) conjunto de métodos
y técnicas bioquimicas cuya finalidad
es la determinacion del orden de los
nucleotidos en un oligonucledtido

de ADN o de los aminoacidos en una
proteina; 2) proceso de obtencion de
los componentes y el orden en que los
mismos aparecen en una secuencia.

En el caso de una proteina se obtienen
los aminoacidos que la componeny el
orden en que se encuentran unidos.
Sensibilidad: habilidad de un método
de detectar cantidades minimas de una
sustancia.

Sistema inmunolégico: defensa natural
del cuerpo contra las infecciones, como
las bacterias y los virus.

Sondas fluorescentes: oligonucleotidos
especiales disenados para aumentar

la especificidad de la PCR. En uno de
sus extremos, el oligonucledtido posee
unida una molécula que fluoresce, y

en el otro extremo un desactivador de
fluorescencia.

spin—offs: empresas que surgen de
universidades y tienen por objetivo

la comercializacion de la propiedad
intelectual y la transferencia de la
tecnologia desarrollada en las institu-
ciones académicas siendo en varias de
las ocasiones incubadas en los mismos
establecimientos.



Tirotrofina (TsH): hormona que estimula
a la glandula tiroides.

Toxina: pequenas moléculas, que pue-
den provenir de un microorganismo,
capaces de generar una enfermedad.
Toxoides: es una toxina bacteriana que
fue debilitada o inactivada por un trata-
miento fisico o quimico.

«Una salud»: este es un término acu-
fado por la Organizacion Mundial de
la Salud que busca generar conciencia
en relacion a la profunda interconexion
que existe entre la salud de las perso-
nas, de los animales y del ambiente.

v

Variable: es una propiedad que puede
tomar diferentes valores y cuya varia-
cion es susceptible de medirse u obser-
varse (ejemplo: peso, altura, edad, etc.).
Vector viral: es un virus modificado por
ingenieria genética para poder ser utili-
zado como vehiculo de transferencia de
material genético dentro de una célula.
Vector de expresion: plasmido o virus
disefiado para la expresion génica en
las células.

Vial: cualquier recipiente pequeno. En
general hace referencia a recipientes de
buena calidad.

VLPs: Virus—-like particle o particulas
pseudovirales. Son estructuras supra-
macromoleculares conformadas por
proteinas estructurales de un virus, que
poseen una formay tamano similar

al de un virus, pero carentes de acido
nucleico en su interior.
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