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Clonacién de animales de granja
El sueno de todo granjero

Mas alla de toda la encarnizada polémica que continuara desarrollandose en torno de esta técnica, la
clonacion es basicamente un método de reproduccion asexual, por el cual se puede duplicar
genéticamente un ser vivo. Aplicado a la produccién agropecuaria, este procedimiento abre la
posibilidad de generar copias de animales particularmente valiosos por la calidad de su carne o de su
leche. Pero ademas, el manejo refinado de la clonacion permite la creacion de animales transgénicos,
que se convierten en verdaderas fabricas vivientes de medicamentos, ya que pueden segregar en su
leche diferentes sustancias de interés farmacologico. Y aun mas, expertos en biotecnologia
pronostican que en algunos afios podrian obtenerse animales manipulados genéticamente para que
sean utilizados como donantes de 6rganos que no provoquen rechazo en los seres humanos. Nuestro
pais ha sido uno de los pioneros en el desarrollo y aplicacion de este método entre los paises
periféricos.

Daniel F. Salamone,
Médico veterinario, UBA. MS, PhD, Univ. of Massachusetts.

En este articulo se hara una breve resefia, descripcidn de los problemas y potencialidades
de la clonacion en animales de granja. Para una revisidbn minuciosa es recomendable leer
los articulos de Renard et al., 2002 y Dinnyés et al., 2002. Mi experiencia en el area
comenzo a gestarse durante el periodo que va desde 1998 y hasta 2000 cuando fui a
realizar mis estudios de doctorado en la Universidad de Massachusetts (UMass). Habian
actuado como iman para mi nuevo destino de estudio, el excelente desempenio cientifico
del Profesor de dicha casa el Dr. Rafael Fissore, quien habia sido comparfiero mio durante
la carrera de médico veterinario en la UBA, asi como el nacimiento de Charly y George,
los primeros animales clonados y transgénicos producidos por el equipo integrado por el
argentino José Cibelli, quien era alli entonces estudiante de doctorado. Su director, el Dr.
Jim Robl, habia sido quien 12 afios antes reportara la primera clonacion en bovinos a
partir de células embrionarias, y era uno de los mayores especialistas mundiales en el
area. La oveja Dolly que habia nacido recientemente invitaba a imaginar el potencial de la
técnica de clonacion en produccidon animal. Estar en la UMass amalgamaba la posibilidad
de estar proximo a un grupo de excelentes profesionales, en un momento en que el tema
era realmente candente. Fue también interesante seguir el surgimiento de numerosas
companiias formadas por profesores y estudiantes de dicha universidad que intentaban el
desafio nada facil de tornar ciencia en negocios.

Durante esos afos la empresa de biotecnologia de capitales nacionales “Biosidus”, en
trabajos en conjunto con el Dr. J Lino Baranao, habia intentado cristalizar un “Tambo
Farmacéutico” utilizando la técnica de microinyeccién de ovocitos recién fertilizados para
generar los animales transgénicos. Como en la mayor parte del mundo, esta técnica se
mostraba ineficiente y esquiva para obtener resultados deseados. El Dr. J Lino Barafao
acertadamente sugirié reencauzar el proyecto hacia la clonacion y transgénesis,
entusiasmandome para que me sumara al esfuerzo de dicho equipo de trabajo. En un
trabajo pionero en Argentina, logramos en un tiempo récord generar gran numero de
clones bovinos, algunos de ellos transgénicos, los cuales fueron sucesivamente
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multiplicados por clonacién obteniendo a partir de estos ultimos una segunda generacion
de animales clonados y transgénicos (Salamone et al., 2003).

Esto nos dio la confianza suficiente para emprender un proyecto de investigacion en el
area en el marco del sector publico. Gracias a la gestion del decano de la Facultad de
Agronomia de la UBAy de un crédito FOMEC se pudo montar un laboratorio a full de
clonacion animal en dicha facultad. Sumado a esto, se obtuvo la financiacion de la
Agencia de Investigaciones Cientificas a través de un PICT 2002, el cual fue presentado
en conjunto con el grupo del INTA de Bariloche en colaboracién con el Dr. Alejandro
Gibbons. Este proyecto tiene como objetivo realizar experiencias destinadas a mejorar los
resultados de la clonacién en cabras y ovejas.

La utilizacién de animales para la produccion de bienes y servicios comenzé con los
mismos inicios de la civilizacion. Por milenios, la estrategia usada para incrementar las
caracteristicas productivas de los animales fue la seleccién y reproduccion de los
individuos que despertaban mayor interés por sus caracteristicas productivas o estéticas.
Se usaba la variacion genética causada por mutaciones al azar y seguida por la
propagacion de los animales con genes de interés a través de la reproduccion sexual, con
la inevitable falta de predictibilidad causada por la combinacién aleatoria de
caracteristicas maternas y paternas.

Desde hace unas pocas décadas, con el advenimiento de la biologia molecular, ha sido
posible la introduccién y/o eliminacién de genes que inducen a modificaciones
beneficiosas para la produccion animal (resistencia a enfermedades, mayor eficiencia en
la obtencién de energia, etc.) y crear fenotipos totalmente novedosos. Con la clonacién se
ha facilitado y multiplicado el nimero de estos animales y también se ha permitido
propagar esta informacion genética a través de la realizacion de copias idénticas de un
mismo ejemplar por la reproduccion asexual.

El principio basico del transplante o la transferencia nuclear consiste en remover el nucleo
de un ovocito maduro no fertilizado, el cual se denomina “ovocito recipiente”, y transferirle
el nucleo de una célula llamada “donante”. El ovocito recipiente brindara el ambiente
necesario para que el nucleo de la donante se transforme y exprese los genes de un
embrion asi como los elementos necesarios para que se produzcan las primeras
divisiones celulares del zigoto (6vulo fecundado). Pero la célula donante dara la mayor
parte de la informacién genética al embridon reconstituido.

La extraccion del nucleo del ovocito se realiza generalmente por aspiracion mediante
observacion microscoépica y con pipetas diminutas manejadas a través de precisos
micromanipuladores. Seguidamente se coloca la célula donante en perfecto contacto con
la membrana del ovocito para fusionar ambas células por medio de un pulso eléctrico.
Como el tamano del citoplasma del ovocito enucleado es mayor que aquel de la célula
somatica, los constituyentes de las células somaticas son diluidos. Durante afios se habia
pensado que el nucleo de la célula tenia la capacidad de controlar la funcién celular y que
los cambios producidos durante el desarrollo embrionario y/o fetal determinaban para
siempre el futuro de toda célula. Se consideraba que si una célula se diferenciaba a un
tipo celular determinado lo hacia sin posibilidad de volver a un estado indiferenciado.
Ahora, por la clonacion, se sabe que el estado de diferenciacion de una célula es
reversible, el nucleo puede “reprogramarse” y a partir de una sola célula adulta se puede
producir un individuo adulto.



Hitos en la clonacion

La metodologia para clonacion por transplante nuclear en mamiferos fue desarrollada en
el ratén en los anos '80 usando como donante células de embriones denominadas
“blastdmeros”, pero los resultados en esta especie fueron desalentadores. Sin embargo,
Willadsen en 1986, usando como donante blastomeros de embriones tempranos ovinos,
produjo los primeros corderos clonados. Un afo después, Robl et al., 1987, con el mismo
tipo de células donante produjeron los primeros terneros clonados. La técnica de clonado
con células embrionarias, si bien permitia obtener varias copias idénticas del mismo
animal, no logré tener gran aceptacion en la produccion agropecuaria debido a numerosos
factores. Entre ellos, el hecho de que se debe trabajar con células embrionarias cuyo
mérito genético es desconocido y que los embriones tempranos tienen un reducido
numero de células dificiles de mantener in vitro. Asi, el entusiasmo inicial fue
disminuyendo y practicamente ninguna compania estaba usando esta técnica
comercialmente hasta que Wilmut et al. (1997) publicaron el nacimiento de la oveja Dolly.
Este animal fue producido por clonacion de células de un animal adulto. Seguidamente,
dos trabajos de los grupos del Instituto de Roslin (Schnieke et al., 1997) en ovinos y de la
Universidad de Massachusetts en bovinos, en el cual particip6 el médico veterinario
argentino José Cibelli (Cibelli et al., 1998), demostraron que por clonacién también era
posible producir animales transgénicos usando células fetales transfectadas como
donante. Demostrandose que la técnica de transplante nuclear es extremadamente
eficiente para producir animales transgénicos. El motivo por el cual se utilizaron las
células fetales fue que las mismas pueden multiplicarse in vitro por periodos mas
prolongados que las adultas, lo que permite realizar modificaciones genéticas con mayor
facilidad y ademas un mayor numero de clones llega a término y sobrevive luego del
nacimiento (Heyman et al., 2002).

Wakayama et al., 1998 repitio los resultados de clonacion con animales adultos y produjo
numerosos ratones clonados utilizando como donantes células del cumulus (células que
rodean al ovocito). Investigadores japoneses tuvieron aun resultados mas alentadores
dado que produjeron varias terneras clonadas a partir de adultos usando también células
del cumulus (Kato et al., 1999). Dado que las células donantes utilizadas inicialmente por
muchos investigadores habian sido provenientes de hembras, nadie habia producido
machos por clonacién a partir de animales adultos hasta que se logro en el ratén
(Wakayama and Yanagimachi, 1999).

Los telédmeros, que son la parte extrema de los cromosomas, de la primera oveja clonada,
Dolly, eran mas cortos y no se correspondian con la edad real de Dolly sino con la edad
de la célula donante (Ashworth et al., 1998). En otras palabras, sus telémeros eran los de
una oveja varios afios mas vieja que la que correspondia a la edad de Dolly. Los
telomeros se van acortando cada vez que las células se dividen llegando hasta un
determinado tamano, a partir del cual las células no se dividen mas. Normalmente este
mecanismo protege al organismo de que se multipliquen en exceso células
potencialmente peligrosas. Sin embargo, investigadores de la comparia ACT con base en
Massachusetts han demostrado exactamente lo contrario (Lanza et al., 2000), y por
clonacion podrian elongarse los telémeros y en términos celulares rejuvenecer las células.
En el ambito nacional fue desarrollada participando en el proyecto “Tambo Farmacéutico”
del laboratorio Biosidus y mas recientemente en un proyecto financiado por la Facultad de
Agronomia de la UBAy la Agencia de Investigaciones Cientificas a través de un PICT
2002 y realizado en conjunto con personal del INTA de Bariloche destinado a mejorar los
resultados de la clonacidon en cabras y ovejas. Parte de los resultados en bovinos han sido
publicado como resumenes (Salamone et al 2003, 2004, 2005).



¢ Coémo clonar?

Todas las células somaticas del mismo individuo tienen la misma informacién genética y
se reproducen in vitro con gran facilidad. De una pequeia porcién de tejido animal inferior
al tamano de una moneda pueden aislarse y cultivarse células. Comunmente para el
cultivo se utiliza una placa de Petri, las células se multiplican formando una monocapa, es
decir una capa unica de células sobre toda la superficie, que progresivamente llenara la
placa tomando cada célula contacto con otra. Cuando esto sucede se dice que las células
han alcanzado confluencia. En el momento de la confluencia, una placa de 12 cm de
didmetro puede contener entre 5 a 10 millones de células. En este estado, las células
pueden desprenderse unas de otras y de la placa por un tratamiento enzimatico con
tripsina y pueden replaquearse a menor concentracién y por ende en un numero mayor de
placas. Este procedimiento puede repetirse sucesivamente y luego de pocas semanas se
pueden generar decenas de placas confluentes de células somaticas. Debido a que para
el transplante nuclear se requiere sélo una célula para generar un embrion, teéricamente
pueden producirse grandes cantidades de animales idénticos no siendo el recurso
genético la limitante.

La obtencion de ovocitos recipientes puede realizarse de ovarios de animales que se
sacrifican para consumo como en el caso de los bovinos que se obtienen en el matadero
local. En general, los ovarios se llevan al laboratorio en solucion fisiologica a 30°C. Los
ovocitos en conjunto con las células que lo rodean denominadas células del cumulus se
obtienen por aspiracion folicular negativa con una aguja conectada por una tubuladura a
un tubo de ensayo plastico. En las experiencias que realizamos en ovinos y caprinos en
conjunto con el grupo del Dr Gibbons del INTA de Bariloche, dado que es mas dificil
encontrar frigorificos que sacrifiquen un numero adecuado de animales de estas especies
hemos optado por la recuperacion por laparoscopia de los ovocitos a partir de animales
vivos, los cuales luego se reutilizan.

Antes de utilizar los ovocitos deben separarse las células del cumulus que estan rodeando
al ovocito. Esto se hace por utilizacion de un equipo denominado vortex que genera
vibraciones de alta frecuencia, los ovocitos-células del cumulus se colocan en un tubo
ensayo en medios adecuados con el agregado de una enzima denominada hialuronidasa
que disgrega la sustancia intercelular amorfa que se encuentra entre estas células. Como
en las especies domésticas de granja no suele verse el nucleo debido al alto contenido
lipidico del ovocito, es necesario tehirlo con un colorante para ADN. El colorante vital
utilizado es el Hoechst 33342 y cuando el ovocito recibe luz en el microscopio su nucleo
se observa de color azul brillante.

La mayor parte de los grupos que realizan la técnica de clonacion utilizan
micromanipuladores. Estos son dispositivos mecanicos o electrénicos que se acoplan a
microscopios especiales. Los micromanipuladores en uno de sus extremos contienen
joysticks o tornillos en los que el operador puede ejercer movimientos manuales, los
cuales se trasladaran a movimientos suaves del orden de micras al otro extremo. En este
ultimo extremo se acoplan dos micropipetas, una de bordes redondeados que sostendra
al ovocito (micropipeta de sujecion) y otra mas delgada, con bisel y de bordes cortantes
para aspirar y/o inyectar la célula donante. Estas micropipetas estan unidas por una larga
tubuladura plastica a jeringas, las cuales pueden ejercer una presion negativa o positiva.
Es decir que el movimiento tridimensional de las micropipetas esta dado por manipulacion
de joysticks o tornillos y la sujecion, aspiracion e inyeccidon por movimientos en las
jeringas.



La extraccion del nucleo del ovocito se realiza sosteniéndolo con la pipeta de sujecion y
aspirando el nucleo con la otra micropipeta.

En el transplante nuclear propiamente dicho el nucleo se introduce con la micropipeta y se
incorpora la célula completa, debajo de la zona pellucida en contacto con la ovocito
enucleado (sin nucleo). Luego se realiza la fusion por un pulso eléctrico. El pulso eléctrico
causa una rotura transitoria de las membranas a fusionar y dado que éste es de muy corta
duracién, esta rotura es reparada rapidamente, pero si ambas membranas estan en
perfecta oposicion se forman pequenos canales entre ambas células. Debido a la
inestabilidad termodinamica, estas pequefias aberturas se hacen mayores y las dos
células se transforman en una luego de un cierto periodo de tiempo.

En la reproduccion sexual, el nucleo del ovocito madurado in vitro, normalmente luego de
la primera divisidn meidtica se detiene en el estadio de metafase Il, hasta el momento de
ser fertilizado por un espermatozoide. Luego de la fertilizacion sera el espermatozoide
mediante un proceso denominado “activacion” quien inicie una serie de duplicaciones
sucesivas del ADN y divisiones celulares. En la clonacién, la activacion debe ser realizada
artificialmente por la aplicacion de diversos métodos quimicos o fisicos. Una posibilidad es
inducir la activacion con ionomycina por cuatro minutos. Esta crea poros que permiten la
brusca entrada de calcio en la célula, seguido por tres horas de incubacion en una droga
cuyas siglas son DMAP (Susko-Parrish et al., 1994) y cuya funcién es reducir la actividad
de ciertos complejos proteicos. La combinacion de ambas mimetiza un compuesto
recientemente aislado del espermatozoide que induce la sintesis de ADN y la divisidon
embrionaria.

Finalmente se necesitara reintroducir el embrién en un animal que lo geste y como es mas
facil introducir embriones en el utero que en trompas de Falopio, en general se cultiva el
embridn hasta el estadio de blastocisto, el cual ya se puede introducir en el utero y
exitosamente generar una prefiez. Para cultivar in vitro un embridon es necesario contar
con incubadoras que no sélo den la temperatura adecuada, sino que mantengan una
mezcla de gases y una humedad apropiada. En general, los embriones se colocan en
pocillos plasticos en medio de cultivo cubiertos por aceite mineral. Este ultimo evita tanto
los cambios de osmolaridad del medio, como la contaminacion y los cambios bruscos de
la composicién gaseosa en el medio. Se cultivan por 5-7 dias dependiendo de la especie,
de manera tal que los embriones puedan ser implantados en forma no quirdrgica en una
vaca recipiente previamente sincronizada a la edad del embridén o en forma laparoscopica
en una cabra o una oveja.

El desarrollo fetal debe evaluarse reiteradamente debido a las constantes pérdidas
fetales, de manera de optimizar el uso de los animales receptores.

Algunos de los grandes problemas del clonado, inicialmente descriptos en los trabajos de
neocelandeses y japoneses (Wells et al., 1999; Kato et al., 1999), siguen siendo las
numerosas pérdidas durante la prefiez como asi la alta mortandad perinatal, que fuerza a
cuidados intensivos de los recién nacidos. La causa aparente de este problema al menos
en parte se debe a anomalias placentarias. Una de las hipotesis es que la expresion de
los genes de los animales clonados es incorrecta y que la célula donante fue
reprogramada ineficientemente por el ovocito enucleado.

Problemas, presente y futuro de la técnica



Muchos autores, incluyendo nuestros propios trabajos, describen alto numero de pérdidas
fetales y mortandad perinatal de los terneros producidos por clonacion. En nuestra
experiencia, el primer bovino producido murié en el parto, demostrando la necesidad de
incrementar los cuidados intensivos de los recién nacidos.

En la Argentina se han adoptado muchas de las llamadas “Biotecnologias de la
Reproduccion” con relativa rapidez, tanto por la accion de profesionales de la actividad
privada como la realizada por investigadores de organismos oficiales. Prueba de esto es
la realizacion en 1978 de las primeras transferencias quirurgicas de embriones por el Dr.
Rodriguez Dubra y colaboradores, los primeros nacimientos por fertilizacion in vitro
(Salamone et al. 1995), las prefieces (Salamone et al. 2003) y nacimiento de terneras por
clonacion y transgénesis incluyendo la generacion de clones de clones (Salamone et al.
2004). Todos estos hechos fueron producidos pocos afos después de generadas estas
tecnologias en los paises desarrollados y siendo Argentina pionera en relacién con otros
paises del tercer mundo. Lo que nos permite ser optimistas respecto a las posibilidades
futuras para el desarrollo y aplicacion de estas técnicas en nuestro pais.

El clonado de animales ha tenido un progreso tan vertiginoso y un interés general tan
grande que ha sido facil seguir su evolucion por los medios de divulgacién masiva. Sin
embargo, ha prevalecido el enfoque alarmista debido a su potencial aplicacion en
humanos. Por el contrario, es mi opinién que esta técnica ayudara a generar
conocimientos basicos para descubrir las bases de la totipotencialidad celular y la
rediferenciaciéon de los tejidos, permitiendo su aplicacion terapéutica, para regenerar
tejidos lesionados, incluyendo el tejido nervioso, y el pancreatico entre otros.

La metodologia basada en la transfeccion de cultivos celulares y posterior transplante
nuclear permite aumentar la eficiencia en la produccion de animales de granja
transgénicos. La aplicacién mas inmediata es la produccién de proteinas recombinantes
en leche, de hecho ya hemos producido exitosamente ovinos trasgénicos que expresan
hormona del crecimiento humano en su leche a niveles insospechados altos. Estas
hormonas podran utilizarse para tratar a las personas que sufren la enfermedad del
enanismo. Los animales que actuaron como biorreactores se generaron a partir de lineas
celulares que fueron transfectadas con una construccion genética con el gen humano de
la hormona del crecimiento y un promotor que induce la expresion de dicho gen en la
glandula mamaria en lactancia. A partir de esta linea se realizé la clonacion generando
estos animales transgénicos.

A la pregunta ¢ cuales seran sus aplicaciones agropecuarias en nuestro sistema de
produccion? La respuesta es que estan libradas a nuestra capacidad de imaginacion e
innovacion. La aplicacién mas inmediata sera la multiplicacién de rodeos de elite. La
utilizacién de animales clonados facilitara la produccion y difusién de animales
transgénicos. Por ejemplo, existe interés en Europa en reemplazar el gen PrP que torna a
los bovinos susceptibles al virus de la vaca loca por otro que le otorgue mayor resistencia.
Numerosas compafiias ya han producido animales transgénicos y clonados
especialmente expresando nuevas proteinas en leche de valor farmacéutico (Baguisi et
al., 1999; Salamone et al. 2003). La produccion de 6rganos y tejidos animales
humanizados para ser utilizados en transplante ha despertado también un interés enorme.
Esto implicara la expresién de ciertas proteinas humanas y el silenciamiento de algunas
proteinas de origen animal. Todo esto indica la enorme potencialidad de esta técnica y el
futuro desarrollo que pueda alcanzar en nuestro pais.
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