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En 1914, Hans Speaman demostré que el nucleo del embrion de salamandra
tenia caracteristicas pluripotenciales hasta el estado de desarrollo de 16 células
(publicado Speaman, 1938). En este estudio clésico, el autor tom6 un cabello de su
hijo y lo utiliz6 para lograr una constriccion en el cigoto recién fecundado de una
salamandra. Mediante este simple mecanismo el investigador logrd aislar el ntcleo en
un lado del embrién y observd que ese lado (con nucleo) continuaba con sus
divisiones celulares hasta detenerse en las 16 células, mientras que el otro lado (sin
nucleo) detenia su desarrollo. En este momento, Speaman permitié el paso de un
unico nucleo a la porcidn de citoplasma sin niicleo y utilizé la ligadura para seccionar
el embridn totalmente. Esta nueva porcion de embrion, ahora nuevamente con ntcleo,
procedio con su desarrollo normalmente hasta llegar al estado de larva.
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Figura 1. Experimento de Speaman, demostrando que el desarrollo del embrién se encuentra
dominado por el nucleo. llustracion: M. Sansinena.

Otros grupos continuaron con esta linea de investigaciéon y demostraron que
los nucleos de los anfibios tenian caracteristicas de totipotencialidad cuando estos
eran trasferidos al citoplasma adecuado (Briggs y King, 1952; Gurdo, 1961 y 1962;
McKinnell, 1962). Sin embargo, las observaciones coincidian en que si el nucleo
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transferido correspondia a embriones con alto grado de desarrollo, entonces la
probabilidad de éxito disminuia.

El primer reporte de transferencia nuclear con células de origen embrionario
fue producido en ratones (Illmensee and Hope, 1981) mediante la inyeccion directa de
células del macizo celular interno embrionario a cigotos cuyo nucleo habia sido
previamente eliminado (enucleados). Desafortunadamente, estos resultados no
pudieron ser reproducidos inmediatamente por otros grupos. Luego de numerosos
esfuerzos, Mac Grath y Solter (1983 b) concluyeron que en nucleo de células en
estados avanzados de desarrollo se encontraban programadas o diferenciadas
irreversiblemente y articularon la célebre frase “... la clonacion de mamiferos por
transferencia nuclear es biologicamente imposible”.

Es de destacar que la investigacion en reproduccion en especies domesticas
siempre ha sido guiada por su valor economico. En este sentido, no es sorprendente
que afios mas tarde, el primer reporte de clonacién por transferencia nuclear o
clonacion, utilizando una célula embrionaria o blastdmero como célula donante, haya
ocurrido en ovejas (Willadsen 1981, 1986). Este gran logro cientifico fue replicado en
un esfuerzo por clonar ganado vacuno y otras especies de interés agropecuario: oveja
(Willadsen, 1086), vaca (Prather et al., 1987; Bondioli et al., 1990), conejo (Stice y
Roble, 1988; Collas et al., 1992), cerdo (Prather et al., 1989), raton (Kono y Tsunoda,
1989), cabra (Young y Yuquiang, 1998) y mono (Meng et al., 1997).

El primer animal nacido por transferencia nuclear utilizando una célula de una
linea celular cultivada in vitro fue informado por Campbell et al. en 1996. En este
trabajo, células derivadas del disco embrionario de un embrién de oveja de 9 dias
fueron aisladas y cultivadas hasta desarrollar una linea celular de tipo epitelial (entre 6
y 13 repiques in vitro); estas células fueron utilizadas como célula donante en el
experimento que culmino con un nacimiento. Este extraordinario trabajo tuvo gran
impacto por tres motivos: a) contradijo el dogma de Mac Garth y Solter, demostrando
que una célula diferenciada terminalmente SI podia ser reprogramada; b) demostrd
que las células en cultivo podian ser inducidas a acumularse en el estadio de GO o
latencia y 3) abri6 el camino para el nacimiento de Dolly, que se produciria un afio
después.

En 1997, el mundo fue sorprendido por el anuncio del nacimiento de Dolly,
una oveja de raza Finn Dorset originada no de la fusién de un espermatozoide con un
ovocito, sino de la transferencia nuclear o clonacion a partir de una célula adulta
completamente diferenciada (Wilmut et al., 1997). Este anuncio marcé de alguna
manera el renacimiento de la clonacion, esta vez con objetivo comercial ya que al
utilizar una célula diferenciada de un animal adulto en lugar de un embrion, entonces
se abria la posibilidad de clonar individuos cuya potencial genético hubiera sido
evaluado y demostrado en su performance productiva.

Desde aquel anuncio de la oveja Dolly, al menos otras veinte especies han
sido clonadas (Tabla 1):
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Tabla 1. Especie, afio y cita del primer reporte en la literatura cientifica de clonacién en diferentes

especies.

ESPECIE ANO* CITA

Oveja 1997 Wilmut et al.
Mono 1997 Meng et al.
Conejo 1998 Stice et al.
Vaca 1998 Kato et al.
Ratén 1998 Wakayama et al.
Cerdo 1999 Prather et al.
Cabra 1999 Baguisi et al.
Gaur (interespecie) 2000 Lanza et al.
Gato 2002 Shin et al.
Mula 2003 Woods et al.
Caballo 2005 Lagutina et al.
Perro 2005 Lee et al.
Bufalo 2007 Shin et al.
Ciervo colorado 2007 Berg et al.
Lobo gris 2007 Kim

Muflon (interespecie) 2009 Loi et al.

Ibex (interespecie) 2009 Folch et al.
Camello 2010 Wani et al.
Rata 2012 Renard et al.
Coyote 2013 Hwang et al.
Ciervo cola blanca 2013 Kraemer et al.

*Correspondiente al afio de publicacion en revista cientifica; en algunos casos la difusion a los medios
de prensa puede haber sido anterior.

La técnica de clonacion consiste en la remocion del nucleo de un ovocito por
micromanipulacion ,seguido de la inyeccion de una unica célula de aquel animal
donante que se desea clonar. De esta manera, el nuevo nucleo de la célula donante es
expuesto a factores de reprogramacion presentes en el ooplasma, los cuales causan
que aquella informacion gendémica que fuera silenciada durante la diferenciacion
celular terminal sea nuevamente activada, resultando en re-inicio de desarrollo
embrionario (Campbell, 1999). El equipamiento necesario para los procedimientos de
clonaciéon tiene como base aquel equipamiento necesario para un laboratorio de
produccion in vitro de embriones, a los cual se suma otro equipamiento de mayor
complejidad:

e Microscopio invertido, con sistemas de micromanipulacién y microinyeccion®
e Lampara de mercurio, para excitacion de fluorocromos en el rango ultravioleta
e Sistema de electrofusion celular (electroprador)®
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Si bien este equipamiento es el utilizado rutinariamente para el procedimiento de
clonacion, existen variantes como la denominada “hands-free cloning” que, con
modificaciones de la técnica original, producen similares resultados sin la necesidad
de utilizar un micromanipulador ni un microscopio de alta complejidad (Vajta et al.,
2003).

El proceso de clonacion

El proceso de clonacion consta de distintas etapas, de acuerdo a lo detallado a
continuacion. Estas etapas pueden tener algunas modificaciones, de acuerdo a los
requerimientos especificos de la especie a clonar.

Paso 1: Obtencion de muestra del animal a clonar, desarrollo de una linea celular. No
es necesario que suceda el dia de la clonacion, la linea celular puede congelarse hasta
su utilizacion.

DESARROLLO DE UNA
ANIMAL DONANTE BIOPSIA
II‘ II‘ LINEA CELULAR

I

Paso 2: Por medio de micromanipulacidn, extraer el nucleo de un ovocito maduro

Remocion del

nacleo de un
ovocito (@ _ @M  Descartar ntcleo
(ENUCLEACION)

Paso 3: Por medio de micromanipulacidn, inyectar una célula donante dentro del
ovocito enucleado previamente.

Inyeccioén de célula
del animal a clonar <l =- _ ||~
(RECONSTRUCCION)
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Paso 4: Electrofusion de célula donante, activacion quimica, desarrollo embrionario y
transferencia a receptora.

{[R =TT @

+ —i DIVISION Y DESARROLLO EMBRIONARIO

Factores que afectan la eficiencia de la clonacién

a)

b)

Enucleacion y Reconstruccion

El paso de la enucleacioén es critico en la eficiencia del proceso. Debido a que
los cromosomas de la mayoria de las especies domesticas (no primates o
murinas) son indiscernibles con la mayoria de las técnicas de microscopia de
campo claro o contraste de fase, la posicion del corpusculo polar es utilizada
como un indicativo de la proximidad de los cromosomas del plato metafasico.
Sin embargo, esto no es suficiente en el 100% de los casos ya que en
ocasiones el primer corpusculo polar y el plato metafasico se encuentran
disociados. Por lo tanto, en clonacion es practica habitual la tincién del
material nuclear previo a la enucleaciéon con fluorocromos especificos para
ADN (por ejemplo Hoechst 33342) seguido con iluminacion con ladmpara
dentro del rango de emision adecuado (generalmente ultravioleta), a fin de
confirmar el éxito de la remocion del material nuclear.

La enucleacion es efectuada mediante la utilizacion de pipetas de vidrio de
borosilicato, cuya punta ha sido elongada y afilada con el objetivo de lograr la
penetracion a través de la zona pelucida del ovocito (Nour y Takahashi, 1999).
Un meétodo alternativo, inicialmente desarrollado para ratones, consiste en
realizar un corte en la zona pelucida en la porcion inmediatamente superior a
la posicion del primer corpusculo polar utilizando un capilar filoso, y aplicar
presion a fin de expulsar porcion del ooplasma (Tsunoda et al, 1986). Mas
recientemente, una técnica de “clonacion manual” fue descripta por Vajta el
al. (2003).

Activacién quimica

Durante el proceso de fecundacion, el espermatozoide libera una serie de
sefiales de calcio intracelulares transitorias, con el objetivo de activar el
ovocito sacandolo del arresto ovulatorio. El calcio es liberado en forma
pulsatil de reservorios celulares como el reticulo endoplasmatico y la
mitocondria (Yanagimachi, 1994); esta elevacion en los niveles de Ca2+
puede durar varias horas (Carroll and Swann, 1992; Kline and Kline, 1992;
Miyazaki et al., 1993). Son estas oscilaciones en el Ca2+ intracelular las
responsables de la cascada de eventos subsiguientes, que incluyen la reaccion
de granulos corticales (Miyazaki et al., 1990), la reaccion de la zona pelucida
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(Yanagimachi, 1994), y la salida del arresto en metafase II. (Whitaker and
Irvine, 1984).

Es muy importante destacar que esta serie de eventos estd ausente en el
proceso de clonacion ya que no existe penetracion del ovocito por parte de un
espermatozoide; es esta ausencia de sefiales inducidas por el espermatozoide
las que deben ser replicadas mediante una activacion artificial, a fin de lograr
la reprogramacion nuclear y el posterior desarrollo embrionario (Wells et al.,
1999).

En clonacion, los ovocitos enucleados que han sido inyectados con una célula
del animal donante deben ser activados quimicamente para continuar su
desarrollo ya que el nticleo de una célula somdtica no posee la capacidad de
iniciar la activaciéon ovocitaria. Por lo tanto, numerosos protocolos de
activacion han sido reportados para el proceso de clonacion, induciendo el
fenomeno de partenogénesis. Estos incluyen utilizacion de etanol,
electroporacion, ionoforos de Ca, ionimicina o inositol (Presicce and Yang,
1994; Soloy et al., 1997; Liu et al., 1998; Mitalipov et al., 1999;). Este
estimulo debe ser complementado con inhibidores de la sintesis proteica, a fin
de evitar que el factor promotor de la meiosis presente en el ovocito no cause
la re condensacion prematura de cromosomas y el ingreso de la célula a lo que
se conoce como metafase III. Estos inhibidores pueden ser de aquellos que
causan una inhibicion general y no-especifica de la sintesis proteica
(cicloheximidas) o de aquellos que producen una inhibicion selectiva de la
fosforilacion (6-dimetiloaminopurina o 6-DMAP) (Soloy et al., 1997; Liu et
al., 1998).

Ciclo celular de la célula donante

Los estudios realizados para comprender el grado de sincronia necesaria entre
la célula del animal donante y el ovocito enucleado fueron fundamentales en
el éxito alcanzado por Cambell y su grupo. Sus estudios, orientados a entender
los mecanismos de regulacion del ciclo celular mostraron que utilizar células
donantes en estado de latencia podia posibilitar la técnica de clonacion
(Wilmut et al., 1997). En la literatura cientifica, los estadios de GO y Gl
tienden a ser agrupados como GO/Gl, aunque ambos estadios presentan
diferencias. Las células en GO son aquellas que abandonan el ciclo celular y
entran en un estado de “latencia” que puede ser prolongado; por el contrario,
las células en estado Gl se encuentran en un momento de transicion
proliferativo (no en latencia) entre las fases M y S del ciclo celular.

Estos estadios 0 momentos coexisten en un cultivo celular, aunque pueden ser
forzados por agentes externos o condiciones de cultivo (deprivacion
deliberada de nutrientes en medio de cultivo celular, induccién de stress por
inhibicién de contacto, etc.). La gran mayoria de las células donantes
utilizadas para clonacion ha sido presumiblemente acumulada en estadio GO
en cultivo.
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Clonacién en el bufalo

La aplicacion de la clonacion al bufalo provee una alternativa a la
preservacion de genética de individuos mejoradores, asi como propagacion de los
individuos de elite. Si bien la clonacion per se no produce progreso genético (ya que
basicamente consiste en repetir un animal de valor sin recombinacion- elimina la
variabilidad), permite en algunos casos acelerar del mejoramiento de un rodeo al
posibilitar la introduccion de clones reproductores de elite.

En el bufalo, la clonacién puede asistir en preservar aquellos animales de valor
y podria pavimentar el camino para la producciéon de individuos transgénicos para
caracteristicas deseadas en leche o carne, asi como la generacion de individuos con

resistencia a enfermedades o incluso a la produccion de biofarmacos expresados en
leche de bufalo.

Existen discrepancias sobre el primer informe de un bufalo clonado. Si bien
existen algunos informes en la prensa general, el primer reporte en la literatura
cientifica de un nacimiento vivo fue realizado por Shin et al. (2007). En este estudio,
investigadores Instituto de Reproduccion Animal de la Universidad Guangxi (China)
utilizaron fibroblastos derivados de tejido fetal y células de granulosa sincronizados
en su ciclo celular con afidilcolina. El trabajo resultdé en la produccion de 42
embriones blastocitos transferidos a 21 receptoras sincronizadas. De dichas
transferencias 4 receptoras resultaron prefiadas y 3 terneros nacieron luego de 338-
349 dias de gestacion. En un informe posterior, investigadores del Laboratorio de
Biotecnologia Embrionaria del Instituto de Investigaciones Lecheras de India, Shah et
al. (2008) utilizaron la metodologia sin micromanipuladores (hand-free) para producir
blastocitos clonados a partir de células fibroblastos derivadas de una biopsia de oreja
de bufalo. Hasta la fecha, este instituto ha informado a la prensa general el nacimiento
de 7 bufalos clonados. Mas recientemente en 2015, un animal nacido fue informado
por Madheshiya et al. luego de clonacion utilizando células somaticas aisladas de
orina con la técnica hand-free cloning.

Transgénesis en el bufalo

Un animal clonado es un individuo idéntico al animal donante, y NO se trata
de un organismo genéticamente. Por el contrario, un animal transgénico es aquel al
cual se le ha incorporado un gen que no es propio de su genoma. Una variante de esto
es un “knock-out”, un individuo genéticamente modificado por eliminacion de un gen
de su genoma. Para producir un individuo transgénico es habitual utilizar la clonacién
como herramienta o método para introducir el transgen. Utilizando esta estrategia, la
linea celular (que se utiliza como donante para clonacion) es previamente transfectada
in vitro mediante técnicas de biologia celular recombinante con aquel transgen de
interés, en general acoplado a promotores apropiados que permiten la expresion del
nuevo gen introducido en el érgano blanco deseado. Un ejemplo de esta metodologia
son los desarrollos de tambos farmacéuticos en otras especies (ovinos, caprinos,
bovinos) en los cuales se ha logrado la expresion de transgenes de interés (por
ejemplo, somatotropina, pro-insulina, factores VIII y IX, antitrombina, etc., Tabla 2),
en organos blancos deseados como la glandula mamaria o las glandulas salivales.
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Tabla 2. Algunos ejemplos de desarrollo de biofarmacos utilizando animales transgénicos.
Cabra Cabra Cerdo Conejo Conejo Vacuno
Proteina y | Antitrombina Butilcolinestreas Factor de Fibrin6geno Inhibidor Mielina
nombre humana (ATryn) a humana coagulacion humano humano de humana
comercial (Protexia) humano VIII recombinante las
(Elocate) (rhFIB) esterasas
Cl
Aplicacion Agente Degrada agentes | Evita hemorragia Anticoagulante, Tratamiento | Alivio de
terapéutica | anticoagulante neurotéxicos en pacientes con tratamiento de de sintomas de
derivados del hemofilia A la afibrinogemia | angioedema | esclerosis
gas sarin hereditaria multiples
Empresa rEVO Biologics, PharmAthene, Biogen, USA Pharming Pharming AgResearch
USA USA Netherlands Netherlands | New Zealand
Estado de | Aprobada para Fase | de Fase Il de Fase lll de Aprobado Etapa de
desarrollo comercializacion ensayos clinicos | ensayos clinicos ensayos clinicos | para su investigacion y
por Comision comercializa | desarrollo
Europea en 2006 cién en
y FDA en 2009 USA, Israel
y 28 paises
de la CE.

En el bufalo, esta metodologia aiin no se encuentra desarrollada, aunque
algunos grupos estan realizando avances y logrando resultados preliminares
necesarios para la generacion de un bufalo transgénico. Huang et al. (2009) report6 la
produccion de embriones de bufalo transgénicos para el gen “testigo” de Green
fluorescence protein (GFP). Mas recientemente, el Laboratorio de Biotecnologia
Embrionaria en India (Ganguli et al., 2015) ha publicado resultados en el aislamiento
y caracterizaciéon del promotor de [-caseina en el bufalo, lo cual permitird el
direccionamiento de la expresion génica de transgenes de interés hacia la glandula
mamaria. Es probable que en el futuro y en la medida de que la tecnologia sea mas
accesible, el bufalo sea un modelo de trabajo para la insercion o knock-out de genes
que otorguen caracteristicas de interés agropecuario como eficiencia de conversion de
alimento, modificaciones en el perfil de composicion de la leche o resistencia a
enfermedades.
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