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EL INTA a la vanguardia

Clonacion de Embriones

Bovinos

Un grupo de investigadores del INTA Balcarce logro para nuestro

pais un significativo avance en la clonacién de embriones bovinos.
Esta técnica adquiere relevancia en la generacion de animales

modificados genéticamente para la produccion de proteinas de

interés farmacéutico; para la industria, en la produccion de
proteina polimerizante, y en la generacion de modelos animales

para el estudio de enfermedades humanas como la fibrosis

quistica, esclerosis miltiple y enfermedad de priones, entre otras

# EL clonado es la biotécnica que permite la pro-

duccion asexuada de un individuo idéntico a su
progenitor o dicho mas propiamente, al material
nuclear con que se gener6. El caso mas sencillo
y primero utilizado para lograr esto fue la parti-
cién mecanica de un embrién en dos o mas par-
tes. Los individuos nacidos producto de tal par-
ticion eran idénticos, gemelos o clones. Esta
forma de producir un clon es limitada puesto
que dificilmente se pueden producir mas de dos
individuos idénticos.

Otras técnicas se fueron desarrollando a lo largo
del siglo XX, culminando con la que puede ser
llamada la cuarta generacion de métodos de clo-
nacion en el afio 1997 con la utilizada para dar
lugar al nacimiento de la oveja Dolly.

La finalidad de disponer de la metodologia de
clonado esta relacionada con sus posibles apli-
caciones; una de ellas, en produccion animal, se
vincula a la conservacion de especies y razas en
peligro de extincién. Con este motivo ha sido ya
utilizada en algunas especies tales como el
panda gigante y el bos gaurus. También desde
un punto de vista zootécnico, es posible consi-
derar la posibilidad de reproducir individuos que
por sus niveles de produccién o simplemente
por sus caracteristicas productivas, sea de inte-
rés multiplicar en forma idéntica.

La aplicacion que actualmente despierta mayor
interés es la relacionada con la industria farma-
céutica para la obtencién industrial de protei-
nas a partir de animales vivos (nutricéuticos).
Para este tipo de aplicacion, la clonacion esta
asociada con la transgénesis, que se basa en la
transferencia de genes de interés a una célula
receptora y la posterior integracion de ese gen
en el genoma del organismo receptor. Si el gen
se integra en el genoma del animal y expresa su
funcion, el animal se denomina transgénico;
ésta integracion se realiza por medio de la clo-
nacion. La proteina producida por este animal
es denominada "producto transgénico". EL



empleo de la transferencia de genes para pro-
ducir animales con nuevas caracteristicas pro-
ductivas cobra importancia en forma creciente
en medicina humana y en la industria de los
nutricéuticos. Un ejemplo de ello es la obten-
cién de vacas lecheras con la capacidad de pro-
ducir leche libre de lactosa, lo cual es de una
gran importancia para una gran parte de la
poblacion mundial que no la tolera. Otro ejem-
plo es la posibilidad de "humanizar" o "mater-
nizar" la leche bovina como alimento para lac-
tantes. La leche de mujer carece de R-lactoglo-
bulina pero esta presente en la leche de vaca,
ello genera la intolerancia de los bebés a esta
altima y la limitacion en su uso. La produccién
de vacas lecheras sin el gen que expresa la R-
lactoglobulina, permitiria emplear sin restric-
ciones la leche de vaca en la alimentacion de
lactantes. Por dltimo, la transferencia de genes
humanos a los animales productores de leche
permitiria la obtencion de proteinas humanas
para uso médico. La ingenieria transgénica esta
también destinada a la produccion de proteinas
recombinantes y de tejidos y 6rganos para alo-
y xenotrasplante .

Puesto que los animales transgénicos son en
realidad individuos aislados (dificilmente existi-
ra una poblacién de transgénicos) la clonacién
constituye la herramienta indispensable para
reproducir los animales que presentan estas
caracteristicas buscadas, y también puede ser
asociada con la transgénesis en algunos aspec-
tos que podrian ser considerados de interés
zootécnico. Por medio de la manipulacion
genética sera tal vez posible producir individuos
resistentes a determinadas enfermedades, indi-
viduos sin cuernos o simplemente individuos
que posean alguna caracteristica de interés pro-
ductivo particular. La clonacion permitira mul-
tiplicar rapidamente la cantidad de individuos
con tales caracteristicas.

EL CLONADO

En términos generales, consiste en la coloca-
cion de una célula del individuo que se desea
clonar dentro de un ovocito de vaca (6vulo) sin
nlcleo (se extirpa mecanicamente) que actla
(nicamente como receptor. Una vez realizada
esta maniobra se induce la fusion de ambas
membranas celulares; el ovocito, que ahora
tiene el nicleo que se desea reproducir, es acti-
vado para que inicie sus divisiones hasta llegar

al estadio de blastocisto 7 dias mas tarde. En
este momento sera transferido a la vaca recep-
tora que lo gestara.

LA LABOR DEL INTA

El Grupo de Biotecnologia de la Reproduccion
(GBR) de la Estacion Experimental Agropecuaria
Balcarce del INTA comienza a realizar investi-
gaciones en la tematica relativa a la produccion
de embriones a partir del afio 1987. En esta pri-
mera etapa, las investigaciones estuvieron des-
tinadas a la produccion de embriones por medio
de la superovulacion.

En una segunda etapa de las investigaciones
dirigidas a la produccion de embriones, se
comenzé con su produccién in vitro, lo cual
implicaba un avance muy importante con res-
pecto a la tecnologia hasta ahora implementa-
da. EL GBR fue el primero en el pais en comen-
zar con estas investigaciones en el afio 1991.
La técnica de produccion in vitro de embriones
y su manejo apropiado constituyen elementos
basicos para el desarrollo de la metodologia de
clonado. El proyecto para poner en marcha la
metodologia de clonado por medio de la trans-
ferencia nuclear, puesto en marcha en 1999 en
el INTA Balcarce, tenia como fin realizar algu-
nas investigaciones vinculadas a la biologia de
las gametas y del embrién temprano y por otra
parte, disponer de la técnica para sus maltiples
usos posteriores en biomedicina.

EL proyecto para realizar estudios en clonacion
mencionado al comienzo, fue aprobado durante
el 2000 y hacia fines de ese mismo afio se dio
inicio a las primeras actividades. Estas fueron
precedidas por otro proyecto (Proyecto FONTAR
INTA-BID) que permitid adecuar la estructura
de laboratorios y de equipamiento necesarios
para gran parte de los trabajos de puesta en
marcha de esta biotecnologia. Durante los
meses de septiembre a diciembre de ese afio los
trabajos relativos al proyecto tuvieron como
objetivos: la puesta a punto de la metodologia
del clonado bovino en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion del INTA
Balcarce, y realizar investigaciones dirigidas a
mejorar la eficiencia de la técnica.

METODOLOGIA UTILIZADA

Los trabajos consistieron en la produccién de
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embriones clones obtenidos a partir de células
somaticas de animales adultos o de fetos. La
metodologia utilizada consisti6 en que las célu-
las somaticas del individuo a clonar fueron cul-
tivadas, multiplicadas y preparadas para su uso
posterior. Esta preparacién consistié en llevar-
las hasta un estadio de inactividad del ciclo
celular (ausencia de divisién, GO). La quiescen-
cia de una célula en tal estadio (GO) puede
modificar a estructura de su cromatina y posi-
bilitar asi su reprogramacién y desarrollo poste-
rior. Estas células fueron guardadas congeladas
hasta su uso. Se obtuvieron ovarios de un mata-
dero préximo a la estacion experimental. Estos
ovarios fueron lavados y de ellos se obtuvieron
los évulos (ovocitos) que se encontraban en los
foliculos. Los dvulos fueron madurados durante
un periodo de 16 horas. En este momento se
procedi6 a extraer sus niicleos por medio de una
micropipeta, inmediatamente después fue colo-
cada la célula a clonar en contacto con la pared
del évulo sin ndcleo. Los conjuntos de dvulos y
células fueron colocados en una maquina lla-
mada fusor celular la cual mediante pulsos eléc-
tricos produce la fusion de la pared celular del
ovulo con la de la célula a clonar ingresando el
nuevo nicleo al 6vulo y quedando constituido
el embrion.

A continuacion, se activé quimicamente a este
embrién para que diese comienzo a sus divisio-
nes. Cuando producto de estas divisiones llegd
al estadio de blastocisto (aproximadamente con
160 células) 7 dias después de la fusion, el
embrién estuvo en el momento apropiado para
ser colocado en el Gtero de una vaca llamada
receptora.

Durante los dos meses de trabajo destinados a
esta etapa del proyecto, se trabajé con células
somaticas de diferentes individuos y con dife-

rentes caracteristicas de interés tanto zootécni-
co como biomédico. En las trece sesiones de
clonado que se llevaron a cabo durante ese
periodo, se pusieron a fusionar un total de 819
ovocitos con células somaticas. El éxito de la
fusion fue muy alto puesto que se observd un
91.7% de fusiones. La etapa siguiente en la
evaluacion del proceso, fue la de 6vulos fusio-
nados que comenzaron la division. Asi se obser-
vo que el 54% de estos 6vulos eran embriones
que habian comenzado la division celular entre
las 24 y 36 hs. después de ser activados.
Posteriormente, estos embriones de dos células
debian seguir creciendo durante 6 dias para lle-
gar al estadio en que podian ser transferidos a
las vacas receptoras. En esta etapa es en gene-
ral donde se producen las mayores pérdidas ya
que es muy dificil de mantener en el laborato-
rio condiciones de cultivo similares a las que se
observan en el (tero del animal vivo. A pesar de
ello, a los 7 dias después de la fusion se obser-
vé que un 41% de los embriones que habian
comenzado la division alcanzaban el estadio
deseado (llamados mérula y blastocisto) lo cual
significa que un 22% de los ovocitos fusionados
habian llegado a ser embriones susceptibles de
ser transferidos a las vacas receptoras.

Esta performance general puede ser considera-
da excelente ya que fue similar a la obtenida en
otros laboratorios del mundo que trabajan en la
misma técnica desde hace varios afios.
Finalmente se procedit a la transferencia de los
embriones producidos a vacas receptoras prepa-
radas previamente a tal efecto. De estas trans-
ferencias resultaron 3 gestaciones al llevarse a
cabo el diagnéstico de gestacion 45 dias des-
pués de transferidos los embriones. Dos de
estas gestaciones se perdieron antes de los tres



meses y la tercera llegd hasta los 8 meses y 10
dias (una semana antes de realizar la cesérea
programada) momento en el cual la vaca recep-
tora muri6 sin poderse determinar la causa de la
misma. Se encontrd que esta vaca tenia dos
fetos hembra Holando Argentino (las células de
la donante eran de una vaca adulta Holando
Argentino), uno perfectamente normal y el otro
con algunas deformaciones esqueléticas.

A pesar que los resultados de este trabajo no
fueron coronados con el nacimiento de un ter-
nero clon, esta experiencia en colaboracién con
la Universidad de Munich sirvi6 para poner a
punto una técnica de alta complejidad en nues-
tro grupo asi como para realizar algunas inves-
tigaciones puntuales.

#En esta figura se muestran etapas del proceso de
obtencién de células de un embriéon mediante una
micropipeta (fotos a y b) y su reinyeccion en otro
embrion (cy d).

Esta es una de las técnicas de clonado en la cual se
extraen células embrionarias y se transfieren a otro
embrién produciendo clonacién por quimerismo.

Esta es una de las formas mas primarias de producir
clones.

En nuestro caso, las células fueron obtenidas de una
vaca adulta (no eran células embrionarias sino somati-
cas) y transferidas a un évulo sin nicleo.

Con esta metodologia es posible la produccion de
clones de una forma mucho mas precisa que con el
sistema anterior.

CONCLUSION

Es posible afirmar que con lo realizado hasta el
presente se demostré que el INTA esta en con-
diciones de producir clones bovinos ain cuando
esta técnica se encuentre, de momento, en fase
experimental. Esto es sumamente importante,
dado que la clonacién de animales tiene gran
relevancia en la generacién de animales modifi-
cados genéticamente para la produccion de pro-
teinas de interés farmacéutico, como los facto-
res de coaqulacion sanguinea; para la industria,
en la produccion de proteina polimerizante, qui-
mosina, y en la generacién de modelos anima-
les para el estudio de enfermedades humanas,
como la fibrosis quistica, esclerosis mdaltiple,
enfermedad de priones, entre otras.

¥ En esta figura muestra la técnica usada en nuestro
laboratorio y se aprecia el momento en que se esta
extrayendo el nicleo del ovocito (ovulo) que servira
posteriormente como receptor de la célula que se
quiere clonar. En la micropipeta se observan los res-
tos de nucelo que han sido extraidos. Con el mismo
instrumental sera después colocada la célula a clonar
en la zona donde se encuentra la punta de la micropi-
peta.

En esta fotografia se muestra la ternera recuperada
de la vaca muerta |5 dias antes de la fecha prevista
de parto. Se puede observar que la misma estaba
practicamente a termino y era normal.
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