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Introduccion

La transgénesis que significa la introduccion de ADN exdgeno en el genotipo de un
animal es una herramienta importante tanto para la agricultura, como para la
farmacologia, la biomedicina y la biotecnologia. Una gran variedad de métodos han
sido desarrollados para introducir ADN, pero solo algunos de ellos han sido utilizados
en el cerdo, entre ellos la inyeccion de ADN en embriones y la transfeccion de células
somdticas seguidas del transplante nuclear o clonacion. En el presente articulo se
describird algunos de los aspectos generales de la clonacion animal (para una revision
detallada recomendamos los articulos de Renard et al., 2002 y Dinnyés et al., 2002),
luego se detallaran algunas de nuestras experiencias en el terreno de la clonacion y
transgénesis bovina y finalmente describiré las posibilidades y limitaciones de la
clonacion y transgénesis en el cerdo.

El principio bésico de la clonacion por transplante o transferencia nuclear consiste
en remover el nicleo de un ovocito maduro no fertilizado (ovoplasto recipiente) y
transferirle un nicleo o una célula entera (ndcleo o célula donante).

Las células somadticas se reproducen in vitro con gran facilidad y como toda célula
diploide no reproductiva de un individuo tiene la misma informacién genética, por lo
que mediante el transplante nuclear tedricamente se pueden producir tantos animales
idénticos como se deseen. Este grupo de animales idénticos se denomina clén y el
procedimiento para generarlos clonacion.

La extraccion del nucleo del ovocito se realiza generalmente por
micromanipulacién y aspiraciéon con pipetas de vidrio, controladas por equipos de
movimiento de precision denominados micromanipuladores. El ntcleo del ovocito
madurado in vitro, normalmente se detiene después de la primera divisiéon meidtica en
el estadio de metafase II, hasta el momento de ser fecundado por un espermatozoide.
Después de la fecundacion serd el espermatozoide mediante un proceso denominado
“activacion” quien inicia una serie de sucesivas duplicaciones del ADN y divisiones
celulares. En la clonacién la activacion debe ser realizada artificialmente por la
aplicacié;n de diversos métodos quimicos o fisicos.

La tecnologia bésica para la clonacién por transplante nuclear en mamiferos fue
desarrollada en el ratén en los afios 80 usando como donante células de embriones
(blastémeros), pero los resultados en esta especie fueron desalentadores. Sin embargo,
Willadsen (1986), usando como donante blastomeros de embriones tempranos produjo
los primeros corderos clonados. Un afio después Robl et al., (1987) con el mismo tipo
de células donante produjeron los primeros terneros clonados. El primer clon de cerdo
obtenido a partir de embriones de 4 células fue reportado en 1989 (Prather et al.) pero
no se pudieron alcanzar resultados similares hasta 10 afios después (Li et al., 2000).



La técnica de clonado con células embrionarias no logro tener gran aceptacion a los
entre investigadores y profesionales debido a numerosos factores. Entre ellos el hecho
que se debia trabajar con células embrionarias cuyo mérito genético era desconocido,
ademads los embriones tempranos tienen un reducido nimero de células. Sumando a esto
las bajas tasas de prefiez y dificultades en el parto producidas por el excesivo peso de
las crias no se promovi6 la aplicacion comercial de la técnica. El entusiasmo inicial fue
disminuyendo y practicamente ninguna compaiiia estaba usdndola comercialmente hasta
1997. En este afio Wilmut et al. (1997) publican el nacimiento de la oveja Dolly la cual
fue producida por clonacién de células provenientes de un animal adulto.

Como inicialmente los resultados de clonacion con células donantes adultas eran
poco eficientes, se considero la posibilidad de usar células fetales como células
donantes. Los grupos del Instituto de Roslin (Schnieke et al., 1997) y de la Universidad
de Massachusetts (Cibelli et al., 1998) produjeron los primeros ovinos y bovinos
respectivamente clonados y transgénicos. Se demostré que la técnica de transplante
nuclear es extremadamente eficiente para producir animales modificados
geneticamente. Las células fetales pueden multiplicarse in vitro por periodos mas
prolongados que las adultas, lo que permite introducir e incluso eliminar genes y
ademds obtener un mayor nimero de clones a término y una mayor supervivencia
después del nacimiento que las obtenidas a partir de células adultas (Heyman et al.
2002).

Los telomeros (la parte extrema de los cromosomas) de la primera oveja clonada
(Dolly) eran mas cortos y no correspondian su edad real, sino con la edad de la célula
donante (Ashworth et al., 1998). En otras palabras, sus teldmeros eran los de una oveja
varios afios mas vieja que la que correspondia a la edad de Dolly. Los telémeros se van
acortando cada vez que las células se dividen llegando hasta un determinado tamafio, 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 compafifa ACT con base en Massachusetts han
demostrado exactamente lo contrario (Lanza et al., 2000), y por clonacién podrian
elongarse los telomeros y en términos celulares rejuvenecer las células.

Algunos de los grandes problemas de la clonacién, inicialmente descriptos en los
trabajos de neozelandeses y japoneses (Wells et al., 1999; Kato et al., 1999), siguen
siendo actuales, como son las numerosas perdidas durante la prefiez y la alta mortandad
perinatal, obligando ésta ultima a realizar cuidados intensivos en los recién nacidos. La
causa aparente de este problema, al menos en parte, se debe a anomalias placentarias.
Una de las hipdtesis 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.

A continuacién describimos algunos experimentos que si bien los realizamos en
bovinos, nos describen algunas de las variables a considerar para la produccién de

animales clonados y transgénicos en otras especies.

Experimento 1: Clonacion de células adultas y sistema de cultivo



En un primer experimento destinado a incrementar la tasa de supervivencia de los
embriones clonados a partir de animales adultos, comparamos diferentes sistemas de
cultivo embrionario y diferentes tipos de células somaticas donantes. El objetivo de este
experimento fue establecer las condiciones mas adecuadas para producir embriones
clonados, en paralelo, se realizaban experiencias de transfeccion con células fetales.

Células de la granulosa y fibroblastos provenientes de animales adultos fueron
utilizadas como células donantes al comparar diferentes sistemas de cultivo
embrionario. Después del transplante nuclear, fusién y activacion, tres sistemas de
cultivo se utilizaron, cuando las células donantes fueron fibroblastos adultos: TCM-
19945% FCS o Menezo+5% FCS (ambos con células Vero como co-cultivo y
atmosfera con 5 % de CO2 en aire) y SOF sin co-cultivo pero con una baja
concentracion de 5 %02, 5% CO2, y 90 % de N2. Para las células de la granulosa, los
embriones producidos solo se cultivaron con Menezo+5% FCS y células Vero como co-
cultivoy 5 % de CO2 en aire.

Los resultados de este experimento se describen en la tabla 1. El grupo tratamiento
SOF obtuvo clivaje y desarrollo hasta blastocisto en mayor proporcién que los otros
tratamientos, ademds se simplifico el trabajo de laboratorio dado que entre otras
ventajas no se necesitaba preparar la linea celular para el co-cultivo, por lo que se
decidi6 su utilizacién en el siguiente experimento. Sin embargo el dnico animal que
llego a término fue producido a partir de TC199 + VERO, pero muri6 durante el parto.

Tabla 1. Experimento 1: Clonacion con células adultas

Clivaje Blastocito Preg.

Tratamiento n (%) (%) (%) Nacimientos
Granulosa

C199+VERO 92 59 a 26 (28)b 11 (12) 0
Fibroblasto

TC199+VERO 294 539a 22 (7.5)a 5(38.4) 1
Fibroblasto

Menezo+VERO 324 72.3 bc 29 (8.9)a 5 (29.4) 0

24
Fibroblasto SOF 108 75.0 bc (22.2)b 5 (45.4) 0

abc Porcentages dentro columnas con diferente letras son diferentes (P<0.05)

Experimento 2: Clonacion de células fetales transgénicas y ovoplasto tratados con
roscovitina

En un segundo experimento se comparo el desarrollo de embriones bovinos
producido de lineas fetales no transfectadas y transfectadas, en este ultimo grupo se
utilizo ovoplastos tratados con roscovitina o no. Esta droga permite inhibir la



Clivaje Blastocito

Tratamiento n (%) (%) Implantes Prenez Nacidos

F. no transfectado 197 122 (62) 33 (16.7) 16 5 (31) 1
128

F. transfectado 646 476 (74) (19.8) 56 25 (44.6) 7

F. transfectado roscovitina 228 191 (84) 51 (22.3) 30 16 (53.3) 6

maduracion por un periodo de 24 horas lo que favorece la posibilidad de ir un dia al
matadero y trabajar 2 dias diferentes. Nuestra hipdtesis era también que la roscovitina
eventualmente puede mejorar la viabilidad del embrién producido. La técnica utilizada
con algunas modificaciones fue descripta previamente (Salamone et al., 2001).

Los embriones producidos en los todos los tratamientos fueron cultivados en SOF
sin co-cultivo pero con una atmdsfera de 5% de O2, 5 % de CO2 y 90 % de N2. Se
utilizaron como célula donante fibroblastos fetales, transfectados o no. Para la linea
transfectada también se determino si la roscovitina podia incrementar la disponibilidad
de ovocitos recipientes a lo largo de la semana y o incrementar su viabilidad.

Los resultados se describen en la tabla 2. No se observaron diferencias entre los
tratamientos. La transfeccion no afecto la capacidad de desarrollo de los animales
clonados, tampoco afecto el tratamiento de la receptora con roscovitina,
sorprendentemente con este Gltimo tratamiento se observo una tendencia positiva en el
desarrollo. Se produjeron trece animales transgénicos en menos de un afio de trabajo lo
que demuestra el potencial de clonacién en la transgénesis de animales de granja.

Tabla 2. Experimento 2: Clonacion utilizando como células donantes fibroblasto
(F.) fetales transgénicas y recipientes tratados con roscovina.

Utilizando células donantes adultas se observo que un solo feto prospero hasta la
fecha de parto a pesar de haber producido numerosas prefieces (ver Tabla 1). Esto
coincide con otros autores (Wells et al., 1999; Kato et al.,, 1999). Estos autores
describen alta mortandad perinatal de los terneros producidos por clonado, en nuestra
experiencia el inico animal producido muere en el parto demostrando la necesidad de
incrementar los cuidados intensivos del recién nacidos.

A diferencia de otros autores la transgénesis no indujo una reduccién en la
capacidad de desarrollo de los embriones clonados (Forsberg et al., 2002). En tanto que
el tratamiento con roscovitina no solo no redujo la viabilidad sino que permitié observar
un tendencia positivo en el desarrollo embrionario. La roscovitina es un inhibidor de
MPF y MAPK, dos complejos reguladores de la maduracién ovocitaria. Después de
iniciada la maduraciéon normal todos los eventos son regulados por un rdpido
incremento en MPF y MAPK citosolicos. Los cuales previenen la reconstruccion de la
membrana nuclear y la entrada del nucleo en fase de sintesis de ADN hasta la
fertilizacion o activacion. La maduracion nuclear se puede detener con roscovitina dado



que mantiene MPF y MAPK bajos. Esto permite retrasar la maduracidon 24 horas. La
combinacién del uso o no uso de esta droga posibilita trabajar por 2 dias después de una
sola visita al matadero. Si no se tratan los ovocitos con roscovitina 24 hs después se
tendrdn numerosas metafases Il para enucleacién y el transplante nuclear. Por el
contrario, si son tratadas con roscovitina recién podra realizarse el transplante nuclear
48 hs después, dado que las primeras 24 hs en roscovina inhiben la maduracién
manteniendo el ovocito como vesicula germinal y luego se requiere 24 horas mas para
llegar a metafase II.

En la Argentina se han adoptado muchas de las llamadas “Biotecnologias de la
Reproduccion” con relativa rapidez, tanto por la accién de profesionales de la actividad
privada como la realizada por investigadores de organismos oficiales. Prueba de esto es
la realizaciéon en 1978 de las primeras transferencias quirdrgicas de embriones por el
doctor Rodriguez Dubra y colaboradores, los primeras nacimientos por fertilizacion in
vitro (Salamone et al. 1995), las prefeces (Salamone et al. 2003) y el nacimiento de
terneras por clonacién y transgénesis (presente articulo). Todos estos hechos fueron
producidos pocos afios después de generadas estas tecnologias en los paises
desarrollados y pionera en relacion a otros paises del tercer mundo. Lo que nos permite
ser optimistas respecto a las posibilidades futuras para el desarrollo y aplicacién de
estas técnicas en nuestro pais.

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

Clonacion y transgénesis en porcinos

Después de la exitosa clonacion de ovinos, bovinos y caprinos numerosos
laboratorios intentaron clonar cerdos. A pesar de los esfuerzos, en esta especie los
resultados no fueron buenos inicialmente. Esto motivo que numerosos grupos hayan
continuado con la produccion de cerdos transgénicos por microinyeccion pronuclear.
Asi se han generado cerdos con un incremento de la conversién alimenticia, originados
por la introduccién de la construccién compuesta por metalotioneina + hormona del
crecimiento (Nottle et al,.1999). Recientemente también se han obtenido cerdos
destinados a aumentar la asimilacion del fésforo y reducir la concentracion de este
elemento en las heces, mediante la expresion de la fitasa bacteriana en la gldndula
salivar de cerdos, esto tendria beneficios al reducir la poluciéon ambiental. La fitasa es
una enzima que desdobla el dcido fitico liberando el fésforo del mismo (Golovan et al.,
2001). También se ha alterarado la leche de los cerdos para incrementar la salud y el
desarrollo de los lechones esto se ha logrado sobreexpresando alfa-globulina bovina
(Wheeler et al 2001). Estas técnicas de modificacion genética se realizaron en estos
trabajos basadas en la introduccién del DNA fordneo por microinyeccién en la cigotas.



Esta metodologia es altamente ineficiente (1-2% de insercion estable) y produce un alto
grado de mosaiquismo debido a la insercid;n tardia durante el desarrollo embrionario
temprano.

El primer cerdo producido por clonacié;n de células somaticas fue producido en el
afio 2000 (Polejaeva et al) desde esta fecha se han hecho importantes progresos. Entre
ellos la produccion del los primeros cerdos por incorporacion de genes al azar (Park et
al., 2000; Lai et al., 2001 y 2002). Si bien esta modificacion aumenta la eficiencia en la
obtencién de animales transgénicos, la integracion del transgen contintia siendo al azar,
por lo cual la expresion del mismo es esencialmente impredecible. Para soklucionar este
problema hemos estado reclonando los animales con expresion adecuada (Salamone et
al., 2004) para tener animales de producciém predecible, pero aun son necesarias
futuras mejoras.

La técnica de recombinaciéon homodloga permite la modificacion precisa de los
genes existentes, evita los problemas derivados de los efectos posicidnales y de
inactivacion por inserciéon y permite ademads la inactivacion de genes especificos asi
como el reemplazo de un gen por otro. La utilizacion de la técnica de recombinacion
homologa permite aplicaciones sumamente atractivas en el campo de la produccid;n
animal (Piedrahita, 2000).

En cerdos la transgénesis en sitio especifico o recombinacion homologa ha sido lograda
exitosamente (Day et al., 2002; Lai et al., 2002; Ramsoondar et al., 2003; Sharma et al.,
2003).

Los cerdos son fisiol6gicamente similares a humanos y ha habido intenso interés en
utilizarlo para transplante de 6rganos, asi como, para modelo de enfermedades. La
produccién de oOrganos y tejidos animales humanizados para ser utilizados en
transplante ha despertado también un interés enorme. Esto implicard la expresion de
ciertas proteinas humanas y el silenciamiento de algunas proteinas de origen animal.
Esto puede lograrse creando cerdos por recombinaciéon homologa mediante el llamado
“knockout de la alfa-1,3-galactosiltransferasa”. Para obtener producto para transplante
es probable que se requieran sucesivas modificaciones genéticas.

La expresion de proteinas de valor biolégico especialmente de interés
farmacol6gico usando como biorreactores animales transgénicos a demostrado ser un
sistema muy eficiente de produccién en numerosas especies. Las limitaciones han sido
el nivel de expresion, modificaciones post-transcripcionales y el efecto bioldgico de la
proteinas exdgenas sobre el animal que las produce. Una vez que el animal fundador ha
sido obtenido también es una limitante llegar a tener un buen numero de animales a
escala comercial. En el porcino se ha seleccionado las vesiculas seminales como
organo de expresion de dichas moléculas. Las ventajas que tiene dichas glandulas
incluyen el hecho que el semen luego de producida la pubertad es generado
constantemente y por lo tanto también el fluido seminal, ademds se puede colectar en
una forma no invasiva, no dolorosa y que no requiere gran entrenamiento. Un cerdo
transgénico puede producir por muchos afios y ser reemplazado por reproduccion
simple en forma no muy costosa. El plasma seminal es una secrecion externa y una vez
producida no es reabsorbida, es mas, el exceso de secrecion prostitica es eliminada por



uretra a través de la orina. Esto permitiria expresar moléculas con fuerte actividad
bioldgica y estaria ofreciendo vetajas frente a la glaindula mamaria donde ya se ha
observado la reabsorcion linfatica de proteinas secretadas. Por otro lado ha sido
demostrado que en ratones a los que se le incorporo el transgen de la hormona del
crecimiento para ser expresado en vesiculas seminales, no se incrementan los niveles en
sangre de dicha hormona cuando se llega a la pubertad. Incluso cuando se expresan
niveles de 500 ug/ml en el fluido seminal (Sirad et al., 2002). Ademaés los
espermatozoides son muy sensibles a cambios de pH y a las proteasas y el fluido
seminal esta preparado para proteger a los espermatozoides a través de anti-proteasas,
esto es interesante porque probablemente seria posible aprovechar esta caracteristica
para preservar proteinas frigiles. Las proteinas estdn en el plasma seminal en forma
soluble y no forman miscelas como en la leche donde las proteinas pueden ser atrapadas
en las mismas. Los espermatozoides pueden ser centrifugados y el plasma seminal
diluido y purificado usando todo tipo de columnas sin problemas de formacién de
coagulos.

Los cerdos son una especie con una eficiencia reproductiva importante, un macho
heterocigoto puede inseminar unas 50 cerdas por mes utilizando inseminacion artificial
y cada una de estas puede dar origen a 10 lechones, 5 de los cuales serdn machos y 2-3
transgénicos, originando un grupo de 150 lechones en 5 meses, por lo que al afio habria
un numero suficiente de machos para empezar a producir a escala industrial

A la pregunta ;cuales serdn sus aplicaciones agropecuarias en nuestro sistema de
produccién? La respuesta es que nuestra capacidad de imaginacién e innovacion es
insuficiente. La aplicacién mds inmediata serd la multiplicacion de animales de elite. La
utilizacion de animales clonados facilitara la produccién y difusiéon 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 compaiiias ya han producidos animales transgénicos y clonados
especialmente expresando nuevas proteinas en leche de valor farmacéutico (Baguisi et
al., 1999, Salamone et al. 2005). Hay proyectos que intentan producir cerdos
modificados genéticamente para producir semen de un solo sexo, o utilizar cerdos como
modelo para enfermedades humanas como la arteriosclerosis, etc. (Forsberg, 2005).
Todo esto indica la enorme potencialidad de esta técnica y el futuro desarrollo que
pueda alcanzar en la especie porcina.
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