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Capitulo LXVIII

Clonacién por transferencia nuclear en ganado bovino.
Avances y aplicaciones en la ganaderia del siglo XXI

Ana P. Alessio
Pablo Bosch

Los mamiferos han evolucionado hacia un tipo de reproduccién sexual en la
cual es condicidn la participacién de dos sexos para generar descendencia con el fin de
perpetuar la especie. Este tipo de reproduccidn, confiere a los animales ciertas venta-
jas respecto a los que se reproducen asexualmente, siendo la mas relevante, la variabi-
lidad genética en la descendencia, es decir, los hijos son genéticamente diferentes a
los padres y entre si. Esta condicién ha permitido que las especies con reproduccion
sexual posean una gran capacidad de adaptacién al medio ambiente cambiante. La po-
sibilidad de multiplicar animales mamiferos de manera asexual, proceso que no ocu-
rre naturalmente, ha cautivado durante mucho tiempo a la comunidad cientifica
mundial. Si bien se ha logrado inducir el desarrollo embrionario partenogénico (indi-
viduos originados a partir de un solo progenitor), en los mamiferos, estos embriones
no superan los estadios tempranos del desarrollo fetal.

Desde un punto de vista mds aplicado a la produccién animal, la propagacion
asexual de ciertos individuos genéticamente superiores de una poblacion conllevaria
amejoras genéticas y a la eficiencia de los sistemas productivos pecuarios. Un ejemplo
clasico de la biotecnologia reproductiva es la biparticién de embriones al estadio de
blastocisto, la cual es una manera de propagacién asexual que permite incrementar la
eficiencia reproductiva, ya que se generan dos individuos idénticos (gemelos) a partir
de un solo embrién de alto potencial genético. Otra estrategia para generar multiples
embriones genéticamente idénticos es la disgregacion de un embrién de hasta 8 célu-
las para obtener sus blastémeras constituyentes, cada una de las cuales posee el poten-
cial para originar un nuevo individuo.

En forma experimental, se ha establecido que las blastémeras provenientes de
embriones en los primeros estadios de desarrollo son totipotenciales, es decir, que
cada una puede dar origen a todos los tipos celulares presentes en el animal adulto,
como asi también alas membranas asociadas y la placenta. En raz6n de la complejidad
técnica asociada a esta tiltima tecnologia, la misma no se ha difundido comercialmen-
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te. Las metodologias hasta aqui mencionadas permiten obtener una o mas copias ge-
néticas de un genotipo particular utilizando como punto de partida un embrién pre-
implantacional; por esa razon, el nimero de individuos que se pueden generar a partir
del embridn original es naturalmente limitado. Es ya un hecho afortunado y compro-
bado que mediante la técnica de transferencia nuclear de células somaticas (TNCS)
sea posible obtener tedricamente un nimero ilimitado de individuos genéticamente
idénticos originados a partir de un animal, como veremos luego.

La transferencia nuclear es un término que sefiala la transferencia del nticleo de
una célula al citoplasma de otra célula, generalmente un ovocito o cigoto, a la cual se le
ha removido su propio material genético. Esta técnica fue desarrollada inicialmente en
anfibios (McKinnell, 1962) y luego fue adaptada para ser aplicada a células y ovocitos
mamiferos. Los primeros experimentos de transferencia nuclear en mamiferos se reali-
zaron utilizando como donantes de ntcleos blastomeras embrionarias las cuales se dis-
gregaban a partir de un embrién preimplantacional para ser posteriormente transferi-
das al citoplasma de cigotos u ovocitos enucleados. Como resultado de estos experimen-
tos fue posible obtener crias vivas (Prather et al., 1987), lo cual no es sorprendente si se
considera que el material nuclear de las blastdémeras donantes es per se totipotente.

Lo que causé gran impacto, tanto dentro de la comunidad cientifica como fuera
de ella, fue la difusién en 1997 de la noticia sobre el nacimiento del primer mamifero
producido mediante la técnica de transferencia nuclear a partir de una célula aislada
de la glandula mamaria de un animal adulto (Wilmut et al., 1997). La oveja Dolly,
nombre con el cual se conoce al primer clon mamifero generado a partir de una célula
diferenciada adulta, se convierte de este modo en un icono de los logros cientificos del
siglo XX, el cual sirvi6é como plataforma tecnolégica para una gran cantidad de desa-
rrollos biotecnolégicos. Las implicaciones biolégicas y biotecnolédgicas de la TNCS
en la produccién pecuaria moderna y biomedicina seran abordadas a lo largo del pre-
sente capitulo.

TECNICAS PARA PRODUCIR “COPIAS GENETICAS” O CLONES
EN ESPECIES MAMIFERAS

La palabra “clon” tiene diferentes significados de acuerdo al contexto en el cual
se aplica, pero en general, implica multiples copias idénticas de una molécula como el
ADN u organismo unicelular o pluricelular. Por ejemplo, un grupo de microorganis-
mos o células originadas a partir de un tinico antecesor, y por lo tanto idénticas entre
si, es considerado un clon. El clonado en animales pluricelulares implica la genera-
cion de individuos genéticamente idénticos mediante reproduccién asexual utilizan-
do diferentes metodologias o estrategias, como la biparticién embrionaria o la transfe-
rencia nuclear.

Biparticién embrionaria

Proceso mediante el cual un embrién preimplantacional, generalmente en esta-
dio de blastocisto, es seccionado mediante microcirugia para obtener dos embriones
viables con potencialidad para desarrollarse luego de la transferencia a hembras re-
ceptoras (Willadsen, 1979).
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Transferencia nuclear

Implica la transferencia del nicleo de una célula proveniente de un embrién o
animal adulto que se pretende clonar, a un ovocito o cigoto al que previamente se le ha
removido su material genérico (enucleado). Como donantes de nicleos se pueden uti-
lizar blastémeras o células provenientes de animales adultos. Esta Gltima técnica es
conocida como TNCS (Campbell et al., 1996). La TNCS presenta una serie de ventajas
y un abanico mds amplio de aplicaciones en combinacién con otras metodologias, lo
que ha conducido a su mayor difusién tanto en laboratorios académicos como comer-
ciales. Por ese motivo, en este articulo abordaremos aspectos técnicos, bioldgicos y las
aplicaciones de la TNCS con especial énfasis en el drea de la produccién de ganado bo-
vino.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS (TNCS)

Desde su introduccién, la TNCS ha alcanzado un grado de desarrollo tal, que
constituye una técnica de uso rutinario en muchos grupos de investigacién en todo el
mundo y esta siendo usada de manera creciente con fines comerciales. Las aplicacio-
nes de esta técnica comprenden desde la multiplicacién de individuos de gran valor
genético en programas de mejoramiento animal hasta la conservacién de especies en
peligro de extincién. Ademds, de forma adicional, la TNCS representa un método
transgénico alternativo que posibilita generar grandes animales con modificaciones
complejas/precisas en lugares preestablecidos de sus genomas.

En este sentido, la TNCS promete reemplazar metodologias tradicionales como
la microinyeccién pronuclear para generar animales transgénicos para la produccién
de proteinas recombinantes con aplicaciones terapéuticas y diagndésticas. Asimismo,
en el futuro se espera que a través de la manipulacién genética se pueda contar con cé-
lulas, tejidos y eventualmente con 6rganos completos “humanizados” para ser utiliza-
dos en terapia regenerativa y transplante a pacientes humanos. No hay duda que las
mejoras en la eficiencia global de los protocolos TNCS, especialmente en el ganado
bovino, junto a los avances en el campo de la biologia molecular, genémica, proteémi-
cay otras disciplinas afines aportardn nuevas herramientas para desarrollos biotecno-
légicos en el campo de la salud humana y la produccién animal.

TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS: ASPEC-
TOS TECNICOS

Esta técnica se basa en el concepto de que el citoplasma del ovocito posee facto-
res capaces de inducir cambios en el material nuclear de la célula donante del material
genético. Dichas modificaciones epigenéticas, cuyas bases moleculares son poco co-
nocidas, se traducen en cambios de la expresién génica que conducen a una reprogra-
macidn de la cromatina a un estado totipotencial, condicién que posibilita el desarro-
llo de un individuo completo a partir del material genético transferido. El éxito del
clonado por transferencia nuclear depende de una delicada serie de eventos que to-
man lugar en un corto periodo de tiempo durante el cual se produce la reprograma-
cién nuclear, la cual tendrd grandes efectos en el futuro desarrollo embrionario, fetal y
placentario.
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El protocolo cldsico para la produccion de bovinos mediante la técnica de
TNCS incluye los siguientes cinco pasos (Stice & Keefer, 1993): coleccién y madura-

cién in vitro de ovocitos, enucleacién, transferencia de nicleo y fusién, activacion y
cultivo embrionario y transferencia a hembras receptoras sincronizadas (Figura 1).
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Figura 1. Esquema general de los pasos involucrados en la produccién de animales por
transferencia nuclear.

Coleccion y maduracion in vitro de ovocitos

Los ovocitos inmaduros cubiertos por células que forman el cumulus oophorus
(CO) se obtienen por aspiracion o incision de foliculos antrales presentes en ovarios
recolectados de hembras sacrificadas en mataderos. De esta manera, se puede contar
con una gran dotacién de ovocitos para la practica de TNCS a un costo generalmente
muy bajo. Los complejos ovocito-células del cumulus se inspeccionan en una lupa es-
tereoscopica, con el fin de seleccionar los de buena calidad para ser colocados de in-
mediato en un medio de maduracién en una incubadora con atmésfera controlada.
Luego de la maduracién in vitro, aproximadamente el 80-90% de los ovocitos inmadu-
ros puestos a cultivar alcanzan el estadio de metafase de la segunda divisién meiética
(MII) y por lo tanto, han extruido el primer cuerpo polar. En bovinos, el tiempo de
maduracién in vitro es de aproximadamente 17-22 h. Los ovocitos recuperados en MII
brindan las mejores condiciones para reprogramar el nicleo de la célula donante, por
lo tanto, todos los protocolos de TNCS recomiendan su uso como citoplastos reci-
pientes.
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Enucleacién

El proceso de remocién de material genético del ovocito para generar un cito-
plasto se conoce como enucleacion, la cual consiste en la aspiracién de una pequena
porcion de citoplasma, generalmente cercana al primer cuerpo polar, la cual contiene
los cromosomas de la metafase II (Liet al., 2004). Normalmente, la enucleacion se rea-
liza utilizando micromanipuladores, los cuales permiten el movimiento de la micro-
pipeta de enucleacién en los tres planos del espacio. Uno de los micromanipuladores,
usualmente el izquierdo, controla el movimiento de una pipeta de vidrio con punta
roma (pipeta holding) la cual permite, mediante succién, sostener firmemente al ovo-
cito para su enucleacién. El otro micromanipulador, se encarga de la enucleacién por
aspiracién de la metafase junto con la menor cantidad de citoplasma posible (Bosch et
al., 2004).

Transferencia del niicleo y fusion

Un fibroblasto, que es el tipo celular mds utilizado, se inyecta en el espacio peri-
vitelino del citoplasto, utilizando la misma aguja con la cual se enucled al ovocito. La
introduccion del material genético donante dentro del citoplasto recipiente se realiza
mediante la fusién de la membrana celular del fibroblasto con el oolema (membrana
plasmadtica del citoplasto), a través de la aplicacién de pulsos eléctricos generados por
un electrofusor. Como consecuencia, el niicleo de la célula donante queda incluido en
el ooplasma, donde luego de la disolucidn de la membrana nuclear, la cromatina que-
da expuesta a los factores que inducen la reprogramacion.

Activacién

Se considera un paso crucial para superar el arresto meiético, en el que se en-
cuentra el ovocito para permitir el desarrollo del embrién reconstituido. Se han re-
portado diferentes tratamientos que inducen la activacién del ovocito y desencadenan
el desarrollo embrionario, entre los cuales se incluyen pulsos eléctricos, tratamiento
con etanol, ionomicina de calcio, etc. En cualquier caso, la finalidad es inducir la libe-
racion del calcio almacenado en el reticulo endoplasmico liso del ovocito el cual desa-
ta una serie de eventos intracelulares que resultan en la iniciacidn del desarrollo em-
brionario. Combinado con estimulos que inducen el aumento de la concentracion de
Ca?* citosolico, se utilizan inhibidores de la sintesis proteica (cicloheximida 6 puro-
micina) o inhibidores de proteinas serina-treonina kinasas (6-DMAP) que actian ba-
jando los niveles de factores promotores de la maduracién (MPF) induciendo al ovo-
cito a dividirse. Un protocolo muy difundido que es capaz de inducir una muy buena
tasa de activacién embrionaria en la especie bovina es la incubacién secuencial de los
ovocitos en una solucién de ionomicina (5 M) por 5 min seguido por incubacién con
6-DMAP (2 mM) por 4 h.

Cultivo embrionario y transferencia a hembras receptoras sincronizadas

Los embriones bovinos reconstruidos son cultivados iz vitro durante 7 dias, mo-
mento en el cual alcanzan el estado de blastocisto y pueden ser transferidos por via
transvaginal a hembras receptoras sincronizadas. Como una alternativa, los embrio-
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nes pueden ser congelados en etilenglicol utilizando protocolos de enfriamiento lento
o vitrificados para su conservacién por tiempo prolongado en N, liquido. En razén de
la baja tolerancia de los embriones obtenidos por TNCS a la criopreservacién, este
procedimiento debe utilizarse con discrecién. Normalmente, se transfieren entre 1-4
embriones por receptora, para aumentar las probabilidades de que se establezca la
prefiez, ya que la supervivencia embrionaria luego de la implantacién es muy baja
(Niemann et al., 1993). Por otro lado, la transferencia de mas de un embrién por recep-
tora posibilita la ocurrencia de prefieces multiples que estdn asociadas a un riesgo ma-
yor de distocia y freemartinismo.

EFICIENCIA DEL CLONADO POR TRANSFERENCIA NUCLEAR

A pesar de los denodados esfuerzos para mejorar la eficiencia de la TNCS en tér-
minos del nimero de animales vivos por embrién reconstruido, en la mayoria de las
especies domésticas, los porcentajes de éxito de esta metodologia han permanecido
muy bajos; s6lo 1-5% de los embriones reconstruidos desarrollan a término. Sin em-
bargo, en ganado bovino, la eficiencia de la TNCS ha experimentado mejoras técnicas
que han conducido a incrementos de la proporcién de embriones capaces de originar
terneros vivos, siendo técnicamente factible superar el 10% (Cuadro 1). En gran medi-
da, la baja eficiencia observada tiene su origen en procesos de diferenciacién defec-
tuosos, los cuales se manifiestan como problemas de implantacién, placentacién y or-
ganogénesis, que a su vez conducen a altas tasas de muertes embrionarias (Hill et al.,
2000), fetales y postnatales (Akagi et al., 2013). La evidencia experimental indica que
la mayor parte de estas complicaciones son causadas por una inapropiada reprogra-
macién epigenética del nicleo donante lo que llevaria a un incorrecto patrén de ex-
presion génica en los embriones producidos por TNCS (Wells, 2005).

Cuadro 1
Eficiencia de la TNCS en grandes animales
Especie  Niimero de animales* % de crias viables Comentarios
Bovinos ~ 3000 15-20 30% de los terneros clonados mostraron

anormalidades, como incremento del peso al
nacer.

Ovinos ~ 400 5-8 Problemas similares a los observados en bo-
vinos.

Caprinos ~ 400 3 -

Porcinos ~ 200 <1 Algunos clones mostraron bajo peso al na-
cer.

Mulares 1 ~1

Caballos 1 ~1 -

*Numero de animales estimado a partir de la TNCS desde 1997.
Adaptado de: Niemann & Lucas-Hahn, 2012.
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APLICACIONES DE LA TNCS EN GANADERIA Y EN BIOMEDICI-
NA

La TNCS es una plataforma tecnolégica que puede ser utilizada como herra-
mienta en una amplia gama de aplicaciones potencialmente ttiles tanto en produc-
cién animal como en salud humana. A continuacién describimos de manera sucinta
los principales campos de aplicaciéon de esta tecnologia.

Mejoramiento genético animal

Alo largo de los afios se ha desarrollado una gran cantidad de herramientas te6-
ricas y practicas aplicadas al mejoramiento genético animal. Entre estas se destacan
las pruebas de progenie y las biotecnologias reproductivas como la inseminacién arti-
ficial, transferencia embrionaria y la ovulacién multiple, como también el sexado tan-
to de embriones como de semen y la fecundaci6n iz vitro. El clonado por transferencia
nuclear se suma a estas herramientas cldsicas, aunque no las reemplaza en los progra-
mas de mejoramiento animal. La principal ventaja de la introduccién del clonado por
TNCS es la diseminacién mis rdpida de animales con un valor genético mayor que la
media poblacional, permitiendo a los productores incrementar la performance de sus
rebafios en una generacién mediante la implantacién de embriones generados por
TNCS a partir de animales superiores. La situacion ideal seria la combinacién del clo-
nado con la reproduccién sexual. El clonado se usar{a para determinar el valor genéti-
co de la linea materna mediante la evaluacién de la progenie, obtenida mediante clo-
nado. La linea materna con el mérito genético més alto es luego apareada con los me-
jores reproductores machos disponibles. Esta es una estrategia a través de la cual se
podrian generar individuos genéticamente superiores.

Otro punto positivo asociado a la técnica de TNCS es la supuesta uniformidad
fenotipica que se podria obtener en todos los clones obtenidos a partir de un determi-
nado genotipo. Si bien se podria lograr una gran homogeneidad para caracteres dis-
continuos (ej. presencia o ausencia de cuernos), los cuales dependen de uno o pocos
genes, no sucede lo mismo con caracteres continuos como produccién de leche, peso
al nacimiento, drea del musculo longuisimus dorst, en los cuales el fenotipo resultante
esta afectado por un gran nlmero genes y a su vez, esta influenciado en mayor o me-
nor medida por factores del medio ambiente (Van Vleck, 1999).

En resumen, la incorporacién de la TNCS a programas de mejoramiento genéti-
co animal estd supeditada al resultado de un anélisis costo-beneficio. En la actualidad,
los costos asociados a la TNCS son muy altos, en gran medida por la complejidad téc-
nicay la baja eficiencia general de la técnica. Por lo tanto, en el caso que se logren me-
joras significativas en la tasa de clones vivos logrados por embridn reconstituido, con
seguridad, esta metodologia ocupari el lugar que le corresponde en los programas de
mejora genética en la especie bovina.

Conservacion de germoplasma

La clonacién por TN puede ser aplicada en programas destinados a la preserva-
cién de germoplasma de individuos de alto valor genético, razas bovinas autéctonas o
rumiantes en peligro de extincién. Con este fin, se pueden preservar en nitrégeno li-
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quido, ademas de gametos, células somarticas del animal del cual se desea preservar la
genética. En el futuro esas células somaticas estaran disponibles para generar un nue-
vo individuo por TNCS, el cual sera genéticamente idéntico al animal del cual se ob-
tuvieron las células. Ya sea por razones afectivas o productivas, el propietario de un
animal puede optar por preservar sus células para eventualmente obtener en algin
momento copias genéticas de ese individuo por medio de TNCS. La recoleccién de
muestras de tejido para aislar células para TNCS no se restringe a animales vivos, ya
que se pueden obtener a partir de cadaveres durante las primeras horas de producida
la muerte del animal (Adams et al., 2004). Otra circunstancia en la que la TNCS puede
representar la Ginica alternativa para recuperar la genética de un animal es en los casos
de infertilidad adquirida tanto en machos como en hembras.

En relacién con la preservacion de especies en peligro de extincion la TNCS estd
llamada a ocupar un lugar prominente en programas de proteccién. Como prueba de
principio, en el afio 2000 nace una cria de gaur (Bos gaurus), bévido salvaje amenaza-
do, la cual fue generada por TNCS (Lanza et al., 2001); lamentablemente, el gaur mu-
rié por un cuadro de disenteria a las 48 h de nacido. Poco después, sc reportd el naci-
miento de un muflén europeo (Cuvis orientalis musimon), quien se convirtié en el pri-
mer mamifero en peligro de extincidn en ser clonado y sobrevivir mas alla de los pri-
meros dias de vida (Loi et al., 2001).

Produccion de células madre embrionarias

Las células madre embrionarias (Embryonic Stem Cells) son células provenientes
del macizo celular interno de un embridn en el estadio de blastocisto, las cuales po-
seen la capacidad de proliferar indefinidamente iz vitro y diferenciarse en una varie-
dad de tipos celulares presentes en el individuo adulto. Estas propiedades Ginicas de
las células madre embrionarias ocupardan un lugar privilegiado como materia prima
en protocolos de terapia regenerativa. Estas células se pueden obtener a partir de em-
briones humanos generados por fecundacion in vitro o mediante la técnica de TNCS.

En el clonado con fines terapéuticos, como se lo conoce para diferenciarlo del clo-
nado con fines reproductivos, las células obtenidas a partir de un paciente pueden ser
cultivadas in vitro y utilizadas como donantes de niicleo para generar embriones (clo-
nes) a partir de los cuales es posible aislar células madre. Siendo estas células genética-
mente idénticas a las células del individuo donante, su reintroduccién no causaria re-
chazo inmunolégico. De todas maneras, para aprovechar al maximo las propiedades de
las células madre embrionarias y reducir las posibilidades de formacién de tumores, el
camino a seguir seria inducir la diferenciacién in vitro de dichas células al tipo celular
requerido por el paciente antes de implantarlas. Se estdn desarrollando protocolos que
permiten dirigir la diferenciacién de manera controlada hacia tipos celulares especifi-
cos, por ejemplo, para generar células musculares, nerviosas y otras, para ser utilizadas
en el tratamiento de diversas enfermedades degenerativas o traumaticas.

Producciéon de animales transgénicos

La tecnologia transgénica, es decir, la capacidad de modificar el genoma de un
organismo mediante la introduccién de ADN exdgeno o la sustitucién/remocién de
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secuencias enddgenas, se ha convertido en una herramienta con aplicaciones en el
area de la salud humana y la produccién animal. Para la generacién de ganado trans-
génico mediante transferencia nuclear, las células que se utilizardn como donantes de
nucleo son modificadas genéticamente, previas al procedimiento de transferencia nu-
clear. Los embriones generados se transfieren a hembras sincronizadas para dar ori-
gen a animales transgénicos. Entre los usos de los animales transgénicos, destacan la
produccién de fairmacos (gene pharming), 6rganos para xenotrasplante y animales re-
sistentes a enfermedades.

Produccién de firmacos (gene pharming). El concepto de gene pharming hace
referencia a la produccion de proteinas humanas recombinantes de interés farmacolé-
gico en la glindula mamaria o en la sangre de animales transgénicos. Estas proteinas
recombinantes se utilizan en el tratamiento de diversas enfermedades como arteros-
clerosis, fibrosis quistica, cancer, enfermedades neurodegenerativas, hemofilia, en-
fermedad de Pompe, entre otras. Ejemplos de proteinas de uso terapéutico producidas
mediante esta biotecnologia incluyen a1-antitripsina, lactoferrina, antitrombina III,
hormona de crecimiento (hGH), a-glucosidasa y factor de coagulacién IX, entre otras
(Cuadro 2). '

Xenotrasplantacién. En razon del desfasaje entre la gran demanda de tejidos y
organos y la pobre oferta de los mismos a partir de donantes voluntarios, existe mucho
interés en cubrir parte de dicha brecha con células, tejidos y 6rganos provenientes de
animales. Sin embargo, existen limitantes de tipo bioldgico y ético que dificultan la
implementacién de dicha practica. Debido a la gran similitud de los cerdos con la es-
pecie humana en lo referente a tamano, anatomia y fisiologia, estos animales son con-
siderados los mds apropiados como donantes de tejidos para futuras practicas de xeno-
trasplantacién. El principal problema asociado al trasplante de 6rganos de cerdo u
otros animales a humanos es el rechazo inmunolégico generado por antigenos presen-
tes en la superficie de las células del animal donante.

En la actualidad, hay grupos de investigacién dedicados a generar cerdos trans-
génicos que presentan mutaciones en los genes que codifican ciertos determinantes
antigénicos de la superficie celular (modalidad denominada knockout de genes). El ob-
jetivo final de la investigacidn en esta drea es generar animales que posean células, te-
jidos y 6rganos completamente “humanizados” los que se podrian trasplantar a pa-
cientes humanos sin riesgo de rechazo inmunolégico (Kues & Niemann, 2004). Rusia
se colocd a la vanguardia de la xenotrasplantacién a nivel mundial cuando en el ano
2010 autorizé un tratamiento basado en el trasplante de células porcinas productoras
de insulina a pacientes humanos con diabetes, convirtiéndose de este modo en el pri-
mer pais en el mundo en aprobar la xenotrasplantacion. Mas alla de las limitaciones
bioldgicas/técnicas que aln existen, cuestionamientos éticos y sanitarios relacionados
con el trasplante de células animales a pacientes humanos tendran que ser resueltos
antes de la aplicacidn generalizada de esta modalidad terapéutica.

Produccion de animales resistentes a enfermedades. Un aspecto muy intere-
sante de la tecnologia transgénica aplicada a la produccién pecuaria es su potencial
dara generar lineas de animales resistentes a enfermedades mediante la introduccion
o remocion de genes especificos. Como ejemplo de tal aplicacién se puede mencionar
la produccién de bovinos transgénicos que segregan una proteina antibacteriana re-
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Cuadro 2
Proteinas recombinantes humanas producidas a partir de ganado transgénico
Caracteristica Transgénica Molécula Método de Especie
transferencia génica
Incrementos en las tasas de Hormona de crecimiento Microinyeccién Porcinos
crecimiento (GH)
Incrementos en las tasas de Factor de crecimiento Microinyeccién Porcinos
crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1)
Incrementos en los niveles de dcidos Desaturasa Microinyeccién/ Porcinos
grasos poli-insaturados TNCS
Metabolismo de fosfatasa Fitasa Microinyeccién Porcinos
Composicion de la leche a-Lactoalbiimina Microinyeccién Porcinos
Resistencia al virus de la Influenza Proteina Mx Microinyeccién Porcinos
Aumento de la resistencia a Inmunoglobulina A (IgA) Microinyeccion Porcinos
enfermedades Ovinos
Crecimiento de lana Factor de crecimiento Microinyeccién Ovinos
similar a insulina-1 (IGF-1)
Resistencia al virus Visna Proteina de envoltura del Microinyeccién Ovinos
virus visna
Resistencia a BSE* Gen de la Proteina Pridnica TNCS Ovinos
Composicion grasa de la leche Estearoil-desaturasa Microinyeccién Caprinos
Incrementos de proteinas ldcteas pB-Caseina TNCS Bovinos
x-Caseina
Incrementos de lactoferrina en la Lactoferrina Humana Microinyeccién Bovinos
leche
Resistencia a Mastitis Lisostafina TNCS Bovinos
Resistencia a BSE* Gen de la Proteina Pridnica TNCS Bovinos
Resistencia al virus de la Influenza Short harpin RNA Transduccion Aves
Lentiviral

*BSE: bovine spongiform encephalopathy.
Adaptado de: Kues & Niemann, 2011.

combinante, la lisostafina, en la gldindula mamaria lo que incrementa la resistencia de
estos animales a la mastitis bacteriana producida por Staphylococcus aureus (Liu et al.,

2013).

LEGISLACION VIGENTE

Sibien se han producido enormes mejoras en los protocolos de TNCS, las eleva-
das tasas de mortalidad y la incidencia de anormalidades epigenéticas de los animales
clonados suponen dudas sobre la seguridad de los productos derivados de animales
clonados y el bienestar animal. A raiz de estas controversias, y cuando la clonacién co-
menzo a ganar interés comercial para la mejora de rebafios productivos, la FDA (U.S.
Food and Drug Administration) inici6é en 2001 un exhaustivo analisis de los poten-
ciales riesgos asociados al consumo de productos derivados de animales clonados.
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Como resultado de estos estudios se concluy6é que no existirian mayores riesgos al
consumir productos alimenticios derivados de clones o su descendencia (http://www.
fda.gov/AnimalVeterinary/SafetyHealth/Animal Cloning/UCM055489). A las mis-
mas conclusiones arribé la EFSA (Agencia de Seguridad Alimentaria Europea) en
2008, 2009 y 2011. Sin embargo, en septiembre de 2008, el Parlamento Europeo voté
622-32 a favor de una propuesta para prohibir completamente el consumo de produc-
tos derivados de clones y su descendencia directa (generacién F1) (Parlamento Euro-
peo. 2008). La Comisién Europea propuso una flexibilizacién de esta medida la cual
no fue implementada, por lo que la prohibicién sigue en vigencia hasta que la decision
del Parlamento Europeo sea revisada.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La TNCS es una técnica con gran potencial en diferentes campos de aplicacion,
aunque su difusién se ha visto comprometida en gran medida por su baja eficiencia y
seguridad. A pesar de estas limitaciones, la TNCS se ha posicionado como una herra-
mienta valiosa para producir animales transgénicos de utilidad en investigacion bdsi-
ca como también en biotecnologia. La TNCS brinda la posibilidad de generar gran-
des animales con modificaciones complejas y precisas en su genoma, lo cual no era po-
sible antes de su descubrimiento. La implementacion de la TNCS en programas de
mejoramiento genético, si bien podria acelerar el progreso genético, no reemplaza
otras herramientas clasicas de la reproduccion animal como la IA y la transferencia de
embriones. La introduccion de la TNCS de manera sistemdtica en dichos programas
estd en gran medida condicionada a una reduccidn de los altos costos asociados con la
produccién de animales por esta técnica y a lograr mejoras sustanciales de su eficien-
cia en términos de la proporcién de clones saludables obtenidos.

Siendo la reprogramacién nuclear inapropiada, el problema subyacente debe es-
tar dirigido a explicar en gran medida los causales de las elevadas pérdidas embriona-
rias/fetales que se producen durante la gestacion de los clones. Para ello es necesario
avanzar en la comprensién de los mecanismos moleculares que gobiernan dicho pro-
ceso. Estos nuevos conocimientos servirdn como fundamento para el desarrollo de
protocolos de TNCS mejorados.

No existen dudas que la combinacion de la TNCS con las nuevas herramientas
de ingenieria genética posibilitard las intervenciones en el genoma animal con un gra-
do de control impensado afios atrds. Los conocimientos generados propondran nue-
vos desafios y perspectivas en la investigacién biomédica y pecuaria para dar respues-
ta a una demanda creciente de nuevas biotecnologias para estos sectores.
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