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RESUMEN

La clonacién somdtica es una poderosa herramienta para la producciéon de animales con un
genotipo especifico, ya sea para fines productivos a través de la multiplicacion de ejemplares de
alto valor genético, la creacién de animales transgénicos o para la conservacion de especies en
peligro de extincion. En la dltima década esta tecnologia se ha ido perfeccionando y hoy en dia
se ha logrado la obtencién de clones en dieciséis especies de mamiferos. La aplicacién de la
transferencia nuclear es limitada debido a la ineficiencia del proceso en término de animales
nacidos y al desconocimiento de la expresion génica que gobierna el proceso de clonacién, por lo
que es sujeto de estudio a nivel mundial.

En este trabajo se emple6 una metodologia novedosa de transferencia nuclear somatica, conocida
como Hand Made Cloning (HMC) para generar embriones bovinos clonados, usando dos lineas
celulares distintas como donantes de nicleo, una de fibroblastos de piel de un animal adulto y la
otra de un feto. Se evalu6 el potencial de desarrollo de los embriones generados con ambas
lineas, en términos de desarrollo in vitro hasta blastocistos, asi como morfologia y calidad. Se
demostré que con la linea celular adulta es posible generar con mayor eficiencia y calidad
embriones clonados en bovinos.

Para caracterizar la expresion génica en blastocistos (etapa peri-implantatoria) generados a partir
de ambas lineas se emple6 PCR tiempo final y real y se comparé ésta con los patrones de
expresion de embriones producidos mediante fecundacion in vitro (FIV). Se estudiaron los
patrones de expresion de genes cruciales para el desarrollo embrionario, concluyendo que los
mismos son diferentes entre las lineas celulares y entre éstas y los embriones de FIV. Los
patrones de expresion génica de os embriones producidos con la linea celular adulta fueron mas
parecidos a los de los controles, por ello y por el mayor potencial de desarrollo hasta blastocistos
de calidad, se selecciond esta linea para la produccion de embriones elongados (dia 17) y de
clones a términos.

Se transfirieron a hembras receptoras embriones clonados producidos a partir de la linea celular
adulta, asi como controles producidos por FIV y se recolectaron al dia 17. A partir de estos
embriones, se estudiaron los patrones de expresion génica por técnicas de PCR tanto a tiempo
real como final de los embriones elongados (etapa peri-implantatoria) clonados y de FIV, siendo

diferencial la expresion entre ambos y ésta a su vez diferente con respecto a los blastocistos de



dia 7, tanto para FIV como para los clones. Estos hallazgos, asi como la cuantificaciéon de los
niveles de expresion de algunos genes cruciales para el desarrollo embrionario temprano,
constituyen los primeros reportes de su tipo en la literatura del tema.

Adicionalmente se estudi6 a nivel global, la expresion génica en embriones clonados a partir de
células adultas y producidos por FIV, mediante microarreglos, se encontraron mas de mil genes
expresados en ambos grupos y de éstos alrededor del 4% se encontré diferencialmente expresado
(hiper o hipo expresion) en los embriones clonados. Los datos del microarreglo fueron validados
por PCR cuantitativo (PCR tiempo real), lo cual a su vez ofrecié resultados novedosos en el
tema, al reportarse por primera vez los niveles de expresion de ciertos genes en embriones
bovinos elongados.

Como elemento final, se transfirieron embriones clonados a hembras receptoras, lograndose
gestacion en la mitad de las hembras transferidas, lo que redund6 en el nacimiento de dos
terneras clonadas. La eficiencia del proceso fue similar a la descrita para la técnica de HMC y
para la especie bovina. A pesar de las pérdidas gestacionales observadas, que también coinciden
con lo reportado para la especie, se logré por primera vez en Chile el nacimiento de terneros

clonados viables.
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ABSTRACT

Somatic cell nuclear transfer, commonly known as cloning is a powerful tool for the production
of identical animals for productive, biomedical or conservation purposes. In the past decade, the
techniques involved in cloning evolved and improved and as today sixteen species of mammals
has been cloned. Nevertheless, the efficiency of the process is still low in terms of newborn
animals, the causes for such inneficiencies are mainly the lack of knowledge about biological
and gene expression processes underlaying this complex technology. Many research groups are
devoted worldwide to unravel those processes.

In this thesis work, we used a novel technology for somatic cell nuclear transfer known as Hand
Made Cloning (HMC) for the creation of bovine cloned embryos using two different fibroblast
cell lines as donors of nuclei. The developmental potential of both cell lines (one adult and one
foetal) was evaluated in terms of in vitro development until the blastocysts stage,as well as in
general quality and morphological features. Using the adult fibroblast cell line, it was more
efficient to generate cloned bovine blastocysts and their quality was higher.

In order to characterize the pattern of gene expression of blastocysts generated from both cell
lines, we used a PCR approach (both final and real time) and compared it with that of embryos
produced by in vitro fertilization (IVF). The pattern of expression of developmentally important
embryonic genes was studied. We found that the pattern of gene expression varied among the
two cell lines used and also with respect to IVF controls. The pattern of gene expression of the
adult cell line resembled more closely that of the IVF embryos. For this reason and also because
of the higher developmental potential in vitro up to blastocyst stage, we selected the adult
fibroblast cell line for the generation of elongated embryos (day 17) and also of newborn clones
upon embryo transfer.

Cloned and IVF embryos were non-surgically transferred to recipient cows and they were
collected later at day 17 as elongated embryos. The same RT-PCR approach was conducted with
the elongated embryos as described above and we found differential gene expression among
cloned and IVF embryos. Also differential was the pattern of expression of developmentally
important genes at day 7 (blastocysts) and day 17 (elongated). The findings of our work, as well

as the quantification of the expression levels of the genes assayed are new in world literature.

il



In addition to RT-PCR a microarray approach was used to compare the gene expresion profile
among cloned and IVF embryos at the massive level. More than one thousand genes were found
expressed in both cloned and IVF embryos; however, around 4% of those genes were
differentially (up or down regulated) expressed in the cloned elongated embryos. Microarray
data were also validated by a qPCR approach, as a result we reported and quantified for the first
time, the expression of certain developmentally important genes in bovine embryonic
development.

Finally, some cloned embryos were transferred to recipient cattle in order to generate living
clones. Half of the recipients became pregnant and two live cloned calves were obtained. The
overall efficiency of the cloning procedure was as high, in agreemetn with that previously
described for HMC and for the bovine species. Despite the gestation losses that occurred, which
were inside the reported range as in literature, we obtained for the first time in Chile living

cloned calves.
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INTRODUCCION

Existe un intenso interés cientifico en el campo de la transferencia nuclear somdtica,
principalmente para la multiplicaciéon de animales de alto valor genético asi como para la
produccién de animales transgénicos con propdsitos agropecuarios o biomédicos. La realizacion
de estas aplicaciones involucra técnicas de manipulacién celular que facilitan la reprogramacién
nuclear y la adquisicion de totipotencia de una célula somatica adulta, permitiendo el desarrollo
embrionario hasta dar lugar a una cria viva saludable.

El éxito de la produccién de animales después de la transferencia nuclear depende de muchos
factores técnicos y bioldgicos dentro de los cuales se incluyen la metodologia, los ovocitos
receptores y la linea celular empleada. El método mds utilizado para la transferencia nuclear se
basa en el empleo de micromanipuladores para eliminar el ndcleo del ovocito receptor e
introducir la célula donante en el espacio perivitelino. Esta técnica ha sufrido muy pocas
modificaciones en los dltimos 20 afios. Actualmente solo un pequefio grupo de cientificos ha
comenzado a desarrollar nuevas técnicas o métodos de transferencia nuclear que permitan
ampliar el uso de esta metodologia asi como la disminucion de los costos asociados a ella. La
clonacién somdtica sin micromanipuladores o “Hand made cloning” (HMC) ha surgido como
una de estas nuevas alternativas de transferencia nuclear en la cual ya no es necesario el uso de
microscopios y micromanipuladores sofisticados y altamente costosos (Vajta et al., 2001).

La mayoria de los investigadores utilizan células fetales como donante de nucleo para la
produccién de animales clonados, basdndose en que estas células presentan menos daios
genéticos y una mayor habilidad proliferativa en comparacién con las células adultas (Miyoshi et
al., 2003). No obstante existen datos que afirman que las células adultas pueden producir
embriones clonados con igual o mayor eficiencia que las células fetales utilizando el método
convencional de transferencia nuclear (con micromanipuladores) (Keefer et al., 2002; Chesné et
al., 2002; Yin et al., 2005). Adicionalmente al usar células fetales como donantes de nucleo, se
desconoce el verdadero genotipo y fenotipo de éstas y sélo se le puede comparar con el de los
progenitores de forma independiente.

Aun cuando la eficiencia alcanzada para la producciéon de embriones clonados hasta estadio de
blastocisto es alta, comparada con los porcentajes de desarrollo obtenidos por fecundacion in

vitro, se ha visto que la capacidad de desarrollo in vivo es muy baja para los embriones clonados.



Esto convierte a la clonacion somdtica en una técnica ineficiente en términos del nimero de crias
vivas con respecto a la cantidad de embriones producidos y transferidos a hembras receptoras. Se
ha demostrado que la placentacién anormal es una de las mayores causas de la pérdida de
gestaciones después de la transferencia de embriones clonados (Stice et al., 1996; Van
Wagtendonk-de Leeuw et al., 1998 y Wells et al., 1999). Ademads, la mayoria de los fetos e
incluso las crias nacidas vivas, presentan malformaciones de érganos, problemas respiratorios y
desbalance en el peso con respecto a los animales producidos de forma natural.

Estos problemas asociados con la transferencia nuclear son el resultado de una incorrecta
reprogramacién del nucleo donante en el citoplasma receptor que conlleva a una expresion
aberrada de los genes necesarios para el desarrollo temprano de los embriones. Como se
menciond anteriormente, la adecuada reprogramacion nuclear va a depender tanto de los factores
bioldgicos: célula donante y ovocito, asi como de la metodologia empleada. Hasta el momento
existen muy pocos datos que indiquen cudl es el efecto de la clonacién somdtica sin
micromanipuladores sobre el desarrollo de embriones producidos a partir de células adultas y
fetales, la reprogramacion nuclear y la expresion de genes durante los periodos pre, peri y post-
implantatorios.

En este trabajo se demostré que el origen de la linea celular (fetal o adulta) utilizada como
donante de nucleo influye sobre la calidad de los embriones bovinos clonados pre-
implantatorios, producidos mediante la técnica de HMC. Para ello se obtuvieron dos lineas
celulares de fibroblastos bovinos (adultos y fetales). Las células fueron transferidas a ovocitos en
metafase Il y se evalué la capacidad para permitir el desarrollo embrionario in vitro hasta estadio
de blastocisto. La calidad de los embriones clonados fue medida a través de su capacidad de
desarrollo in vitro asi como aspectos morfoldgicos y de expresion génica, comparado con
blastocistos producidos por fecundacion in vitro.

Ademads se determindé que la clonacién somadtica afecta el desarrollo de embriones bovinos
durante el periodo peri-implantatorio. El desarrollo peri-implantatorio de los embriones se evalu6
en términos morfoldgicos y de expresion de genes marcadores embrionarios y trofoblésticos,
comparado con embriones producidos por fecundacién in vitro (FIV). Adicionalmente, se llevard
a cabo un estudio global de la expresion génica durante el periodo peri-implantatorio de

embriones clonados por HMC y embriones producidos por FIV, utilizando la tecnologia de



microarreglos. Finalmente se evaluard la capacidad de los embriones clonados producidos por

HMC, de continuar el desarrollo in vivo a término.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Aspectos generales sobre transferencia nuclear somatica

La clonacién es la confeccion de copias idénticas de algin elemento bioldgico, en animales
especificamente, se refiere a la obtenciéon de seres genéticamente idénticos. Los gemelos
homocigoéticos en mamiferos, surgen de forma espontanea por la biparticion de un embrién pre-
implantatorio. Con el deseo de obtener animales genéticamente idénticos para experimentacion o
la propagacion de genotipos de alto valor, se han desarrollado técnicas de micromanipulacién de
embriones que pueden generar nacimientos de animales viables. La transferencia nuclear
somadtica (TNS) o clonacién somatica se refiere a la obtencién de copias idénticas de animales a
partir de la transferencia de una célula diferenciada a un ovocito previamente enucleado.

Los primeros intentos de experimentos relacionados con la transferencia nuclear (TN) fueron
realizados por Hans Spemann cuando se cuestiond la capacidad de una célula de revertir su
estado de diferenciacion. En 1928 para dar respuesta a su pregunta, realizd las primeras
transferencias nucleares en salamandra. Diez afios mas tarde sugiri6 “El fantdstico experimento
de la clonacién en mamiferos”. En 1952, Briggs y King fueron los primeros en definir las bases
de la técnica de acuerdo con el experimento de Spemann, aislando y transfiriendo el nicleo de
una célula somatica adulta de rana a un ovocito, pero no lograron desarrollo a término de los
cigotos obtenidos. Durante las décadas del 60 y del 70, Gurdon y colaboradores usaron la misma
técnica y el mismo modelo animal pero esta vez lograron desarrollo hasta estadio larval y en
ocasiones hasta estadio adulto (Gurdon et al., 1974). De esta forma, 30 afios después que
Spemann sugirié sus experimentos, se demostré que el ndcleo de una célula diferenciada, era
capaz de modificar su programa genético cuando es transferida a un ovocito que funciona como
citoplasma receptor, iniciando el desarrollo embrionario a término.

Durante los afios 80 se obtuvieron los primeros resultados de clonaciéon en mamiferos; Willadsen
y First demostraron que ovinos y bovinos podian ser clonados cuando se transferia el nucleo de
una blastomera, aislada de una moérula, a un ovocito enucleado (Willadsen, 1986; First et al.,
1987). Wilmut y Campbell demostraron que las ovejas también se podian clonar a partir de una
célula somética adulta aislada de la glandula mamaria, respondiendo de esta forma a la hipdtesis

de Spemann: “el genoma de una célula somética adulta transferida al citoplasma de un ovocito



enucleado puede ser reprogramado y soportar el desarrollo a término hasta el nacimiento de un
nuevo individuo”. Como resultado de los experimentos de Wilmut y Campbell nacié la oveja
Dolly en 1996, rompiendo con el mito de la irreversibilidad de la diferenciaciéon celular en
animales (Wilmut et al., 1997). A Dolly le siguieron otras especies de mamiferos incluyendo
animales de granja, mascotas y animales silvestres, algunos en peligro de extincion. Hasta el
momento se han clonado 16 especies de mamiferos: bovinos, ratones, chivos, puercos, gaur,
gatos, conejos, mulos, caballos, venados, ratas, gato silvestre africano, perros, hurones y maés
recientemente lobo gris (Cibelli et al., 1998a; Wakayama et al., 1998; Baguisi et al., 1999;
Polejaeva et al., 2000; Lanza et al., 2000; Shin et al., 2002; Chesne et al., 2002; Woods et al.,
2003; Galli et al., 2003; College of Veterinary Medicine & Biomedical Sciences, Texas A&M
University, 2003*; Zhou et al., 2003, Gémez et al., 2004; Lee et al., 2005; Li et al., 2006a y Oh
et al., 2008).

Aplicaciones de la transferencia nuclear somatica

Sin lugar a duda, la transferencia nuclear somatica representa un gran avance de la biotecnologia
en las ultimas décadas. Las aplicaciones potenciales de esta técnica han sido revisadas por
muchos investigadores (Colman, 1999; Faber et al., 2003, Denning y Priddle, 2003, Paterson et
al., 2003), sugiriendo que estas aplicaciones en lo que respecta a animales de granja, pueden ser
divididas en dos dreas generales: agropecuaria y biomédica. No obstante la clonacién somadtica
ha brindado una nueva herramienta para el rescate de animales en peligro de extincién e incluso
ya extintos. Finalmente, la investigacion bdésica por lo general es menos mencionada pero la
transferencia nuclear somdtica ha permitido por primera vez, el estudio de los procesos
bioldgicos que conllevan a la reprogramacion de nucleos diferenciados, la expresion génica
durante el desarrollo y diferenciacion, asi como el crecimiento y envejecimiento celular (Rieck y

Dean, 2002).

* El primer ciervo clonado no fue publicado en revistas cientificas.



Aplicaciones biomédicas

El mayor potencial de la transferencia nuclear somdtica en animales, estd basado en las
aplicaciones biomédicas, principalmente para la creacion de animales transgénicos, los cuales
son utiles en la produccion de biofairmacos, como modelo para el estudio de diferentes
enfermedades y para el xenotrasplante. Desde la década de los 80 fue posible producir animales
genéticamente modificados mediante la inyeccion de copias de genes de interés en uno de los
dos prontcleos del cigoto. Sin embargo, este método es ineficiente ya que la mayoria de los
embriones inyectados no se desarrollan, debido a los dafos que se producen al pronticleo por el
volumen inyectado o por la simple manipulacién y sélo un pequefio porcentaje se desarrolla a
término. La eficiencia para producir animales transgénicos mediante este método es menor del
1% para animales de granja y no mas de un 3% en ratones. Por otra parte, la microinyeccion solo
permite introducir nuevos genes y por lo general la integracién del transgén ocurre al azar,
obteniéndose los 1lamados animales mosaicos en los que no todas las células contienen el gen de
interés (Paterson et al., 2003).

A pesar que se han tratado todos los métodos alternativos, la clonacién somatica constituye el
sistema mds eficiente para la producciéon de animales transgénicos. La clonacién somatica
permite la utilizacion de células que han sido manipuladas genéticamente (células transgénicas),
como donantes de ndcleos. Esto facilita comprobar la integracién del transgén antes de la
transferencia nuclear. De esta forma se ahorra tiempo, esfuerzo y dinero ya que garantiza que
solo los embriones que portan la modificacion genética se transfieren a hembras receptoras, por
tanto el 100% de las crias obtenidas serdn transgénicas. Una vez seleccionadas las células
portadoras de la modificacion genética, éstas pueden ser expandidas en cultivo y mantenidas en
congelacion de forma indefinida. La combinacion del mantenimiento de las células transgénicas
con la transferencia nuclear, hace que la posibilidad de generar animales transgénicos mediante
esta técnica sea ilimitada. A diferencia de la microinyeccion, la manipulacién de las células
permite no sélo la introduccion de genes exdgenos sino la delecion de genes del genoma que esta
siendo manipulado (Bosch et al., 2004).

La aplicacién mds inmediata de la clonacion animal, es la creacién de modelos de enfermedades
y de biorreactores. Desde el punto de vista estrictamente econdémico, la ineficiencia asociada a

esta tecnologia no es un problema, asumiendo que los animales creados que portan el cambio



genético de interés, tendrian un alto valor comercial y estos podrian ser ripidamente
multiplicados también mediante clonacién (Paterson et al., 2003). Hasta el momento se han
producido animales clonados y transgénicos de especies como ovejas, vacas, cerdos y cabras
(Schnieke et al., 1997; Cibelli et al., 1998b; Salamone et al., 2006; McCreath et al., 2000; Dai et
al., 2002; Lai et al., 2002; Denning et al., 2001a y b; Keefer et al., 2001).

Los modelos animales para enfermedades son disefiados para expresar el genotipo y/o el fenotipo
de alguna enfermedad humana. Estos animales pueden ser usados para entender el proceso
bioldgico involucrado en dicha enfermedad y para probar posibles tratamientos. Desde la
creacion de los primeros transgénicos se ha producido un gran nimero de ratones como modelos,
sin embargo, esta especie tiene una serie de limitaciones debido a las diferencias fisiol6gicas con
el hombre y la limitada vida de los ratones. Genéticamente el uso de animales de granja podria
ofrecer una solucién a este problema. Las ovejas y en especial los cerdos son animales ideales
debido a las semejanzas de la fisiologia y la talla de sus 6rganos con los seres humanos (Bosch et
al., 2004).

Los biorreactores también son animales transgénicos que producen proteinas exdgenas, por lo
general humanas, cuyos genes se encuentran insertos en su genoma, las proteinas pueden ser
purificadas y utilizadas en el sector de la medicina. La mayoria de las construcciones génicas
disefiadas con este fin permiten la expresion de la proteina de interés en algin fluido corporal,
como la leche, sangre, orina o semen, el cual puede ser colectado para la purificacion del
producto (Niemann et al., 2007). Estos animales transgénicos también pueden ser producidos por
microinyeccion pero ademds de las ventajas antes mencionadas, la clonacion somética también
permite seleccionar el origen (hembra o macho) de la linea celular que va a ser utilizada como
donante de nucleo. Esto facilita la recuperacion de la proteina de interés, dependiendo del
sistema que se haya elegido para su expresion (por ejemplo leche o semen).

Después del nacimiento de Dolly se dio a conocer el nacimiento de Polly y Molly, las primeras
ovejas transgénicas obtenidas por transferencia nuclear somadtica, las cuales eran capaces de
expresar en la glandula mamaria el gen para el factor IX de coagulaciéon humano (Schnieke et al.,
1997). Otro ejemplo es la expresion de hormona de crecimiento humano en la leche de una vaca
transgénica obtenida por transferencia nuclear (Salamone et al., 2006).

Como se mencioné al inicio de esta seccion, una tercera aplicacion de la transferencia nuclear

somdtica en el drea biomédica es la creacion de animales donantes de Organos para



xenotransplante (transplante de 6rganos o tejidos entre diferentes especies). Dentro de las
aplicaciones de la TN, ésta es una de las mds controversiales debido a sus implicaciones éticas y
sociales. No obstante el xenotransplante podria ser la unica alternativa para suplir la gran
demanda de 6rganos humanos y asi eliminar la larga lista de pacientes que requieren un
transplante urgente. En el afio 2002, en Estados Unidos se reporté que solo un tercio de los
pacientes recibieron un érgano en tiempo y mdas de 6000 murieron sin la posibilidad de ser
trasplantados (Port et al., 2003).

A pesar de la ventaja que representa el uso de 6rganos de cerdos para el xenostransplante existen
algunas barreras entre cerdos y humanos que deben ser eliminadas antes que esta tecnologia sea
considerada como una opcién en la medicina humana. Una de estas limitaciones es la
compatibilidad anatomica y fisioldgica entre el 6rgano donado y el sistema humano en el cual
debe cumplir la funcién fisiolégica; de lo cual atn no existen muchos reportes (Vajta y Gjerris,
2006). Los primeros transplantes de érganos porcinos a primates no humanos fueron capaces de
mantener los pardmetros bioquimicos dentro de los rangos fisioldgicos. La mayor limitacién de
esta técnica es la rdpida reaccion inmunoldgica que se produce una vez que se trasplanta un
drgano porcino a un ser humano. Esta respuesta hiperaguda (HAR, segun siglas en inglés) ocurre
debido a la reaccién de los anticuerpos ante la presencia de los antigenos de superficie de los
organos porcinos seguido por daiios de los tejidos medido por la accién del complemento.

Se ha descrito que la enzima 1,3 galactosiltransferasa (presente en la superficie celular de casi
todos los mamiferos excepto humanos, simios y primates del viejo mundo) estd involucrada en la
respuesta HAR (Phelps et al., 2003). Unas de las estrategias que se podrian seguir para eliminar
esta respuesta serian el silenciamiento del gen que codifica para esta enzima y/o la inactivacion
del complejo. En el afio 2002, Lai y colaboradores, dieron a conocer el nacimiento de los
primeros cerdos transgénicos carentes de esta enzima. Los cerdos fueron producidos mediante
transferencia nuclear somaética utilizando como donante de nicleo células carentes del gen para
la 1,3 galactosiltransferasa lo cual se conoce como “knock-out” génico (Lai et al., 2002). No
obstante, existen otras reacciones que no son inmediatas pero que producen anticuerpos
xenoreactivos y que son patolégicamente similares a la respuesta HAR. A pesar de los avances
que se han realizado en éstos temas, la complejidad de la respuesta inmunoldgica ante la
presencia de un Organo extraiio, probablemente requiere la combinacién de diferentes

modificaciones genéticas dentro de un mismo animal para obtener 6rganos y tejidos que puedan



ser aceptados por el hospedero (Ramsoondar et al., 2003; Kuwaki et al., 2005; Sprangers et al.,
2008).

Finalmente debido al amplio debate sobre el tema, seria conveniente mencionar la posibilidad de
utilizar la clonacién somética en humanos con fines reproductivos. Esta aplicacion esta limitada
por la ineficiencia del proceso y por las aberraciones genéticas que presentan los individuos
creados mediante transferencia nuclear. Dichos problemas genéticos pueden ser el resultado de
procesos bioldgicos complejos que ocurren tanto en el citoplasma receptor como en el nicleo
donante o por la técnica en si. Ademds cabria discutir las cosiderciones éticas asociadas a la
creacion de individuos humanos sin la participaciéon de dos padres y la influencia que ésto
tendria en su desarrollo social. No obstante el empleo de la clonacién somatica con fines
terapéuticos podria ser la solucién a muchas enfermedades, para las cuales, no se cuenta con
tratamientos efectivos. La clonacién somadtica permite la derivacion de células madres
totipotentes a partir de embriones humanos clonados. Una vez obtenidas estas células, se podrian

derivar tejidos diferenciados especificos, los cuales serian utilizados en terapias de reemplazo.

Aplicaciones agropecuarias

Las aplicaciones de la transferencia nuclear somética en el drea agropecuaria parecen tener un
futuro mas lejano que los usos biomédicos. A pesar que los problemas bioldgicos y técnicos son
los mismos, las aplicaciones agropecuarias deben ser altamente productivas para ser viables
desde el punto de vista econémico. No obstante, la posibilidad de crear copias idénticas de
animales de alto valor genético como vacas con una alta produccién de leche o toros con una
calidad de carne excepcional, ha despertado un gran interés entre cientificos y productores. La
clonacién de un animal con determinadas caracteristicas productivas, aumentaria la posibilidad
de generar crias, mejorando la calidad genética del rebafio en general. Un ejemplo de la
aplicacion real de esta tecnologia para la multiplicaciéon de animales de alto valor productivo se
materializé en el 2001 con el nacimiento de Cyagra y Génesis. Ambas terneras son clones de
Zita, una vaca Holstein que gané premios internacionales por su alta produccion y calidad de su
leche (Westhusin et al., 2003; FoxNew.com., 2006).

Existen estudios sobre las propiedades bioldgicas y bioquimicas de los productos de animales

clonados para determinar si existen riesgos para la salud humana debido al consumo de dichos



productos. Takahashi y Yoshihio (2004) demostraron que no existen diferencias biolégicas en
muestras de carnes de animales clonados a partir de células embrionarias o somaticas y animales
no clonados. Tomé y colaboradores (2004) no encontraron diferencias significativas entre los
valores nutricionales de la leche y la carne derivados de bovinos clonados y no clonados. Estos
datos demuestran que los productos obtenidos de animales clonados no constituyen ningin
riesgo para la salud humana.

La combinaciéon de la transferencia nuclear somdtica con las modificaciones genéticas,
proporcionan una nueva oportunidad para los esquemas de mejora genética. Los principales
objetivos que se persiguen con el uso de estas tecnologias son la creacion de animales con mayor
resistencia a enfermedades como la mastitis (Wall et al., 2005) o toros transgénicos capaces de
producir solo crias hembras o machos (Faber et al., 2003). Otras posibles aplicaciones podrian
ser la creacién de vacas que produzcan leche de mejor calidad proteica o de animales que
reduzcan el efecto negativo de la agricultura sobre el medioambiente.

Una de las barreras para la implementacion de la clonacion con usos agropecuarias es el hecho
que los clones no son copias exactas de un animal ya existente. EIl ADN mitocondrial de cada
animal podria diferir teniendo en cuenta que €ste proviene mayormente del ovocito receptor y en
muchos casos de la combinacién del ADN mitocondrial del ovocito y de la célula donante
(Hiendleder et al., 2003). No obstante atin no queda clara cual es la influencia de la
heteroplasmia mitocondrial de los clones sobre su desarrollo y sus capacidades productivas. Por
otra parte el fenotipo de un individuo estd determinado por la sumatoria de tres factores:
genética, ambiente y epigénesis. En el caso de la clonacién somatica, el primer factor seria
comun ya que independientemente de la influencia del ADN mitocondrial, la informacion
genética seria exactamente la misma para todos los animales provenientes de la misma linea
celular. El factor ambiental seria muy facil de controlar manteniendo las mismas condiciones de
tenencia para todos los animales. La epigénesis por otra parte, son mecanismos de regulacion de
la expresion génica que no depende de variaciones en el contenido genético del ADN sino en
modificaciones de su estructura por tanto podrian ser diferentes en cada animal aun siendo
clones.

Uno de los ejemplos mads cldsicos de variacion epigenética en clones es el llamado “Copy cat”, el
primer gato obtenido por transferencia nuclear somatica. La gatita clonada no result6 ser una

copia exacta del animal donante de células sométicas, debido principalmente a diferencias en la
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capa de colores por eventos epigenéticos que ocurren al azar durante el desarrollo como la
inactivacion del cromosoma X (Shin et al., 2002). Otros ejemplos de diferencias fenotipicas entre
clones somdticos se han visto principalmente en cerdos y bovinos en los cuales no sélo varia la
coloracion del pelaje, cantidad de pezones (en el caso de las cerdas) sino también las capacidades
de ganancia de peso y la productividad de leche (vacas) (Archer et al., 2003; Mir et al., 2005;
Heyman et al., 2007; Watanabe et al., 2008).

Rescate de animales en peligro de extincion

La mayoria de las técnicas reproductivas existentes, como la inseminacién artificial, fecundacion
in vitro y transferencia de embriones, pueden ser utilizadas para el rescate de animales o
poblaciones en peligro de extincién. En muchos de los casos existen muy pocos ejemplares lo
que impide la recuperacién de gametos y por tanto la utilizacién de cualquiera de las técnicas
antes mencionadas para la multiplicacién de los animales. Sin embargo la transferencia nuclear
somadtica permite la creacion de copias de un animal a partir de una muestra de tejido. Aunque
este es un tema muy controversial teniendo en cuenta que mediante esta via se limitaria la
diversidad genética y seria imposible restablecer una poblacién a partir de un solo individuo, la
clonacién permitiria rescatar el pool genético de animales infértiles o que hayan muerto antes de
alcanzar la madurez sexual.

Una de las mayores limitaciones para el uso de la clonacién como técnica reproductiva para la
multiplicacion de estos animales, es la poca disponibilidad de citoplastos receptores para la
transferencia nuclear y de hembras receptoras de los embriones producidos. Con el fin de suplir
estas carencias ha sido necesario el desarrollo de sistemas alternativos que consisten en la
utilizacién de ovocitos y hembras de especies, por lo general domésticas, relacionadas con la
especie en peligro de extincidn, introduciéndose el concepto de clonacién heteroespecifica o
interespecie.

La primera clonacion interespecie exitosa fue llevada a cabo por Lanza y colaboradores en el afio
2000. Estos investigadores lograron el nacimiento de “Noah”, un bévido en peligro de extincion
(Bos gaurus) a partir de la transferencia a ovocitos bovinos, de fibroblastos de un ejemplar de
esta especie muerto desde 1980 (Lanza et al., 2000). Un afio mds tarde, Loi y colaboradores

reportaron el nacimiento de un muflén (Ovis orientalis musimon) a partir de la transferencia de
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células somdticas a ovocitos de ovejas domésticas (Loi et al., 2001). Otro ejemplo del éxito de
esta tecnologia es el nacimiento de "Caty" y "Madge", obtenidas a partir de la transferencia de
fibroblastos de gato salvaje africano en ovocitos de gata doméstica (Gémez et al., 2004). Existen
muchos estudios que aunque no han sido tan exitosos como los mencionados anteriormente, han
permitido establecer nuevos protocolos y dilucidar algunas de las principales dificultades
asociadas a la clonacién heteroespecifica.

La disponibilidad de ovocitos para la clonacién heteroespecifica es menos compleja cuando se
trata de ovejas y vacas ya que la obtencion de los gametos es menos costosa, son disponibles en
la mayoria de los paises, ademds se tiene un amplio conocimiento sobre los sistemas de
maduracion in vitro. No obstante en especies como el Huemul en Chile o el panda en China, la
disponibilidad de citoplastos receptores de especies relacionadas es mucho mds compleja. Por
esta razén seria muy conveniente disponer de un modelo de citoplasto comtn que pueda ser
utilizado como receptor para la transferencia nuclear independientemente de la especie con la
que se esté trabajando. Los ovocitos bovinos han sido el primer candidato como “citoplasto
universal” para la clonacién somatica.

En una revision realizada por Beyhan y colaboradores (2007a) se demuestra que el citoplasma
maduro de un ovocito bovino tiene la habilidad de soportar varios ciclos mitéticos dirigidos por
el ADN introducido después de la transferencia nuclear heteroespecifica. De esta forma la
transferencia de células somdticas de especies como ovejas, cerdos, monos y ratas en un ovocito
bovino puede inducir el desarrollo embrionario por lo menos hasta formar estructuras semejantes
a un blastocisto. Teniendo en cuenta estos resultados, estos investigadores llegaron a la
conclusién que los ovocitos bovinos no discriminan entre las diferentes especies utilizadas como
donante de nucleo, independientemente del nimero de cromosomas o la edad del animal donante
(Dominko et al., 1999). En el afio 2001, Kitiyanant y colaboradores comprobaron la capacidad de
los ovocitos bovinos de soportar el desarrollo embrionario hasta estadio de blastocisto después
de la transferencia de fibroblastos de bufalo de agua (Bubalus bubalis). En este experimento
utilizaron tanto ovocitos de buifalo como ovocitos de vaca con los que no obtuvieron diferencias
significativas en los porcentajes de blastocistos obtenidos (39% y 33% respectivamente) ni en la
cantidad de células de los embriones a los 7 dias de desarrollo. Otros estudios de TN
interespecies utilizando ovocitos bovinos como citoplasto universal incluyen el uso de células

somadticas de especies como cerdos (Yoon et al., 2001), caballos (Li et al 2002), antilope (Lee et
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al., 2003), yak (Bos grunniens) (Li et al., 2007), goral o cabrito montés (Oh et al., 2006), gatos
(Thongphakdee et al., 2008), cabras (Tao et al., 2008), monos (Lorthongpanich et al., 2008) y

humanos (Illmensee et al., 2006).

Limitaciones de la Transferencia Nuclear Somatica

Las posibilidades de aplicacion de la clonacién en la medicina, la industria y la agricultura son
tedricamente ilimitadas. Sin embargo, la baja eficiencia de la transferencia nuclear limita o
detiene sus aplicaciones desde el punto de vista técnico. La mayoria de las investigaciones
recientes se enfocan en el incremento de esta eficiencia o en identificar situaciones donde los
presentes niveles de eficiencia arrojen resultados competitivos. El porcentaje de éxito de la
transferencia nuclear somdtica se encuentra entre 1 y 3% en la mayoria de las especies
incluyendo bovinos (Solter, 2000). En esta especie, la mayoria de los embriones se pierden
durante el primer trimestre de gestacion, con una tasa de muerte fetal superior al 60% entre los
dias 35 y 60, mientras que s6lo se observa una pérdida menor del 5% en las gestaciones naturales
(Galli et al., 2003). Finalmente, sélo el 50% de los terneros nacidos vivos, sobreviven mas de
una semana debido a complicaciones de salud principalmente relacionadas con problemas
metabdlicos, pulmonares, infecciones umbilicales, etc (Heyman, 2007).

La ineficiencia asociada a la clonacién somatica puede estar atribuida tanto a factores bioldgicos
como técnicos que a su vez estdn estrechamente relacionados, lo cual hace que sea dificil
establecer limites entre ellos. Dentro de los factores bioldgicos que se tienen en cuenta estan: la
calidad de los citoplastos y de las células somadticas utilizadas, la interaccién célula-ovocito, el
estadio del ciclo y tipo de célula donante, asi como la reprogramaciéon del nicleo donante
después de la transferencia. Los factores técnicos se refieren principalmente a los sistemas de
cultivos y los diferentes pasos asociados a la clonacién como son: enucleacién del ovocito
receptor, fusién nuclear y activacion. A pesar de la influencia que pueden tener estos factores
sobre el desarrollo pre-implantatorio (desde estadio unicelular hasta estadio de blastocisto) de los
embriones clonados, los mayores problemas se observan sobre la capacidad del nicleo donante
de ser reprogramado correctamente, lo cual se entiende como la disponibilidad de los factores

necesarios para la correcta expresion de genes en cada momento del desarrollo.
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Aun después de lograr el nacimiento de animales clonados, su viabilidad postnatal puede ser
baja. Generalmente los clones presentan un aumento significativo de su talla, malformaciones de
sus Organos que frecuentemente conllevan a la muerte del individuo. Otro problema que se ha
presentado en estos animales se refiere a la edad bioldgica, definida como la longitud de los
telémeros, de los individuos obtenidos por clonacién. Un animal que herede la edad del animal
adulto que dond la célula empleada en la transferencia nuclear, muy probablemente comenzaria a
padecer tempranamente, enfermedades relacionas con el envejecimiento. Sin embargo, existen
evidencias que demuestran que no todos los animales clonados presentan telémeros de longitud
semejante a las células donantes por lo que la actividad de la telomerasa puede ser reprogramada

durante la TN (Kurome et al., 2008).

Factores que afectan la eficiencia de la TNS

Influencia de la célula donante

La célula donante de niicleo es uno de los factores biologicos que determinan el éxito de la
transferencia nuclear ya que este nicleo debe ser capaz de dirigir el desarrollo embrionario y dar
lugar a un animal normal. Durante la década de los 80 se obtuvieron los primeros animales
mediante transferencia nuclear pero en este caso las células donantes fueron obtenidas a partir de
la desagregacion de las blastdmeras de un embrion pre-implantatorio (Willadsen et al., 1986).
Las blastomeras a diferencia de las células somaticas son totipotentes y en principio cada una
tiene la capacidad de dar lugar a un embridén. La transferencia de una de estas células
embrionarias, a un ovocito previamente enucleado puede generar otro embrién sin grandes
problemas biolégicos. Las mayores limitaciones del uso de blastdmeras para clonacién son en
primer lugar, que el nimero de embriones obtenidos con las mismas caracteristicas genotipicas,
va a estar limitado por el nimero de células que contenga el embrién que serd clonado y en
segundo lugar que no seria posible predecir las caracteristicas de los animales que se van a
obtener.

El nacimiento de Dolly abrié el camino para el uso de células somadticas para la transferencia
nuclear con todas las ventajas mencionadas. No obstante, una de las mayores limitaciones

bioldgicas de esta técnica es que las células somdticas son completamente diferenciadas, con
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patrones de expresion génica que se correlacionan con la funcién del tejido del cual se
originaron. Por esta razén, durante la primera década después del nacimiento de Dolly, la
mayoria de los investigadores concentraron sus trabajos en encontrar el tipo celular y las mejores
condiciones de las células donantes para que la informacién genética pudiera ser reprogramada
de forma eficiente en el citoplasto receptor, aumentando la eficiencia de la clonacién somatica.
Hasta la fecha se han utilizado muchos tipos celulares como donante de nicleo para la
produccion de animales clonados. Dolly fue creada a partir de la reprogramacién del nicleo de
una célula de glandula mamaria (Wilmut et al., 1997). Sin embargo, otros resultados exitosos
incluyen la utilizacién de células de la granulosa (Wakayama et al., 1998), fibroblastos fetales y
adultos (Kato et al., 1998; Rodriguez et al., 2008), células del oviducto (Kato et al., 2000),
leucocitos (Galli et al., 1999), células de la granulosa mural (Wells et al., 1999), células
germinales (Bordignon et al., 2003), células de higado (Brem y Kuhholzer, 2002) entre otras. A
pesar de los resultados obtenidos, atn no estd claro qué tipo celular es mds eficiente para la
transferencia nuclear. Las diferencias que se producen en la eficiencia de la transferencia nuclear
con diferentes tipos celulares podrian estar mas relacionadas con los protocolos de clonacion y
de mantenimiento de las lineas celulares que con el origen de éstas (Yang et al., 2007).

Hasta el momento se han obtenido resultados contradictorios en cuanto a la eficiencia de la
clonacién utilizando lineas celulares de diferentes origenes: por ejemplo Kato y colaboradores no
tuvieron diferencias significativas en los porcentajes de blastocistos bovinos utilizando células de
diferentes tipos, adultas, fetales, recién nacido, macho y hembra. Sin embargo, estos autores
encontraron diferencias cuando las células fueron obtenidas de diferentes érganos incluso de un
mismo animal (Kato et al., 2000). Wakayama y Yanagimachi (2001), obtuvieron resultados
similares utilizando varios tipos celulares, derivados a partir de ratones de diferentes sexo y edad.
La mayoria de los animales clonados se han producido a partir de lineas celulares derivadas de
hembras, no obstante, no se ha demostrado que el sexo tenga alguna influencia sobre la
eficiencia de la transferencia nuclear somatica.

En bovinos y cerdos se ha demostrado que la capacidad de desarrollo in vitro de embriones
clonados asi como la tasa de gestacion inicial y el porcentaje de animales nacidos vivos, depende
en mayor medida, de la linea celular que del tipo de célula que se utiliza como donante de niicleo
(Dinnyés et al., 2002; Miyoshi et al., 2003; Kuhholzer et al., 2001). Tedricamente estas

diferencias entre las lineas celulares tanto de bovinos como de cerdos, pueden estar originadas
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por efectos epigenéticos. Algunas lineas celulares son mds susceptibles que otras para ser
reprogramadas después de la transferencia nuclear (Kuhholzer et al., 2001; Miyoshi et al., 2003;
Liu et al., 2009).

A pesar que la mayoria de los resultados obtenidos en diferentes especies, indican que la
eficiencia de la transferencia nuclear es independiente de la edad del animal del cual se origina la
linea celular, muchos investigadores apoyan la teoria que las células fetales son méas eficientes ya
que son mds proliferativas y presentan menos dafios genéticos que las células derivadas de
animales adultos (Hill et al., 2000). Auin cuando algunos trabajos indican que no existen
diferencias en los porcentajes de fusidn, division celular y formacién de blastocistos entre los
embriones derivados de células fetales y adultas en bovinos (Niemann et al., 2002) y gatos (Yin
et al., 2005), si se ha visto que existen mayores pérdidas de gestaciones de aquellos embriones
producidos con células adultas (Hill et al., 2000; Niemann et al., 2002). Sin embargo, la
utilizacion de células fetales para transferencia nuclear impediria predecir el genotipo y por tanto
el fenotipo de los animales producidos, mientras que las células adultas son derivadas de
animales que pueden ser seleccionados a través de sus caracteristicas fenotipicas.

Una de las ventajas de la transferencia nuclear somatica es que el numero de animales obtenidos
de cada linea celular es practicamente ilimitado ya que las células pueden ser multiplicadas en
cultivo y congeladas para su conservacion. No obstante, el cultivo in vitro de las células donantes
puede provocar dafios en el material genético. El porcentaje de aneuploidia aumenta en las
células cultivadas por periodos prolongados (Freshney, 2000), sin embargo las células cultivadas
por cortos periodos de tiempo (no mas de 10 pases) son las mds usada para la transferencia
nuclear somética sin que se evidencie diferencias significativas en el desarrollo embrionario
temprano entre los pases 1 y 10 (Li et al., 2003).

Por otra parte la congelacion de las células a bajas temperaturas provoca cambios en la
membrana celular que disminuye la eficiencia del proceso de transferencia nuclear. La fusién del
nucleo donante con el citoplasto receptor se realiza aplicando un pulso de corriente directa que
produce poros en las membranas celulares. A través de los poros se produce intercambio entre el
citoplasma de la célula y del ovocito hasta que desaparece la membrana que los separa y se
completa la fusion. Hayes y colaboradores (2005a) demostraron que la disminucién brusca de la
temperatura provoca graves cambios estructurales en la membrana celular que influyen

significativamente sobre el porcentaje de fusion empleando fibroblastos de vaca adulta de la raza
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Siboney. El empleo de un método de congelacién continuo, donde la temperatura disminuye un
grado por minuto, provoca menos alteraciones en la membrana, aumentando con esto el
porcentaje de fusion empleando una linea de fibroblastos fetales de fenotipo Bos taurus (Hayes
et al., 2005a).

Finalmente otro de los aspectos a tener en cuenta es la sincronia requerida entre el ciclo celular
de la célula donante y el citoplasto receptor en el momento que se realiza la transferencia
nuclear. Los estudios realizados sobre la regulacion del ciclo de la célula donante indican que el
uso de células en GO puede ser beneficioso para el éxito de la TN (Wilmut et al., 1997). Por lo
general, en la literatura cientifica las células en GO y G1 son agrupadas conjuntamente en una
categoria denominada GO/G1 incluso cuando estas fases son distintas. Las células en GO se
encuentran fuera del ciclo de divisién celular, en un estadio de quiescencia, mientras que G1 es
un estadio transiente entre la fase M y S en células proliferativas. Las células quiescentes o en
GO son las mds cominmente utilizadas para la TN (Wilmut et al., 1997; Baguisi et al., 1999;
Kues et al., 2000; Reggio et al., 2001; Gibbons et al., 2002; Wells et al., 2003; Yu et al., 2003;
Hayes et al., 2005b) y el método utilizado para inducir este estadio, puede afectar marcadamente
el desarrollo embrionario, la sobrevida fetal y del neonato (Gibbons et al., 2002; Hayes et al.,
2005Db).

El método mads utilizado pata inducir GO es la deprivaciéon de suero durante el cultivo, no
obstante este procedimiento puede provocar una reducciéon de la sobrevida celular y un
incremento de la fragmentacion del ADN (Lanza et al., 2000; Keus et al., 2000). Las células
cultivadas en ausencia de suero, son ademads, susceptibles a un incremento de los dafios en los
telémeros debido a la baja actividad de la telomerasa en células en estadio quiescente. Estudios
realizados por Gibbons y colaboradores (2002), muestran que la pérdida fetal en experimentos
con células sincronizadas con deprivacion de suero, puede estar relacionada con la replicacion
inapropiada del ADN o porque los dafios del ADN no son correctamente reparados durante el
desarrollo embrionario/fetal (Gibbons et al., 2002). En el mismo estudio se demostré el efecto
positivo sobre la eficiencia de la transferencia nuclear, del tratamiento de las células donantes
con roscovitina, un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas. La roscovitina, aumenta la
eficiencia de la sincronizacion del ciclo celular y la capacidad de reprogramacién del nicleo de
la célula donante. El empleo de dicho producto en el cultivo de las células donantes redujo la

pérdida de gestaciones, lograndose el nacimiento de un nimero mayor de animales saludables.
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Es posible que los embriones obtenidos con células tratadas con roscovitina, presenten un menor
dafio del ADN por la mayor efectividad de la sincronizacién o que los mecanismos de correccion
del ADN estdn intactos y eficientes. Ademas se observd una diferencia en los patrones de

fragmentacién del ADN en animales de diferentes edades (Gibbons et al., 2002).

Sincronia entre el citoplasto receptor v el ndcleo donante

En mamiferos, los ovocitos se encuentran detenidos en estadio de vesicula germinal de la
primera division meidtica (MI). Ante determinados estimulos hormonales, la meiosis se reanuda
y se produce la ruptura de la vesicula germinal, se completa la primera divisiéon meidtica
liberandose el primer cuerpo polar y nuevamente se produce el arresto meidtico, en este caso en
la metafase de la segunda divisién (MII). Los cambios que se producen hasta el arresto del
ovocito en MII se denominan maduracién ovocitaria, a partir de la cual el ovocito puede ser
fertilizado y dirigir el desarrollo embrionario. Durante la fecundacién, se completa la segunda
divisién meidtica y se libera el segundo cuerpo polar. Esto es seguido por la decondensacién de
la cromatina de ambos nicleos (materno y paterno) y se forman los prontcleos. Después de la
replicaciéon del ADN se produce la segregacion equitativa del material genético por mitosis y el
cigoto se divide en dos blastomeras idénticas.

Se han identificado las principales moléculas que participan en el arresto meidtico del ovocito, la
continuidad de la meiosis y la activacion después de la fecundacion. E1 AMP ciclico (AMPc) es
uno de los factores involucrados en el arresto meidtico. Altos niveles de AMPc dentro del
ovocito mantienen detenida la meiosis y su decremento, favorece su progresion (Downs, 1993).
Los niveles basales de AMPc (altos: tomando como punto de partida un ovocito en arresto
mitético), activan una quinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual mantiene fosforiladas
(inactivas) las proteinas necesarias para la ruptura de la membrana nuclear, manteniendo el
arresto meiotico.

El reinicio de la meiosis es determinado por un decremento de los niveles de AMPc por la accién
de la AMPc fosfodiésterasa (PDE). PKA controla directamente la actividad de CDK1 (p34cdc2),
una quinasa dependiente de ciclina B que se encuentra de forma estable en el ovocito y requiere
ser parcialmente desfosforilada para ser activa. CDKI1 se activa al unirse con la ciclina B

formando el factor promotor de la maduracion/meiosis/mitosis (MPF, segtin siglas en inglés). El
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MPF, es detectado tanto en células germinales como somdticas y su funcién es provocar la
ruptura de la membrana nuclear, regular la condensacién de los cromosomas e interviene en la
organizacion del aparato mitdtico por fosforilaciéon de proteinas asociadas a los microtubulos
(MAPK).

Durante la maduracién ovocitaria, el MPF alcanza su maximo nivel, manteniéndose hasta la
activacion mediada por el espermatozoide o por un estimulo quimico, momento en el que declina
rapidamente. El desarrollo de los embriones obtenidos después de la transferencia nuclear,
depende en gran medida de la sincronia entre el citoplasto receptor y el estadio del ciclo de la
c€lula donante. Como se menciond anteriormente, el ndcleo de la célula donante debe estar en
GO 6 G1 y se ha visto que cuando estas células son transferidas a ovocitos en MII que presentan
altos niveles de MPF, se mantiene la correcta ploidia de las blastomeras después de la primera
division celular (Campbell et al., 1996). E1 MPF provoca la ruptura de la membrana del nicleo
donante y la condensacién de los cromosomas independientemente del estadio del ciclo celular
de la célula donante. Esto permite que el material genético transferido se encuentre expuesto a
los factores citoplasmaticos presentes en el ovocito. Tedricamente este aspecto conllevaria a la
reprogramacion del nucleo diferenciado y por tanto al establecimiento del nuevo patrén de
expresion génica que conllevaria al desarrollo embrionario. Posterior a la activacion se produce
una disminucién de los niveles de MPF lo cual restablece la envoltura nuclear, produciéndose la
duplicacién del ADN y la mitosis donde cada cé€lula hija tendrd la misma dotaciéon cromosémica
que la célula madre.

Inicialmente se utilizaron dos tipos de citoplastos receptores para la TN: 1) el ovocito en MII era
activado después de la enucleacién y antes de la reconstruccién (bajo MPF) y 2) el ovocito era
enucleado y la activacion se realizaba después de la reconstruccion (alto MPF) (Campbell et al.,
1996; Dinnyés et al., 2002). No obstante, cuando los nudcleos en GO son transferidos a citoplastos
con bajos niveles de MPF, no se produce la ruptura de la membrana nuclear ni la condensacion
de la cromatina, lo cual conlleva a una divisién celular prematura, posiblemente antes que se
produzca la reprogramacion nuclear (Vignon et al., 1998; 2000). Por otra parte, la transferencia a
citoplastos no activados de células en estadio S o G2, donde el nimero de cromosomas se
encuentra duplicado (4n), genera células hijas con el doble la dotacién cromosémica normal
(fenémenos de poliploidia). Consecuentemente, s6lo cuando se transfieren a ovocitos no

activados, ndcleos que no han entrado en la fase S, se logra producir embriones clonados
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normales (Campbell et al., 1996) por tanto células en GO/G1 con citoplastos en MII son la

combinacion mas eficiente para la transferencia nuclear somatica.

Influencia de la calidad de los ovocitos receptores sobre el desarrollo embrionario temprano

En la mayoria de los programas de produccién in vitro de embriones incluyendo la TN, los
ovocitos receptores son obtenidos de hembras sacrificadas en mataderos y posteriormente
madurados in vitro. Esta es una fuente barata y practicamente ilimitada de ovocitos, con el tnico
inconveniente que la calidad de los citoplastos por lo general es mucho menor que aquellos que
son madurados in vivo. Los ovocitos de mamiferos poseen una complejidad molecular que
contrasta con su simple morfologia. Un ovocito totalmente maduro posee todos los componentes
moleculares necesarios para completar la meiosis, entrar en el ciclo mitético, activar el genoma
embrionario, modificar la estructura de la cromatina y las propiedades epigenéticas e iniciar la
correspondiente transcripcion de genes para poner en marcha el programa de desarrollo
embrionario (Latham et al., 2001). Estos procesos son mantenidos y dirigidos por el contenido
materno de ARNm, proteinas y otros componentes moleculares del ovocito, los cuales son
acumulados durante la maduracién. Los ovocitos que fallan en la acumulacién de dichos
elementos presentan una capacidad reducida para soportar la embriogénesis temprana después de
la fecundacién o de la transferencia nuclear ya que los ARNm del ovocito o maternos,
gobernardn el desarrollo hasta la activacion del genoma embrionario que en el caso de bovinos

ocurre al estadio de 8 células (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquemadtica del origen del ARNm en las diferentes etapas de

desarrollo de embriones bovinos pre-implantatorios. Basado en: Heikinheimo et al., 1998
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Muchos investigadores han tratado de identificar y definir la contribuciéon de los ovocitos a la
calidad del embrién. Los procesos de fecundacion, desarrollo embrionario, induccion de prefiez
hasta el nacimiento estdn relacionados con los tres tipos de eventos de maduracion observados en
el ovocito: nuclear, citoplasmatica y molecular (Sirard et al., 2006). Estos eventos a su vez son
mayormente afectados durante la maduracién in vitro, periodo en el cual se adquiere la
competencia ovocitaria que es el estado o condiciéon que le permite al ovocito soportar el
desarrollo embrionario. Los ovocitos madurados in vivo o in vitro tienen niveles similares de
maduracién nuclear, fecundacién y division pero claramente se diferencian en su potencial de
desarrollo (Sirard y Blondin, 1996). Esta diferencia en cuanto a la capacidad de desarrollo se
observa en embriones bovinos entre los dias 6 y 7 post fecundacién (moérula-blastocisto) (Hyttel
et al., 1997). El 85% de los ovocitos ovulados de forma natural son capaces de ser fecundados y
establecer gestaciones, sin embargo, s6lo un tercio de los ovocitos madurados in vitro, son
capaces de soportar el desarrollo temprano (Picton et al., 2003).

In vitro, la maduracién ovocitaria es independiente del ciclo estral y la ruptura de la vesicula
germinal ocurre mds tempranamente que in vivo. Se han descrito diferencias en cuanto a los
patrones de sintesis de proteinas, abundancia de ARNm maternos, a nivel de ultraestructura
como la localizacién de los granulos corticales y expansion de las células del cimulo en ovocitos
madurados in vitro comparados con aquellos madurados in vivo (Hendriksen et al., 2000). La
adquisicion de competencia ovocitaria, requiere una permanente e intima relacién entre los
ovocitos y el ambiente folicular. Se ha demostrado que in vitro, esta competencia va a depender
de factores como el tamaiio de los foliculos de los cuales se extrajeron los ovocitos, la etapa del
afio (principalmente en especies estacionarias), las condiciones de cultivo y las caracteristicas
morfolégicas del ovocito (Naoi et al., 2008).

Hasta el momento existen muy pocos reportes que indiquen el efecto de la competencia
ovocitaria sobre la capacidad de desarrollo de los embriones después de la transferencia nuclear
somatica. No obstante, se ha demostrado que los ovocitos son una de las fuentes principales de
variaciones en la eficiencia de la transferencia nuclear, siendo éstos la tnica célula capaz de
reprogramar un nucleo donante (Miyoshi et al., 2003). Miyoshi y colaboradores (2003)
reportaron que la maduracion in vivo o in vitro, los tiempos de ovulacién y la edad reproductiva
de las donantes de ovocitos, influyen sobre la capacidad de desarrollo de embriones producidos

por TN en cerdos y bovinos. En gatos también se ha demostrado que la fuente de citoplastos
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receptores asi como la calidad morfolégica de éstos, influye sobre la tasa de blastocistos
producidos. Sin embargo no se han encontrado evidencias que indiquen que el estadio del ciclo
estral tenga influencia sobre la capacidad de desarrollo de los embriones producidos por FIV o

TN (Naoi et al., 2008).

Influencia del método de transferencia nuclear sobre el desarrollo embrionario

El procedimiento general de transferencia nuclear incluye tres pasos fundamentales: La
enucleacién del ovocito receptor, la transferencia de la célula donante y la activacion del
embrion reconstruido. Posteriormente, los embriones clonados son cultivados in vitro durante un
periodo que va a depender de la especie hasta alcanzar el estadio Optimo para ser transferido a
una hembra “sustituta”. Durante el proceso de enucleacidn, el nicleo del ovocito es removido
aportando solamente el citoplasma como receptor del nicleo de la célula somatica donante. Este
proceso de enucleacion involucra cambios estructurales en el citoplasma y pérdida de contenidos
citoplasméticos como proteinas y ARNm maternos que como se discutié anteriormente, son
necesarios para la reprogramacion del nucleo donante y el correcto desarrollo embrionario.

Los cromosomas de los ovocitos de especies como conejos, ovejas, cerdos, cabras y bovinos no
pueden ser visualizados sin la ayuda de la tincién del ADN y exposicién a luz ultravioleta (UV),
esto dificulta la enucleacion de los ovocitos que seran utilizados como citoplastos receptores. La
forma de enucleacion mas empleada consiste en la aspiracion del plato metafasico adyacente al
primer cuerpo polar, con la ayuda de micromanipuladores y una micropipeta (Figura 2).
Mediante esta forma de enucleacién, el ovocito puede perder desde un 5-50% del volumen
citoplasmético (Westhusin et al., 1992; 1996). La influencia de la enucleacién de los ovocitos
receptores sobre la calidad de los embriones reconstruidos y por tanto sobre la eficiencia general
de la transferencia nuclear, fue uno de los temas mas discutidos desde el comienzo de la

aplicacion de esta tecnologia, incluso antes del nacimiento de “Dolly”.
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Figura 2: A. Esquema general de transferencia nuclear con micromanipuladores (sistema

tradicional). B. Enucleacién de ovocitos en MII

Existen numerosos estudios de la influencia sobre el desarrollo embrionario de la pérdida de
citoplasma durante la enucleacién. Greising y colaboradores en 1994 y mads tarde en 1997,
Zakhartchenko y colaboradores, demostraron que se produce un decremento del desarrollo de los
embriones producidos por TN cuando el volumen remanente del citoplasma de los ovocitos
receptores fue muy reducido después de la enucleacion. En 1996, Westhusin realizé
experimentos reduciendo el volumen citoplasmético desde un 5-50%, donde no se observaron
diferencias significativas en el desarrollo a blastocisto pero si disminuyé significativamente el
numero de células de los blastocistos cuando se removié el 50% del citoplasma (Westhusin et al.,
1996).

Recientemente se ha desarrollado una nueva técnica de transferencia nuclear somatica en la cual
no es necesario el uso de micromanipuladores ni micropipetas para la enucleacién de los
ovocitos ni para la reconstruccion de los embriones clonados (Figura 3). Esta técnica recibe el
nombre de clonacién somadtica sin micromanipuladores o “Hand Made Cloning” (HMC). Para la

enucleacion mediante HMC, se elimina la zona pelicida de los ovocitos maduros permitiendo
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hacer un corte del ovocito con ayuda de una microcuchilla. En este proceso se elimina la porcion
de citoplasma que contiene el plato metafésico, el cual es localizado con la formacién de un cono
en la membrana citoplasmatica después de la incubacion con demecolcina. Dentro de las
principales ventajas de esta técnica es la recuperacién del volumen citoplasmdtico, ya que
durante la fusién se utilizan dos mitades del citoplasma para la reconstruccién del embrién
clonado. De esta forma se logra reconstituir de un 90 al 100% del volumen citoplasmatico y con
ello el contenido de ARNm y proteinas maternas (Vajta et al., 2001; Vajta, 2007). Si bien se
afiaden mitocondrias y miARNs (microARN) de otras fuentes, su efecto sobre el éxito de la

clonacién no ha sido estudiado.

Ovocito maduro

Enucleacion

Reconstruccion + Fusion
(método sandwich)

Ovocito sin zona pelicida

Nucleo donante

Embrion recostruido +

Figura 3: Esquema general de transferencia nuclear sin micromanipuladores o HMC
La eficiencia de enucleacion mediante esta técnica es de 98-100% sin necesidad de visualizar el

plato metafdsico a través de la tincion y exposicién a UV. La exposiciéon a UV de ovocitos

bovinos, de conejos y de xenopus, por menos de 15 segundos, no afecta el desarrollo
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embrionario (Westhusin et al., 1992), sin embargo, la exposicién por mds de 30 segundos
provoca pérdida en la integridad de la membrana, decrece la incorporacién de metionina, altera
los patrones de sintesis de proteinas en ovocitos bovinos (Smith, 1993), disminuye la viabilidad
de los embriones de conejos (Yang et al., 1990) y causa desarrollo anormal en el 30% de los
ovocitos de xenopus (Gurdon, 1960). Existen reportes sobre la utilizaciéon de otros métodos
quimicos que ayudan a la visualizacién del plato metafisico para la enucleacion, eliminando de
esta forma la exposiciéon prologada del ovocito a UV. El tratamiento de ovocitos de ratén y
bovinos con 3% y 0.3 M de sucrosa respectivamente facilité la visualizacién del material
genético utilizando un microscopio con luz blanca (Wang et al., 2001; Liu et al., 2002a y b).

Yin y colaboradores (2002) produjeron clones porcinos utilizando ovocitos en metafase Il que
fueron enucleados después de la incubacion con demecolcina. La demecolcina, al igual que la
sucrosa, promueve la formacion de un cono o vesicula en la membrana plasmatica conteniendo
el plato metafdsico, la cual es facilmente visualizada y aspirada con ayuda de la pipeta de
enucleacion sin necesidad de tincion y exposicion a UV (Figura 4). Después de la incubacién en
demecolcina por una hora, el 70% de los ovocitos porcinos presentaron el cono en la membrana
plasmatica. Aun no quedan claro los mecanismos de accién de la demecolcina, no obstante la
apariciéon de la vesicula puede estar relacionada con la condensaciéon de los cromosomas
maternos (Yin et al., 2002). Nuestro grupo ha demostrado que la fusién de dos citoplasmas
previamente enucleados y activados posterior a la fusion, solo permite divisiones tempranas (4-6
células) pero no se alcanzan los estadios de mérula o blastocistos. Estos resultados demuestran la
ausencia de genoma embrionario y posiblemente las primeras divisiones sean a expensas de los

ARNm y proteinas provenientes del ovocito maduro (datos no publicados).
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Figura 4. Visualizacién del plato metafdsico en ovocitos bovinos maduros después de la

incubacién con demecolcina

La clonacién sin micromanipuladores o HMC introduce el término “zona free” ya que la zona
pelicida es removida como se menciond anteriormente. Este procedimiento demuestra que esta
estructura no es esencial para el correcto desarrollo embrionario. Existe un crecimiento gradual
en las investigaciones que demuestran la posibilidad del desarrollo de embriones producidos por
FIV, partenogénesis asi como por transferencia nuclear somdtica en ausencia de zona pelucida.
Los mayores resultados que avalan la eficiencia del procedimiento “zona free” se han obtenido a
través del nacimiento de animales clonados por esta técnica en varias especies como bovino,
porcino, ovinos y caballos (Peura et al., 2003; Vajta et al., 2004; Kragh et al., 2004; Du, 2007).
La transferencia de los embriones carentes de zona peliicida a hembras receptoras, no presenta
mayores dificultades que la transferencia de embriones con zona. Por el contrario, parece ser que
los embriones libres de la zona, superan las dificultades para protruir que suele ser una limitante
en los embriones producidos in vitro, debido al endurecimiento de la zona pelicida como
consecuencia del cultivo in vitro (Vajta, 2007). Las tasas de gestacion a partir de la transferencia
de embriones “zona free” son alrededor del 50% tanto en bovinos como en cerdos (Lagutina et
al., 2007).

La ausencia de zona pelicida genera un inconveniente en el cultivo in vifro ya que estos
embriones tienden a agregarse y formar un macizo celular a partir de varios embriones. Este
problema ha sido resuelto a través de la implementacion del sistema de cultivo “Well on the
Well” (WOW) (Vajta et al., 2000a). Este sistema consiste en realizar pequefas perforaciones o
pozos en el fondo de una placa de cultivo, los embriones son ubicados individualmente en cada

uno de los pozos y de esta forma se evita la agregacion entre ellos.
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La mayor dificultad de este sistema es que atin no existen comercialmente, placas de cultivo con
esta modificacién por lo que tienen que ser preparadas en el laboratorio para cada dia de trabajo
con los riesgos de contaminacién que involucra la manipulacion. Otra dificultad que presenta
este sistema de cultivo es que los blastocistos expandidos pueden adherirse facilmente a las
paredes de los pocillos, lo cual dificulta su recuperacion provocando el colapso de los embriones.
El cultivo en microgotas de los embriones carentes de zona, seria una alternativa para evitar la
aglomeracion de éstos. No obstante, este sistema no permite el intercambio de nutrientes y
factores paracrinos que se produce entre los embriones durante el cultivo, los cuales ejercen un
efecto positivo sobre la capacidad de desarrollo de los embriones. Por el contrario, el sistema
WOW sdélo mantiene el aislamiento fisico de los embriones pero compartiendo el mismo medio
de cultivo.

Finalmente una de las mayores ventajas de la clonacion somdtica sin micromanipuladores son los
bajos costos asociados a la técnica y la baja complejidad del proceso. Como su nombre lo indica
el hecho de no necesitar sistemas sofisticados para la micromanipulacién, incluyendo un set de
dos micromanipuladores y un microscopio invertido con sistema de fluorescencia, equivale a un
ahorro significativo en los costos asociados a equipamiento. Ademads no es necesaria la compra
de instrumentos auxiliares para la fabricaciéon de microinstrumentos como pipetas de
enucleacion, reconstruccién y sujecion, cuyo costo es similar o superior al del sistema de
micromanipulacion.

A pesar de los avances en los estudios relacionados con la implementacion de la transferencia
nuclear somdtica sin micromanipuladores, se han logrado resultados concretos en pocas especies.
La mayoria de los datos existentes se refieren a la eficiencia de la técnica para la produccion de
embriones pre-implantatorios. Hasta el momento, existe muy poca informacion en la literatura
sobre los aspectos moleculares relacionados con la reprogramacion nuclear y el desarrollo pre y
peri-implantatorio (se refiere al desarrollo desde el estadio de blastocisto hasta el momento de la
implantaciéon) de embriones producidos por HMC que puedan indicar la calidad de estos

embriones y predecir el éxito de la técnica en término de animales nacidos vivos.
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Desarrollo temprano de embriones bovinos

Desde el momento de la fecundacién o activacion en el caso de la transferencia nuclear hasta el
estadio de mérula, dia 5 en embriones bovinos, solo se produce division celular, sin aumento en
el tamafo de los embriones, las moérulas presentan un didmetro de 150 um. El periodo entre la
fecundacion y el estadio de blastocisto se conoce como etapa pre-implantatoria. La primera
division celular se produce entre las 18 y las 24 horas después de la fecundacion y a los 5-6 dias
el embrién contiene entre 16 y 32 células, en este momento comienzan a formarse uniones
estrechas entre las células llevando a la compactacién y se alcanza el estadio de moérula. Se
conoce que la compactacion es el primer paso esencial para la diferenciacion y es fundamental
para dar lugar a un blastocisto viable. Al dia 7 los embriones forman la cavidad y se produce la
primera diferenciacion celular dando lugar a las células del macizo celular interno (ICM, segin
siglas en inglés) que dard lugar a tejido embrionario y a las células del trofoblasto, destinado a
producir tejido extraembrionario o placentario. En este estadio el embrién tiene alrededor de 120
células de las cuales aproximadamente el 25% pertenecen al ICM y el 75% al trofoblasto (Morris
et al., 2001).

In vivo, los embriones en estadio de blastocisto permanecen dentro de la zona pelicida y
contindan expandiéndose o aumentando de tamafio alcanzando un didmetro de 200 um vy
aproximadamente 160 células (Morris et al., 2001). Al dia 8 los blastocistos expandidos son
liberados de la zona pelicida y contintian expandiéndose hasta el dia 13 donde adoptan una
forma esférica. Posteriormente los embriones se elongan hasta el momento de la implantacién al
dia 21 post fecundacién, alcanzando aproximadamente 300 mm de longitud (Betteridge y
Flechon 1988; Hue et al., 2001; Maddox-Hyttel et al., 2003). Estos cambios incluyen dos fases
reconocidas como elongacion temprana (entre los dias 12-14 post-fecundacion; estadio ovoide) y
elongacion tardia (a partir del dia 15 hasta la implantacion; fase filamentosa). Esta ventana de
crecimiento desde que el embrién es liberado de la zona (dia 8) hasta el momento previo a la
implantacion es caracteristica de los mamiferos con implantacion tardia como es el caso de

rumiantes y se define como etapa peri-implantatoria.
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Expresion génica durante los periodos pre y peri-implantatorios

La expresion génica en embriones bovinos pre-implantatorios se caracteriza por dos fases
cinéticas; la mayoria de las proteinas expresadas antes de la activacion del genoma embrionario
son producidas a partir del ARNm materno mientras que la correcta expresion de los genes del
cigoto, estd conducida por una intensa transcripcion y traduccion del nuevo genoma. El momento
de la activacion del genoma embrionario varia en dependencia de la especie, en bovinos esto
ocurre entre la cuarta y la quita division celular y estd condicionada a una serie de factores que
determinan la continuidad o no del desarrollo embrionario (Figura 1). Durante la etapa de
activacion del genoma embrionario, éste tiene que ser capaz de expresar todos los genes
necesarios para continuar el desarrollo, para ello debe modificar la estructura de la cromatina y
responder al estrés causado por el medio donde se desarrolla. Estos cambios son atin mas
complejos y dificiles de superar cuando se trata de un niicleo totalmente diferenciado como es el
caso de una célula somética transferida en un ovocito para producir un embrién clonado.

La expresion de los genes, marcadores de las diferentes etapas de desarrollo, varia entre las
especies. La mayoria de la informacién disponible se refiere a marcadores murinos, sin embargo
entre ratones y bovinos la formacién del blastocisto y la implantacién no solo se diferencian en el
tiempo si no también en los mecanismos de regulacién de estos procesos. En ratones, se pueden
distinguir dos tipos celulares en el trofoectodermo: las células que cubren el ICM o trofoblasto
polar y las que rodean el blastocele o trofoblasto mural. En los embriones bovinos las células del
trofoblasto polar que rodean el ICM, también llamada “Rauber’s layer”, desaparece rapidamente
después que el blastocisto se expande y protruye (Degrelle et al., 2005).

Uno de los genes mds importantes durante la etapa temprana del desarrollo embrionario es OCT4
(Octamer-binding transcription factor-4; segin siglas en inglés) el cual pertenece a la familia
POU de factores de transcripcion. El grado de semejanza del gen de OCT4 y de la proteina entre
las especies sugiere que este gen juega un papel similar en todas las especies de mamiferos. Se
conoce que esta proteina es de los factores de transcripcion que mds tempranamente se expresa
en embriones y la que tiene mayor efecto en el desarrollo murino pre-implantatorio (Okamoto et
al., 1990; Scholler et al., 1989, 1990; Rosner et al., 1990) dependiendo, dicho efecto, de su

concentracion en el nicleo (Niwa et al., 2000). Por tanto, se reconoce que la sola presencia de la
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proteina de OCT4 no define pluripotencia ya que los niveles de expresion de éste gen
condicionan su capacidad de mantener el estado indiferenciado de las células.

En embriones pre-implantatorios, OCT4 se expresa uniforme y abundantemente en todas las
células hasta el estadio de mérula. En embriones bovinos, OCT4 se expresa tanto en las células
embrionarias propiamente, como en las del trofoblasto durante la elongacién temprana lo cual
tiene una profunda implicacién para un fenotipo de intensa proliferacién que se observa durante
este periodo de desarrollo (Keefer et al., 2007). Esta expresion se apaga en el trofoblasto mural
durante la etapa maés tardia de la elongacion (Degrelle et al., 2005). En bovinos, la expresion de
OCTH4 en el trofoblasto del blastocisto se reportd por primera vez por van Eijk y colaboradores
(1999). Sin embargo, como ya se menciond, esta expresion es apagada solamente al término de
la elongacién en las células del trofoectodermo (Degrelle et al., 2005).

Recientemente se ha aceptado que el desarrollo del linaje trofoblastico sigue una ruta establecida
como resultado de la “downregulation” de OCT4 y sus dianas (Nichols et al., 1998; Niwa et al.,
2000; Pesce y Scholer, 2001). Sin embargo parece ser que la especificacion y mantenimiento del
trofoblasto son reguladas positivamente a través de la accion de otros factores de transcripcion
(Donnison et al., 2005; Strumpf et al., 2005). Tres de estos factores son conocidos por estar
involucrados en la proliferacion del epiblasto/ICM: 1) CDX2 responsable de la especificacion
del trofoblasto versus células del ICM, 2) Eomesodermin (EOMES) controla la interaccidn entre
las células del trofoblasto polar y mural y 3) ELFS participa en la decisién de cudl, el ectodermo
extraembrionario (EXE) o el cono ectoplacentario (EPC), serd formado a partir del linaje polar.
NANOG, al igual que OCT4 es un factor de transcripciéon que mantiene el estado pluripotente de
las células embrionarias y las células madres (Foygel et al., 2008). Recientemente se demostré la
expresion de NANOG en embriones bovinos y tal como se esperaba los patrones de expresion de
OCT4 sugieren a NANOG como un inductor “Upstream” (Degrelle et al., 2005). Sin embargo, a
diferencia de OCT4 la expresion de NANOG no fue silenciada en las células del trofoblasto en
blastocistos elongados en la fase mds cercana a la implantacion, sugiriendo un papel de NANOG
en los eventos mas tardios del desarrollo peri-implantatorio por lo menos en bovinos.

Como regla general, la proliferacion celular es activa al comienzo de la elongacion mientras que
las interacciones célula-célula y célula-matriz son predominantes durante el final de la
elongacion en vacas (Ushizawa et al., 2004, Degrelle et al., 2005). Durante esta etapa de

elongacion las células del trofoblasto proliferan y se diferencian formando las células
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monucleares y las binucleares o células gigantes del trofoblasto (TGC). La poblacién de células
mononucleares son la mayor contribucién del trofoblasto a la placenta y estdn involucradas en la
produccion de interfer6n tau (IFNtau), lo cual constituye la sefial para el reconocimiento de la
prefiez. Las células gigantes pueden alcanzar un contenido de ADN superior a 32n y representan
el 20% de las células del trofoblasto, migran a través de las uniones feto-maternas y se funden
con las células del epitelio uterino (Klisch et al., 1999). Estas células gigantes producen proteinas
relacionadas con la gestacion como glicoproteinas, lactdgeno placentario y proteinas
relacionadas con prolactina.

Es necesaria una apropiada comunicacién y regulacién reciproca entre el embrion y los
compartimentos maternos para que se produzca una adecuada implantacion. Este didlogo es
inicialmente mediado por factores solubles que son producidos y secretados tanto por la madre
como por el embrién. Klein y colaboradores (2006) llevaron a cabo un estudio de
transcriptomica de los genes que se encienden durante el periodo peri-implantatorio en
endometrios de vacas de 18 dias de gestacion. De esta forma encontraron 87 genes que se
encienden en el endometrio de una vaca gestante versus un control, no gestante, usando un
modelo de gemelos homocigéticos para evitar la variabilidad genética. Estos genes identificados,
se encuentran involucrados, por lo menos, en cinco procesos de la interaccion entre el embrién y
el ambiente materno (Klein et al., 2006).

En bovinos, no se conoce la mayoria de los genes que conllevan a la diferenciacion del
trofoblasto, por tanto los investigadores se han basado en la informacién de otras especies.
Mediante un estudio de inactivacién de genes en ratones, se han identificado dos genes que son
esenciales para la diferenciacion del trofoblasto: MASH2 (factor de transcripcién miembro de la
familia achaete-scute) (Guillemot et al., 1995) y HANDI (factor de transcripcién) (Cross et al.,
2005). Estos genes tienen una funcion opuesta durante el desarrollo del trofoblasto, donde
MASH?2 estimula la proliferacion celular e inhibe la progresiéon del trofoblasto a una forma
terminalmente diferenciada de las células gigantes, mientras que HANDI provoca la formacién
de las células gigantes (Rossant et al., 1998; Riley et al., 1998).

En bovinos, MASH2 es expresado especificamente en la placenta pero en mayor abundancia
durante la proliferacion del trofoblasto antes de la implantacién (Arnold et al., 2006). HAND1 no
es detectado en embriones bovinos hasta el estadio ovoide (12 dias de desarrollo), lo cual

coincide con la diferenciacion del trofoblasto antes de la implantacion (Degrelle et al., 2005). Por
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otra parte se sabe que el interferén tau (INFtau) es una de las principales proteinas secretadas por
el trofoblasto y es esencial para el reconocimiento y mantenimiento de la prefiez temprana.
INFtau es expresado por las células monucleadas del trofoblasto, su expresion es detectada
durante la formacion del blastocele y continta hasta la implantacion en los dias 25-28 de
gestacion. Otra familia de proteinas secretadas por el trofoblastos son las proteinas asociadas a la
preiiez (PAG), las cuales son expresadas en las células gigantes del trofoblasto (TGC). Estas
proteinas son expresadas mas tardiamente, alrededor de los dias de la implantacién (Arnold et
al., 2006). Otras proteinas secretadas por el embridn cuya expresion aumenta a medida que el
embrion se elonga son: prostaglandina sintetasa (PGHS-2) e inhibidores de proteasas de la

familia TKDP (Charpigny et al., 1997; MacLean et al., 2003).

Expresion génica en embriones clonados

Aln no se conoce exactamente cuales son los mecanismos moleculares responsables de la baja
eficiencia en la produccion de embriones clonados, sin embargo, el éxito de la técnica se basa en
una adecuada reprogramacion de una célula totalmente diferenciada a un estado totipotente
embrionario. Se ha demostrado que la TNS puede provocar por si misma cambios dramaticos en
los patrones de expresion de algunos genes, lo cual puede resultar en la baja capacidad de
desarrollo de estos embriones en todos los estadios: pre, peri y post-implantatorios asi como
multiples problemas fetales y postnatales como el llamado “Sindrome de feto grande” (Garry et
al., 1996; Walker et al., 1996; Ranilla et al., 1998; Zhan et al., 2004).

Durante la transferencia nuclear la célula donante aporta el material genético mientras que el
ovocito aporta el citoplasma donde este nucleo serd “reprogramado” para dar inicio al desarrollo
embrionario. La reprogramacion de la informacién genética se define como la transformacion de
los patrones de expresion de los genes, caracteristicos del niicleo donante diferenciado, a uno que
es adecuado para el desarrollo temprano de los embriones. La expresion inapropiada de algunos
genes después de la reprogramacion nuclear, es la principal responsable de la baja eficiencia de
la técnica, donde se logra de 1-2% de desarrollo a término de los embriones, comparado con un
75% de los embriones que se obtienen por fecundacién normal de los ovocitos (Pedersen, 2003).
El éxito de la reprogramacion puede ser evaluado por cambios visualizables durante el desarrollo

pre-implantatorio como el tiempo de divisién, compactacion y formacion de la cavidad del
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blastocisto. La produccién de embriones pre-implantatorios por transferencia nuclear puede ser
tan eficiente como la fecundacién in vitro en término de porcentajes de blastocistos obtenidos.
Las diferencias comienzan a manifestarse después de la primera diferenciacion celular en el
estadio de blastocisto cuando se forma el macizo celular interno y el trofoblasto. En este
momento la capacidad de estos embriones de continuar su desarrollo, implantarse y dar lugar al
nacimiento de un animal saludable, depende del nivel de reprogramacion que sufrié el nicleo
donante y por tanto de la expresion de los genes importantes en cada etapa de desarrollo.

Los estudios realizados sobre los patrones de expresion génica en embriones pre y peri-
implantatorios han demostrado la existencia de genes esenciales para estas etapas del desarrollo
y para el mantenimiento de las caracteristicas de las diferentes estirpes celulares (ICM y TB). El
andlisis de la expresion génica embrionaria, es un area en crecimiento. La mayoria de los datos
recientes, encontrados en la literatura, se refieren a la expresion génica durante la maduracién
ovocitaria y el desarrollo embrionario temprano pero no en etapas tardias del desarrollo
(Wrenzycki et al.,, 2001; Badr et al., 2007; Rodriguez-Zas et al., 2008). En bovinos se ha
demostrado que se produce la expresion aberrada de muchos genes después de la activacion del
genoma embrionario. Estos genotipos aberrados incluyen la ausencia de la expresion de genes
como HSP70 (proteina de shock térmico 70), asi como cambios en los niveles de expresion
génica (disminuciéon de la ADN metiltransferasa nuclear: DNMT, incremento de MASH2 y
variabilidad en la expresion como interferon tau por mencionar algunos ejemplos) (Wrenzycki et
al., 2001).

Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo existen multiples factores que afectan la
eficiencia de la TN. Hasta este momento este efecto se ha descrito en nimeros porcentuales que
reflejan la capacidad de desarrollo de los embriones, no obstante las bases moleculares que
determinan la calidad y capacidad de éstos estan dadas por la reprogramacién nuclear. Por tanto,
los factores mencionados (bioldgicos y fisicos) afectan directamente la expresion génica después
de la transferencia nuclear que se ve reflejada en los porcentajes de blastocistos, gestaciones y
nimero de animales nacidos vivos.

La fuente de nicleos donantes es uno de los factores que tiene una mayor influencia sobre los
patrones de expresion de los genes en animales clonados (y en embriones). Existen reportes de
varios genes cuya expresion se ve afectada por el origen y caracteristica de las células donantes.

Ejemplos de estos genes son IL6 (interleuquina 6), FGF4 (factor de crecimiento de fibroblasto
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4), FGFr2 (receptor para factor de crecimiento de fibroblasto) y HSP70, cuya expresion se ve
afectada en clones bovinos producidos a partir de células de la granulosa pero no a partir de
células epiteliales fetales (Daniels et al., 2000; 2001; Wrenzycki et al., 2001). M4s recientemente
un estudio realizado de la expresion de 13 genes involucrados en funciones que determinan el
desarrollo embrionario, en clones bovinos producidos a partir de células del cimulo y
fibroblastos, se determind que s6lo se encuentra altera la expresion del gen BCL-2 (gen anti-
apoptotico) en estos embriones (Amarnath et al., 2007).

Por otra parte, Beyhan y colaboradores (2007b) demostraron que en embriones bovinos existen
diferencias en la expresion de genes como OCT4, histona deacetilasa-1, -2, -3 (HDAC-1, -2, -3),
ADN metiltransferasa-3a (DNMT3A) entre embriones producidos por TN, utilizando células con
diferente potencial para producir clones vivos. Los embriones producidos a partir de la
transferencia de células con mayor capacidad para producir animales vivos, presentaron una
tendencia de expresion de dichos genes, similar a los embriones producidos por FIV ain cuando
estos niveles continuaron siendo significativamente diferentes (Beyhan et al., 2007b). Estos
resultados demuestran que a pesar de que una linea celular sea mas eficiente para la produccion
de animales clonados, por lo general muchos de los embriones producidos presentan patrones de
expresion génica diferentes a los embriones producidos por FIV, lo cual explicaria las diferencias
en la eficacia de cada una de estas técnicas.

Otros ejemplos de esto son los estudios realizados por Hall y colaboradores los cuales
encontraron que la expresion de Acrogranina, CDX2, EOMES, HANDI1 y ERR2 se encuentra
derregulada (2005) en blastocistos bovinos clonados (Hall et al., 2005), mientras que Degrelle y
colaboradores si han reportado la expresion de CDX2 y HANDI en blastocistos producidos de
forma natural (Degrelle et al., 2005). Uno de los genes mads estudiados es el marcador de
pluripotencia OCT4 debido a su importancia durante el desarrollo embrionario temprano.
Estudios realizados en clones murinos, bovinos y porcinos han mostrado que la expresion de este
gen también puede variar en relacion con los niveles de expresion observados en embriones
producidos in vitro (Boiani et al., 2002; Beyhan et al., 2007b; Kumar et al., 2007).

De forma general existe una gran diferencia entre los patrones de expresion génica de embriones
clonados y producidos por FIV o de forma natural, independientemente de la especie. No
obstante, ninguno de los genes estudiados, mencionados anteriormente, puede ser responsables

por si solo, de la gran cantidad de clones fallidos. Esto sugiere que la reprogramacion nuclear
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puede generar marcas epigenéticas anormales en el genoma de los embriones clonados. Las
modificaciones epigenéticas como la metilaciéon del ADN, la acetilaciéon de las histonas, la
conformaciéon de la cromatina, la arquitectura nuclear y los microRNA, modulan el
funcionamiento gendémico (Zuccotti et al., 2000). Cambios en uno de dichos sistemas de
regulacién epigenética, pueden conllevar a modificaciones en la expresion de los genes y con
esto, a anomalias en el desarrollo embrionario. Estudios epigenéticos realizados en embriones
clonados, murinos y bovinos, muestran que en estos embriones se produce la inactivacién del
cromosoma X, no obstante en muchos de estos embriones esta inactivacion es incorrecta (Eggan
et al., 2000; Wrenzycki et al., 2005).

Las bases fundamentales de la reprogramacién nuclear consisten en la capacidad que tiene el
citoplasma receptor de borrar los patrones de expresion génica de la célula donante. Para ello es
necesario establecer las nuevas caracteristicas epigenéticas que dardn lugar al desarrollo
embrionario. Aproximadamente el 75% de las islas de CpG de los promotores en las células
somdticas, se encuentran metilados mientras que en embriones pre-implantatorios este porcentaje
no sobrepasa el 5%. Se ha demostrado que los porcentajes de metilaciéon de los embriones
clonados semejan mds al de la célula somadtica donante de nicleo que a un embrién en su mismo
estadio de desarrollo. Existen estudios que indican que en embriones clonados e incluso en
diferentes tejidos fetales, genes involucrados en el desarrollo como OCT4 pueden presentar
diferentes patrones de metilacion, comparados a los embriones producidos por FIV (Kremenskoy
et al., 2006a y b; Yamazaki et al., 2006; Zhang et al., 2008). En embriones de ratén los patrones
de metilacién del promotor de OCT4, también van a depender de las células utilizadas como
donante de nucleo (Blelloch et al., 2006). Estos resultados justifican los problemas asociados a la
expresion de OCT4 que se presenta en los embriones clonados de diferentes especies.

Por otra parte, a pesar de la onda de demetilacién que se produce en los embriones pre-
implantatorios, los genes “imprinted” permanecen metilados o son metilados de novo después de
la implantacién. Los genes “imprinted” son expresados sélo a partir de uno de los alelos
parentales y la metilaciéon del ADN facilita esta expresion monoalélica. Debido a los errores que
se producen en el borrado de los patrones de metilacién de las células somdticas después de la
transferencia nuclear, en los clones muchos de estos genes también presentan diferencias en sus
patrones de expresion. En clones bovinos genes “imprinted” como IGF2r (receptor para el factor

de crecimiento tipo insulina tipo 2) y SNRPN (pequeiia ribonucleoproteina, polipéptido N) se
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encuentran diferencialmente expresados con respecto a lo observado en embriones de FIV
(Lucifero et al., 2006; Long et al., 2007).

Los estudios realizados sobre el desarrollo de los embriones durante el periodo peri-
implantatorio, generalmente se basan en las caracteristicas morfoldgicas como tamafio, presencia
de botén embrionario o aspecto general del trofoblasto. Estos son indicadores importantes de la
viabilidad embrionaria, pero aportan muy poca informaciéon sobre las bases moleculares
responsables de esas caracteristicas y la interaccion con el ambiente materno. El estudio de la
expresion génica en embriones peri-implantatorios, permite identificar los genes que controlan
este periodo de desarrollo y que conllevan a la correcta implantacion en el ttero materno. Esto es
aun de mayor importancia en embriones clonados, teniendo en cuenta que se ha determinado que
mucho de los embriones producidos por transferencia nuclear, presentan un patrén de expresion
génica aberrado durante el periodo pre-implantatorio, cuando son comparados con aquellos
producidos por fecundacidn, lo cual podria afectar la expresion de genes que se activan en etapas
mds avanzadas. Estos datos y el hecho que la mayoria de los embriones clonados que son
transferidos a receptoras, son incapaces de continuar su desarrollo e implantarse, llevarian a
pensar que mucho de estos embriones, atin cuando son capaces de alcanzar el estadio de
blastocisto, presentan una aberrada expresion de los genes necesarios para la etapa del desarrollo
peri-implantatoria.

Existen muy pocos reportes a cerca de la expresion génica en embriones bovinos durante el
periodo de elongacion. No obstante se ha demostrado que la expresion de genes como MASH?2,
INFtau, HAND1 y PAG9, se encuentra derregulada en comparacion con los niveles de expresion
determinada en embriones de FIV o producidos in vivo (Arnold et al., 2006). Es muy probable
que las alteraciones del desarrollo de embriones clonados bovinos u otras especies, sean el
resultado de una incompleta reprogramacion epigenética de las células donantes. Esta inadecuada
reprogramacion, causaria directa o indirectamente, la sobre expresion de genes como MASH?2 6
que los patrones de expresion varien con respecto al estadio de desarrollo como es el caso de
HANDI1 6 EOMES. Mediante una mejor comprension de los mecanismos moleculares que estan
involucrados en el desarrollo embrionario, podriamos tener una mejor informacién sobre
aquellos factores que regulan los eventos tempranos de reprogramacién nuclear, formacion del
trofoblasto e implantacion en de embriones clonados y como estos eventos pueden ser

manipulados para mejorar la eficiencia de esta técnica.
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Herramientas moleculares para la evaluacion de la expresion génica en embriones

De lo mencionado en las secciones anteriores emerge el concepto de que la expresion génica en
embriones es un campo en dindmica expansion, que se ha beneficiado del desarrollo de las
herramientas analiticas mds potentes de la biologia molecular moderna aplicadas a las
peculiaridades de las muestras bioldgicas (embriones) que por su pequefio tamafio y reducido
nimero de células representan un reto para los sistemas analiticos. De manera general, las
metodologias de estudio de la expresion génica en embriones pueden dividirse en dos grandes
ramas, a saber, aquellas que estudian la expresion génica a nivel global y las que lo hacen a nivel
de genes individuales. En el primer grupo se incluyen los microarreglos.

Un microarreglo se define como una serie de miles de oligonucléotidos de ADN de una
secuencia conocida, representado en cantidades picomolares y adheridos a una superficie sélida
(Schena et al., 1995). Los oligonucleétidos por lo general representan una pequefia seccion de un
gen u otro elemento compuesto por acidos nucleicos. Estos oligonucléotidos conocidos como
“eventos” (features en inglés) son usados como sondas para hibridar con un ADN
complementario (ADNc) o un ARN amplificado (aRNA), conocidos como “dianas” o target en
inglés. La hibridaciéon sonda-diana es cuantificada mediante fluorescencia especifica y se calcula
la abundancia relativa de una secuencia determinada en la diana (Schena et al., 1995). Los
primeros arreglos de ADN para detectar genes cuya expresion era modulada por interferén
fueron fijados a papel de filtro e hibridados con sondas radiactivas (Kulesh et al., 1987). El
primer microarreglo miniaturizado fue descrito en 1995 (Schena et al., 1995) y el primer
microarreglo conteniendo un genoma completo de eucariontes (Saccharomyces cerevisiae) se
publicé en 1997 (Lashkari et al., 1997).

En los microarreglos comunes los eventos son adheridos a superficies de silicona (se les conoce
como Gene chip o Chips de Affymetrix, por la compaiiia que los introdujo y produce) o a
portaobjetos de vidrio. Comercialmente existen innumerables Chips y portaobjetos que
representan genomas expresados de distintos tejidos, 6rganos o células principalmente de raton y
humanos. Un microarreglo puede contener desde 10 sondas o eventos, hasta 2.1 millones (como
es el caso de NimbleGen, de la firma Roche). A los primeros se les conoce en ocasiones como

macro arreglos (Nuwaysir et al., 2002).
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No existen sin embargo, chips o portaobjetos que contengan oligonucledtidos de embriones
preimplantatorios, por lo que para estudiar la expresion de genes en embriones de cualquier
especie se usan soportes solidos que en el mejor de los casos contienen un nimero representativo
de genes expresados en algunos tejidos de las especies de interés. La ausencia de estos sistemas
comerciales se debe a las dificultades asociadas con la confeccién de librerias de expresion
génica de embriones, lo cual a su vez estd dado por el extremadamente escaso contenido de
acidos nucleicos en los mismos.

En el presente trabajo de tesis, por ejemplo, se utilizé un portaobjetos hecho con el producto de
la sustraccion de 8 librerias de ADNc de distintos tejidos reproductivos de bovinos, tales como
ovario, utero gravido y no gravido, entre otros, que incluia aproximadamente 1800 genes
expresados. Este microarreglo fue hecho artesanalmente y ha sido empleado de manera aislada
por algunos investigadores para estudiar la expresion de genes embrionarios bovinos (El-Sayed
et al., 2006). A través del uso de microarreglos, se pueden obtener los perfiles de expresion
génica de miles de genes de modo simultdneo, asi como comparar tratamientos versus controles
en las mas variadas areas tematicas (célula infectada vs no infectada; célula tumoral vs no
tumoral; arroz resistente a frio vs arroz convencional) y una larga lista de etcéteras, entre las que
se incluyen embriones clonados vs embriones producidos in vitro o in vivo.

La desventaja del uso de los microarreglos radica en dos factores fundamentales: 1) el pequeio
tamafo de las sondas en ocasiones y 2) la reaccion cruzada entre especies. En el primer caso
pueden no ser detectados genes cuya expresion si estd presente, pero no logran hibridar
correctamente la sonda y la diana, dado el pequefio tamafo de la primera. En el segundo caso, si
la sonda y la diana no son de la misma especie pueden implicar reconocimientos inespecificos o
también ausencia de reconocimiento (Adjaye et al., 2004). En el caso de la expresion génica a
través de microarreglos en embriones, se presenta fundamentalmente el segundo problema
debido a que la mayoria de los sistemas comerciales o artesanales incluyen oligonucleétidos
murinos o humanos y no especificos de las especies, es por ello que se requiere de réplicas
bioldgicas y técnicas (como cambio de colores de los fluorocromos sobre un mismo sustrato)
para eliminar sefiales contaminantes o inespecificas.

Muy ligados a las tecnologias de microarreglos se han desarrollado las herramientas
bioinformaticas que permiten el manejo de mega bases de datos, asi como de los programas

adecuados para el procesamiento estadistico de los mismos, la adquisicion de las imagenes, la
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normalizacion de las sefales, la eliminacién de los ruidos, entre otras actividades. Este campo es
enorme y en constante expansion y se sale del objetivo de esta revision. El resultado de un
microarreglo debe ser validado de algiin modo, lo mds comun es seleccionar un grupo de genes
encontrados en los arreglos y verificar su presencia y cantidad mediante técnicas como el PCR
(siglas en inglés para polimerase chain reaction o reaccion en cadena de la polimerasa; Saiki et
al., 1988).

Estas técnicas son las mas comunmente usadas para el estudio de la expresion de genes
individuales. El PCR tradicional o llamado también de tiempo final es cualitativo pues no
cuantifica la sefial amplificada, mientras que el PCR en tiempo real es cuantitativo. Para el
estudio de expresiéon de genes en ambos casos, se requiere previamente la conversion de los
ARN mensajeros a ADN complementarios (ADNc) mediante la reaccién de reverso
transcripcion llevada a cabo por la enzima transcriptasa inversa (RT). El conjunto de estas dos
metodologias normalmente se le conoce como RT-PCR, dada la cercania de términos entre RT y
tiempo real (o Real time en inglés) a este PCR se le conoce como qPCR o PCR cuantitativo
(Nolan et al., 2006).

Los PCRs cualitativo o cuantitativo son los mas empleados para el estudio de la expresion de
genes en embriones en diferentes estadios de desarrollo. El PCR es una técnica revolucionaria
para la deteccion de ARN o ADN, sin embargo este ha avanzado desde la deteccidn del producto
al final de la reaccién (PCR cualitativo) hasta la deteccion mientras ocurre la reaccion (QPCR).
El gPCR aporta mayor informacién sobre la expresion de ciertos genes ya que es mucho mas
sensible que el PCR tiempo final y permite determinar pequefia diferencias en los niveles de
transcrito de dos muestras diferentes. Los métodos mds comunes para la cuantificacién mediante
gPCR, consisten en el uso de tinciones fluorescentes que se intercalan en la hebra de ADN
(SYBR Green) y en oligonucléotidos modificados que fluorescen cuando hibridan con el ADN
complementario (TagMan). En embriones se ha descrito el uso de PCR y qPCR para la deteccién
y cuantificacién de genes expresados, si bien la cantidad de ARNm y por ende de ADNc que se
puede obtener es limitante (Degrelle et al., 2005; Arnold et al., 2006; Beyhan et al., 2007b).
Otros métodos de estudios de expresion génica como Northern blot, no son aplicables a
embriones preimplantatorios por su escaso rendimiento de ARNm. En adicién a los métodos
descritos, la hibridacién in situ es el mas efectivo para localizar exactamente el sitio o sitios en

los cuales estd presente un ARNm en un embrién. La limitacién de aplicar esta tecnologia a
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embriones viene dada de nuevo por la pequeiia talla de los embriones, si bien se puede realizar
(Maddox-Hyttel et al., 2003; Degrelle et al., 2005) y también por las dificultades de automatizar
a escala de ensayos masivos. Por ende la hibridacion in situ en embriones se usa de forma
excepcional para la confirmacion de la expresion de un gen o en el mejor de los casos de un

reducido ndmero de éstos.
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HIPOTESIS

La transferencia nuclear somadtica afecta la capacidad de desarrollo, expresada en términos

morfoldgicos y de expresion génica, de los embriones clonados durante los periodos pre y peri-

implantatorios, comparando con embriones producidos por fecundacion in vitro.

OBJETIVO

Evaluar la capacidad de desarrollo in vitro e in vivo de embriones clonados utilizando anélisis

morfolégicos y de expresion génica durante los periodos pre y peri-implantatorios.

Objetivos especificos

1.

Comparar la capacidad de dos lineas celulares, adulta y fetal, de generar embriones
clonados.

Evaluar la capacidad de desarrollo de los embriones clonados en estadio pre, peri y post-
implantatorio.

Analizar cualitativa y cuantitativamente, por PCR tiempo final y tiempo real, los patrones
de expresion de genes criticos para el desarrollo embrionario en estadio pre y peri-
implantatorio.

Identificar mediante microarreglo, genes diferencialmente expresados durante el periodo
peri-implantatorio, en embriones bovinos clonados comparados con embriones

producidos por FIV.
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MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo de tesis se llevd a cabo el siguiente esquema de trabajo.

Esquema general de trabajo

1. Aislamiento de lineas celulares para transferencia nuclear somética.
2. Estandarizacion de protocolos de transferencia nuclear sin micromanipuladores (HMC)
para cada linea celular.
3. Generacién de embriones pre-implantatorios (blastocistos in vitro)
4. Evaluacion del desarrollo in vitro de embriones clonados producidos por dos lineas
celulares diferentes (fetales y adultas).
5. Transferencia de embriones en estadio de blastocisto a receptoras sincronizadas.
6. Recuperacién y evaluacion morfolégica de embriones clonados y generados por FIV en
estadio peri-implantatorio (elongados).
7. Evaluacion molecular de calidad de embriones clonados en estadio pre y peri-
implantatorio
7.1. Aislamiento y anélisis de dcidos nucleicos.
7.2. Estudio cualitativo por PCR de genes importantes para el desarrollo
embrionario temprano.
7.3. Estudio cuantitativo por qPCR de genes importantes para el desarrollo
embrionario temprano.
7.4. Estudio de la expresién génica por microarreglo en embriones peri-
implantatorios clonados y producidos por FIV.
7.5. Validacion por qPCR de los niveles de expresion de genes
diferencialmente expresados en las muestras experimentales (clones) y
los controles (FIV).

8. Evaluacién del desarrollo post-implantatorio de embriones clonados.
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Descripcion de materiales y métodos

Salvo que se indique explicitamente, todos los reactivos y medios de cultivo utilizados tanto para
el trabajo con células, como con ovocitos y embriones, fueron de la firma Sigma (St Louis,
Missouri, Estados Unidos). El esquema cronolégico del desarrollo del trabajo, es presentado en

el Anexo 1.

1. Aislamiento de lineas celulares para transferencia nuclear somética

1.1. Células fetales

Para la obtencion de la linea celular fetal (LCF) se recuper6 un feto hembra a partir de una vaca
con 50 dias de gestacién aproximadamente, la cual fue sacrificada en el matadero (Carnes Nuble,
Regién VIII, Chile) dentro los programas rutinarios de sacrificio. Los procedimientos de
obtencidn de lineas celulares han sido descritos anteriormente por Hayes y colaboradores (Hayes
et al., 2005a, b). Brevemente, el feto fue colectado en solucién salina fisioldgica estéril (NaCl
0.9%), suplementado con una mezcla comercial de antibidticos y antimicéticos (Gibco, BRL
Bethesda, MD, USA), se tuvo especial cuidado en no romper el saco amnidtico para evitar
contaminaciones. Una vez en el laboratorio, dentro de la campana de flujo laminar, se extrajo el
feto del saco amnidtico y se lavd 5 veces con solucién buffer fosfato (PBS) suplementada con
antibidtico-antimic6tico. Se extrajo un fragmento de cuadriceps de una de las extremidades
posteriores, el cual se trozé en fragmentos de aproximadamente 1-2 mm?”. Los fragmentos fueron
meticulosamente lavados mediante pases sucesivos (n=10) en la misma solucién pero en
diferentes placas de cultivo. El tejido fue digerido por 18 horas en 500 pl de colagenasa (1
mg/mL en medio DMEM-F12 suplementado con antibidticos-antimicéticos y 10% SFB) a 37 °C,
con agitacion orbital. Una vez finalizada la digestion, se resuspendié vigorosamente el tejido
para desprender células que atin pudieran encontrarse adheridas al mismo, se dejo reposar por 3
minutos y se recuperé cuidadosamente el sobrenadante, el cual fue sembrado en placas Petri de
60 mm, plésticas y estériles.

El volumen del cultivo se completé a 7 mL con medio DMEM-F12 suplementado con 1 mM de

glutamina, 0.2 mM de piruvato, 10 ng/mL de EGF (epidermal growth factor) y 30% de suero
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fetal bovino (SFB). El tiempo de cultivo fue de 10 dias, durante el cual se cambi6 una vez (dia 5)
la mitad del medio, reponiéndose con igual volumen de medio fresco. Transcurrido este periodo,
los cultivos primarios (pase 0) fueron expandidos mediante subcultivo 1:3 a placas nuevas
empleando tripsina-EDTA al 0.025% (pase 1). La accion de la tripsina se detiene adicionando
medio de cultivo suplementado con 10% de SFB. Las células fueron dejadas en cultivo hasta
alcanzar un 100% de confluencia y fueron de nuevo tripsinizadas, colectadas y congeladas en
viales Nalgene de 2 mL (Nalgene, Inc, Dinamarca) a razén de 3x10° células/mL (pase 2) en
medio de cultivo suplementado con 10% SFB y 8% de DMSO (dimetil sulféxido). La
congelacion se llevé a cabo mediante un gradiente de -1 °C por minuto, empleando el sistema
Mister Frosty (Nalgene, Inc, Dinamarca) en el interior de un congelador comercial de -80 °C.
Los viales de congelacion permanecieron en este sistema por 72 horas, después de las cuales se
les introdujo al interior de un tanque criogénico con nitrégeno liquido a -196 °C.

De este modo, se cred un banco maestro congelado con células en pase 2. Para el trabajo de
rutina, se descongeld un vial del banco maestro, mediante inmersién en bafio a 39 °C por 1
minuto, las células se sembraron y cultivaron como se ha descrito y se expandieron 1:5 en pase
3, para posteriormente congelarlas en pase 4, tal como se describié anteriormente, creando asi el
banco de trabajo. Para el trabajo de rutina en el laboratorio, se emplearon siempre células

descongeladas del banco de trabajo.
1.2. Células adultas

La linea celular adulta (CWA) fue obtenida a partir de una muestra de oreja de una vaca adulta
de raza Wagyu, segun los protocolos establecidos por Tovar y colaboradores (2008). Para ello la
oreja se limpié varias veces con alcohol hasta eliminar cualquier resto de suciedad,
posteriormente se rasurd para evitar la contaminacién adherida a los pelos. Una vez limpia la
oreja, con ayuda de un bisturi se tomé un pequefio fragmento de pabellon auricular y éste se lavo
10min en etanol al 70%. Transcurrido el tiempo de lavado en etanol, el fragmento de tejido se
pasé a un tubo con PBS con antibidtico para ser trasladado al laboratorio. En el laboratorio, se
eliminaron los restos de pelos con bisturi estéril y el trozo de piel se corté en fragmentos de
aproximadamente 1 mm cuadrado. El tejido cortado se lavé varias veces en PBS con antibidticos

antes de ser sometido a la digestion con colagenasa. El cultivo primario, expansion, congelacion
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y creacién de los bancos maestros y de trabajo se llevé a cabo de manera idéntica a la descrita
para las células fetales. Los cultivos celulares fueron chequeados bajo microscopio invertido

(Nikon, Nikon Corporation, USA).

2.Estandarizacion de protocolos de transferencia nuclear sin micromanipuladores (HMC) para

cada linea celular

2.1. HMC

La transferencia nuclear somdtica se realiz6 siguiendo los procedimientos generales segun el
método descrito por Vajta y colaboradores (2001). Como citoplastos receptores se utilizaron
ovocitos obtenidos de ovarios de vacas de matadero y madurados in vitro. Para cada grupo de
trabajo se colectaron aproximadamente 30 ovarios y fueron trasladados al laboratorio en solucién
salina mds antibiGticos/antimicéticos a una temperatura entre 33 y 35 °C. Se puncionaron los
foliculos entre 3 y 8 mm con ayuda de una jeringa y aguja de 18G. El liquido folicular se colect6
en tubos de 15 mL y se mantuvo a 37 °C hasta el momento de la seleccion de los ovocitos. Para
la colecta se dej6 decantar el contenido de liquido folicular y se elimind la mayor cantidad
posible de sobrenadante, el sedimento se mezclé con medio de manipulacién (TCM199 con 4
mM de bicarbonato, 18 mM de hepes, 10% de SFB y 50 pg/mL de gentamicina).

Se seleccionaron los ovocitos grado I y II que corresponden a aquellos que presentan un
citoplasma homogéneo y oscuro y abundantes células del cimulo (no degenerado). La
maduracién se realizé en una placa de cuatro pocillos (Nunc, Rochester, NY, USA) (entre 25 y
30 ovocitos por pocillos), durante 21 horas a 39 °C y atmésfera de 5% de CO, en medio
TCM199 suplementado con 0.6 mM de glutamina, 0.2 mM de piruvato, 0.01 U/mL de FSH y
LH, 1 pg/mL de estradiol, 50 pg/mL de gentamicina, 10 ng/mL de EGF y 10% SFB.
Transcurrido el tiempo de cultivo, se evalué la maduracién ovocitaria mediante la expansion de
las células del cimulo y posteriormente por la extrusién del primer cuerpo polar. Se eliminaron
las células del cimulo pasando los ovocitos a un tubo de 1.5 mL con una solucién de 0.3 mg/mL
de hialuronidasa en medio de manipulacién y se aplicé vortex por 6 min a temperatura ambiente

(TA: 25 °C). Una vez eliminadas las células del cimulo, se realiz6 una segunda clasificacion
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donde se eligieron para la enucleacidn, los ovocitos con primer cuerpo polar y sin dafos en la
membrana citoplasmatica.

Posteriormente, se adicioné Demecolcina (2.5 pg/mL) al medio de maduracién empleado para
promover la formacién del cono con el plato metafisico que sirvié como guia para la
enucleacion. Los ovocitos se incubaron en el medio con demecolcina por 2 horas previo a la
enucleacion. Finalizado este periodo, se eliminé la zona pelicida mediante incubacién de los
ovocitos a 35 °C en TCM Hepes (2% SFB) mds 2 mg/mL de pronasa, la placa se agit6
constantemente para ayudar a la digestion de la zona. Los ovocitos desnudos carentes de zona se
transfirieron a gotas de 20 pl de medio de manipulaciéon (TCM hepes con 30% de SFB) en
grupos de 10 6 12 ovocitos por gota. La enucleacion consistio en la eliminaciéon de una parte del
citoplasma que contiene el plato metafdsico con la ayuda de una microcuchilla (AB technology,
Pullman, WA, USA). Se seleccionaron las mitades enucleadas mayor o igual que el 50% del
volumen citoplasmético original para la reconstruccién de los embriones. La manipulacién se
realizé bajo un estereomicroscopio en aumento 40x utilizando contraste para la visualizacién del

plato metafésico (Leica, Wild, Suiza).

Transferencia nuclear, fusion y cultivo

Como donante de nucleo se utilizd por separado, una de las lineas celulares obtenidas (LCF y
CAW) entre los pases 4 y 8. Las células fueron descongeladas a 39 °C y mantenidas en cultivo
sin deprivacién de suero de forma que alcanzaran la confluencia en medio DMEM-F12 mas 10%
SFB. Para la transferencia nuclear se utilizaron células con al menos 24 horas de confluencia.
Solo fueron utilizadas aquellas células con la membrana citoplasmdtica intacta y que no
presenten citoplasma granulado ni signos de desprendimiento de la superficie de la placa de
cultivo. Aproximadamente una hora antes de la transferencia nuclear, las células fueron
colectadas de la placa de cultivo mediante tratamiento con tripsina 0.025%. Las células
individualizadas se mantuvieron a TA en un tubo de 1.5 mL con 1 mL de medio de cultivo hasta
el momento de la reconstruccién de los embriones.

La reconstruccion y la fusién se realizaron por el método “sandwich” que consiste en adherir una
célula somatica a una de las mitades enucleadas y posteriormente adicionar un segundo

citoplasto enucleado. Para ello, la primera mitad de citoplasto se incubd aproximadamente 5
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segundos en una soluciéon de 1 mg/mL fitohemoaglutinina (PHA) en TCM Hepes sin SFB. El
complejo citoplasto-célula-citoplasto se fundié mediante un pulso de corriente directa de 100V
(2 kV/cm) durante 9 pseg en medio de fusién de 0.3 M de Manitol, 0.05 mM de CaCl,, 0.1 mM
de MgCl, y 1 mg/mL de polivinilalcohol (PVA). Se utiliz6 un electrofusor marca BLS
(Budapest, Hungria, http://www.bls-ltd.com) y cdmara de fusién BTX de 0.5mm de separacién

entre los electrodos, modelo 450, 01-000209-01 (BTX Corp, San Francisco, CA, Estados

Unidos). Los complejos se pasaron a una gota con medio TCM Hepes mas 20% SFB. La fusion
se evalud 30 min posterior al pulso eléctrico y se seleccionaron los embriones reconstruidos sin
signos de lisis.

Para la reprogramacion nuclear los presuntos embriones se incubaron por dos horas a 39 °C y
atmoésfera de 5% de CO, en medio TCM199 con 10% de SFB. Posteriormente el complejo
reconstruido fue activado quimicamente mediante la incubacién durante 5 minutos a TA en 7%
de etanol absoluto en medio TCM Hepes mds 20% SFB, seguido por 5 horas de incubacién a 39
°C y atmésfera de 5% de CO, en medio TCM199 més 5 pg/mL de citocalacina B y 10 pg/mL de
cicloheximida para inhibir la sintesis de proteinas. Una vez finalizada la activacion, los
embriones reconstruidos se cultivaron durante 7 dias, hasta estadio de blastocisto.

Los embriones se cultivaron de forma individual en sistema de cultivo “well on the well” (Vajta
et al, 2000) en medio SOF, suplementado con 0.4 mM piruvato de sodio, 0.2 mM de L-
glutamina, 1X de aminoécidos esenciales y no esenciales, 10 ng/mL de EGF, 2% de SFB, 0.1
mg/mL de 4cido citrico, 0.5 mg/mL de myo-Inositol y 0.3% de albimina sérica bovina (BSA)
libre de dcidos grasos. La placa de cultivo se sell6 en una bolsa hermética la cual se gasificé con
una mezcla de aire que contiene 5% CO,, 5% O,y 90% de N,. Finalmente la bolsa con la placa
de cultivo se mantuvo en una incubadora a 39°C durante todo el periodo de cultivo. No se evalu6

la division a las 24h para evitar cambios en el pH y temperatura del medio de cultivo.

3. Generacién de embriones pre-implantatorios (blastocistos in vitro)

El desarrollo embrionario fue evaluado el dia 7 de cultivo y se seleccionaron los embriones en
estadio de blastocisto. De los embriones generados a partir de cada linea celular, se tomaron 10

blastocistos al azar para el conteo celular. El resto de los embriones fueron utilizados para el

estudio de la expresion génica durante los periodos pre y peri-implantatorios o para generar
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gestaciones a término. Para el estudio de expresion génica se organizaron dos grupos de 10
blastocistos generados a partir de la linea celular fetal y cuatro grupos de 10 blastocistos
generados con la linea adulta. Los embriones se mantuvieron en ARNlater (Ambion, Applied
Biosystems) para la posterior extraccion de acidos nucleicos. El resto de los blastocistos
generados con la linea celular adulta fueron transferidos para la evaluacion del desarrollo in vivo
(Figura 5).

Como controles se utilizaron embriones producidos por fecundacién in vitro (FIV), para ello se
utilizaron ovocitos madurados in vitro (segin procedimiento descrito anteriormente). Los
ovocitos fueron fecundados a las 24 horas de IVM con semen de un animal de raza Angus Rojo
cuya motilidad y capacidad fecundante fue chequeada previamente. La capacitacioén del semen se
realizé siguiendo los procedimientos de “swim up” en medio TALP Hepes suplementado con 2
mM de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina y 3.0 mg/mL de BSA (Barile et al., 1990). Para la
fecundacion se transfirieron 25 ovocitos maduros a cada pocillo de una placa de cuatro pocillos y
se incubaron con 1 millén de espermatozoides por 1 mL de medio de fecundacién (TALP
fecundacién suplementado con 0.01 mg/mL de heparina, 2 mM de piruvato, 50 pg/mL de
gentamicina y 6 mg/mL de BSA libre de 4cidos grasos). Una vez trascurrido el tiempo de
fecundacion los embriones fueron desnudaron y se cultivaron durante 7 dias en medio SOF en
placa de 4 wells, bajo las mismas condiciones que los embriones clonados. De los blastocistos
producidos, 10 se utilizaron para la extraccion de dcidos nucleicos y el resto se transfirieron a
hembras receptoras para el estudio de desarrollo in vivo.

Los embriones utilizados para el estudio de expresion génica fueron transportados en ARNlater a
TA al laboratorio de biologia molecular del Instituto de Bioquimica Veterinaria de la

Universidad Libre de Berlin, Alemania.
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Figura 5: Esquema general de uso de los blastocistos generados mediante FIV y transferencia

nuclear utilizando células fetales (LCF) y células adultas (CWA)

4.Evaluacién del desarrollo in vitro de embriones clonados producidos por dos lineas celulares

diferentes (fetales y adultas)

Para determinar la capacidad de desarrollo in vitro de los embriones clonados generados a partir
de ambas lineas celulares, se determiné el porcentaje de embriones en estadio de blastocisto a los
7 dias de cultivo in vitro. Los blastocistos a su vez fueron clasificados segin el grado de
desarrollo en: blastocistos expandidos y blastocistos tempranos, caracteristicas morfoldgicas
(clara definicion del macizo celular interno y del trofoblasto) (Gardner et al., 200) y ademas se
determiné el nimero de células totales. El conteo celular se realizé fijando los blastocistos

(clones y FIV) durante 24 horas en una soluciéon de 4cido acético/metanol (1:3 v/v).
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Posteriormente se tifieron con una solucién de 1% de orceina en acido acético 45% por 30 min.

Finalmente las células totales fueron contadas bajo microscopio de contraste de fases.

5. Transferencia de embriones en estadio de blastocisto a receptoras sincronizadas

Los embriones en estadio de blastocistos (dia 7) generados por FIV y por transferencia nuclear
utilizando solo la linea celular adulta como donante de nucleo, fueron transferidos de forma no
quirdrgica a vacas receptoras previamente sincronizadas. Para el estudio del desarrollo peri-
implantatorio se transfirieron 30 embriones clonados a 6 receptoras (5 embriones por receptora)
y dos receptoras con grupos de 5 y 6 embriones de FIV. Posteriormente los embriones fueron
recuperados al dia 17 de desarrollo (10 de la transferencia) para la evaluacién del desarrollo peri-
implantatorio desde el punto de vista morfoldgico y molecular.

La sincronizacién de las receptoras se llevo a cabo a través del uso de dispositivos intravaginales
de progestdgeno sintético (1.38 gramos por esponja CIDR; EAZI-Breed™, InterAg, Hamilton,
NZ) por 7 dias, seguido por la administracion intramuscular de 1 dosis de 1000 mg de PGF2a, al
momento de la remocion del dispositivo. Las vacas presentaron celo 24 horas después que se
retir6 el dispositivo intravaginal. El dia del celo coincide con el dia previo al desarrollo
embrionario (considerando dia 1 el dia de la fecundacion in vitro o de la TN).

Al dia 7 de desarrollo los embriones clonados y de FIV fueron retirados de los pocillos de cultivo
para evaluar el grado de desarrollo. Se seleccionaron para la transferencia aquellos embriones
que se encontraban en estadio de blastocisto, preferiblemente grado I (expandido con clara
formacion de botéon embrionario). Los embriones se transportaron dentro de las pajuelas de
transferencia en PBS suplementado con 6% de BSA a 37 °C. Las hembras receptoras se
mantuvieron en fundos privados en un radio cercano a la Universidad de Concepciéon, Campus
Chillan, de forma que el tiempo de transporte de los embriones no excediera los 45 minutos.
Ademads en un experimento independiente, se transfirieron 17 blastocistos clonados generados
con la linea celular CWA a 14 hembras sincronizadas para la evaluacion del desarrollo a término

de los clones.
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6.Recuperacion y evaluacion de embriones clonados y generados por FIV en estadio peri-

implantatorio (elongados)

Los embriones clonados y FIV transferidos en grupos a vacas receptoras, fueron recuperados al
dia 17 de desarrollo para su evaluaciéon morfoldgica y el estudio de expresion génica durante el
periodo peri-implantatorio. Para ellos las vacas receptoras fueron sacrificadas en un matadero
local (Carnes Nuble, Regién VIII, Chile) y se recuperé el tracto reproductivo el cual fue
trasladado hasta el laboratorio en solucién salina mds antibiéticos/antimicéticos para la colecta
de los embriones elongados. El cérvix fue ligado y los cuernos se lavaron en direccioén craneal
con solucidn salina tibia suplementada con BSA hasta la recuperacion de los embriones.

Se evalué morfolégicamente el desarrollo de los embriones utilizando como pardmetros la
longitud total y la presencia del boton embrionario. Se compard la tasa de recuperacion, la
longitud de los embriones y la presencia de botén embrionario entre los clones y los embriones
de FIV.

Una vez evaluados, se hicieron grupos de hasta 3 embriones peri-implantatorios, (elongados: FIV
y clones) los cuales fueron conservados en ARNlater a TA para el posterior estudio de la
expresion génica durante el estadio peri-implantatorio. Todos los embriones en ARN/ater fueron
trasladados a TA, al laboratorio de biologia molecular del Instituto de Bioquimica Veterinaria de

la Universidad Libre de Berlin, Alemania.

7. Evaluacién molecular de calidad de embriones clonados en estadio pre y peri-implantatorio
7.1. Aislamiento y andlisis de acidos nucleicos

Extraccion de ARN

El estudio de expresion génica durante los periodos pre y peri-implantatorios se realizé en el

laboratorio de biologia molecular del Instituto de Bioquimica Veterinaria de la Universidad Libre

de Berlin, Alemania. En el caso de los embriones pre-implantatorios, la extraccion del ARN se

realizd siguiendo las instrucciones del Kit NucleoSpin RNA XS (Total RNA isolation,

NucleoSpin RNA XS; Macherey-Nagel, Diiren, Alemania). La elusion se realizé en un volumen
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de 20 pL. No se realizé cuantificaciéon ni andlisis del RNA debido a la baja cantidad de acidos
nucleicos que se obtiene a partir de embriones pre-implantatorios, cuyo nimero de células es
aproximadamente 100 y su didmetro 180 um. Para los embriones peri-implantatrios y de las
células utilizadas para la transferencia nuclear (LCF y AWC), el aislamiento del ARN se realiz6
siguiendo instrucciones del Kit mirVana (mirVana™ miRNA Isolation Kit, Ambion,
Woodshole, MA, Estados Unidos). Este Kit permite la extraccion total de ARN, incluyendo los
pequefios ARNs como miRNA, siARN y snARN. Los ARN totales fueron conservados a -80 °C
hasta su utilizacion. La calidad y cantidad de ARN extraido fue chequeada utilizando el sistema

Agilent 2100 Bioanalyzer (ARN Nanochip; Agilent, Waldbronn, Alemania).

Transcripcion inversa

El ARN total fue sometido a la reaccidn de transcripcidn reversa para la producciéon de ADNc
tanto de las muestras experimentales (embriones pre y peri-implantatorios) como de los controles
(FIV). En el caso de los embriones pre-implantatorios se utilizaron 8 pl. del ARN total, para los
embriones peri-implantatorios y las células somaticas, se tomo 1 pg del ARN procedente de cada
muestra. La transcripcion inversa se realizé siguiendo los protocolos generales descritos por
Scholven y colaboradores (2009). Brevemente, la muestra se trat6 con DNasa I (libre de
RNAsas) para eliminar la contaminacion de ADN presente. Esta reaccion se realizé en un
volumen de 10 pLL (1 pL de buffer 10x y 1 U de DNasa I (Fermentas, GmbH, St. Leon-Roth,
Alemania), volumen correspondiente a ARN y se completaron los 10 pLL de reacciéon con
volimenes adecuados de agua tratada con DEPC). Para la digestion enzimdtica se incubd la
reaccién a 37 °C durante 30 minutos, posteriormente se adicioné 1 pL de 25 mM de EDTA y se
incub6 a 65 °C durante 10 minutos para la inactivacion de la enzima.

La reaccién de transcripcion reversa se realizé en un volumen final de 20 pL (30 ng/uL random
primers, I mM de cada ANTP, 0.5 pL agua tratada con DEPC, 4ul first-strand buffer 5x, 200
U/mL de transcriptasa reversa M-MuLV (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth, Alemania) y 11 pL
de la reaccion de ARN tratada con DNasa I). Los pardmetros de reaccion consistieron: en 10 min

a 25 °C, 60 min a 42 °C y posteriormente 10 min a 70 °C.
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7.2. Estudio cualitativo por PCR de genes importantes para el desarrollo embrionario

temprano

Tomando como material de partida el ADNc descrito con anterioridad, la reaccién de PCR se
realizé en un volumen final de 25 pl (mezcla: 1x de buffer de reaccién 10x, 2mM de MgCl,, 0.4
mM de cada ANTP, 0.5 U de Immolase ADN polimerasa (Bioline, Luckenwalde, Alemania)). Se
utilizaron 10 pmoles de cada partidor y 1 ul de ADNc independientemente del origen de las
muestras (blastocistos o embriones elongados). Los oligonucledtidos (primers o partidores)
fueron disefados utilizando las secuencias reportadas para cada gen publicadas en NCBI,
preferiblemente bovinas o secuencias homoélogas de humanos y ratéon. El andlisis de los
partidores se realizé utilizando el programa Gene Runner (Version 3.01; Hastings Software Inc.).
Las secuencias de los mismos, asi como la temperatura de “annealing” (Ta), la talla del producto
esperado y el cédigo identificador se muestran en la Tabla 1.

Los productos de PCR se verificaron a través de electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiidos
con bromuro de etidio, se comprobé la presencia y la talla de la banda correspondiente a cada
gen en estudio. La validacion del ADNc de embriones pre-implantatorios se basé en la deteccion
de un control positivo (gen constitutivo) y un control negativo usando RT-PCR cualitativo.
Como control positivo se utilizaron partidores que amplifican B-actina mientras que como
control negativo se utiliz6 un marcador especifico de ovocitos cuya expresion es silenciada en
los embriones (growth differentiation factor 9: GDF-9).

Los genes estudiados tanto en blastocistos como en elongados fueron: OCT4 (Octamer-binding
transcription factor 4 6 POU class 5 homeobox 1), NANOG (Nanog homeobox), INFtau
(interferon tau), EOMES (eomesodermin), CDX?2 (caudal type homeo box 2), SOX2 (SRY (sex
determining region Y)-box 2), FGF4 (fibroblast growth factor 4). Estos genes se escogieron por
ser relevantes en el desarrollo embrionario in vivo. GDF9: control negativo, B-actina: Control
positivo interno. Ademads en cada reaccién de PCR se incluy6 un control negativo en el cual se

remplazo6 el templado por agua estéril.
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Tabla 1. Secuencia, Temperatura de annealing (Ta) de partidores utilizados para la amplificacion

de los genes mediante PCR tiempo final o tiempo real. Tamafio del producto obtenido e

identificador de secuencia para cada gen

Nombre Identificador
Secuencia partidores Ta (°C) Producto
del gen NCBI
0OCT4 F: 5"-GGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC 3° | Ta=55°C 314bp NM_174580
R: 5-ACACTCGGACCACGTCTTTC 3~
NANOG | F: 5-TTCCCTCCTCCATGGATCTG 3° Ta=58°C 219bp NM_001025344
R: 5"-ATTTGCTGGAGACTGAGGTA 3~
SOX2 F: 5"-CGAGTGGAAACTTTTGTCCG 3° Ta=55°C 101bp NM_001105463
R: 5"-GGTATTTATAATCCGGGTGTT 3°
INFtau | F: 5"-GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA 3° Ta=58°C 584bp XM_871285
R: 5"-CATCTTAGTCAGCGAGAGTC 3~
EOMES | F: 5"-GCAGAGGCTCTTATCAGA 3~ Ta=55°C 256bp XM_001251929
R: 5"-GCGTTAATGTCCTCACACTT 3°
CDX2 F: 5-CCTGTGCGAGTGGATGCGGAAG 3~ | Ta=58°C 230bp XM_871005
R: 5-CCTTTGCTCTGCGGTTCT 3~
FGF4 F: 5-TGCGGAGGCTGTACTGCAAC 3° Ta=58°C 229bp NM_001040605
R: 5-TCTCTGAACCTGCACTCGTCG 3~
GDF9 F: 5-GCTGCTTTGCCTGGCTCTGT 3° Ta=55°C 617bp NM_174681
R: 5-TGTCACATCAATCTCAATCC 3°
B-actina | F: 5"-CGG TGC CCA TCT ATG AGG 3~ Ta=58°C 266bp BT030480
R: 5-GAT GGT GAT GAC CTG CCC 3~

Secuenciacion del producto del gen OCT4

Ademads se realiz6 la secuenciacion del producto génico OCT4 obtenido a partir del PCR de las
muestras estudiadas, incluyendo las células somadticas para comprobar la identidad del segmento
amplificado. Para ello la banda del producto de PCR se extrajo a partir del gel de agarosa
siguiendo las instrucciones del Kit Invisorb Spin DNA Extraction (Invitetk GmbH, Berlin,
Alemania). Para la secuenciacion se amplificé el producto de PCR extraido con cada uno de los
partidores de OCT4 por separado (reverse y forward). La reaccién de amplificacion se realizé en
un volumen final de 10 pul (1 ul de uno de los partidores (6.4 pMoles), 7 ul del producto de PCR
obtenido (aproximadamente 10 ng/ul y 2 ul del Kit de amplificacién (BigDye® Terminator
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v1.1/3.1, Applied Biosystems). El programa de amplificacion consiste en 10 seg a 96 °C seguido
de 25 ciclos de 5 seg a 50°C, 4 min a 60 °C y 10 seg a 96 °C. La secuenciacion fue realizada
segtin el protocolo del Kit Prism Big Dye FS Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania). Para el andlisis de las secuencias se utilizé el
programa Vector NTI 10.3.0 package (Invitrogen) y la identidad del producto se comprobd
mediante BLAST con las secuencias publicadas en NCBI (National Center for Biotechnology

Information- http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

7.3. Estudio cuantitativo por qPCR de genes importantes para el desarrollo

embrionario temprano

De los genes estudiados por PCR tiempo final se eligieron 5 para un estudio cuantitativo por
PCR tiempo real (JQPCR). Los genes seleccionados fueron: OCT4, NANOG, INFtau, EOMES y
FGF4. Para la curva estdndar se utilizaron los productos obtenidos del PCR cualitativo de cada
gen, extraidos a partir de la banda del gel de agarosa mediante el Kit Invisorb Spin DNA
Extraction (Invitek GmbH, Berlin, Alemania). Se determiné la concentracién del producto
obtenido mediante el sistema Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer) utilizando 2 ul del
producto purificado. La curva estdndar se obtuvo haciendo al menos 6 diluciones seriadas (1:10)
del producto de PCR de cada gen. Para el gPCR se utilizaron 2 pl del producto de PCR y se
realizaron dos réplicas para cada punto de la curva. En el caso de las muestras, se utilizaron 2 pl
de ADNCc y dos réplicas de cada muestra para cada gen, lo cual se considera como réplica
técnica. Ademads se incluyeron al menos dos réplicas bioldgicas de cada estadio de desarrollo.

La reaccion de qPCR se llevo a cabo en un volumen total de 10 pl utilizando 5 pl de 2x
SensiMix DNA Kit (Quantace Ltd., Berlin, Alemania) (contiene hot start polimerasa, dNTPs y
buffer), 0.2 ul de 50x SYBRGreen (Quantace Ltd., Berlin, Alemania). Para la reaccién se utilizé
el equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania). EI
“crossing point” (CP) fue calculado por el software suministrado por los fabricantes del equipo
de PCR. Se utiliz6é un control de B-actina para la normalizacién de los resultados obtenidos de
cada PCR para cada gen. Para ello se calcul6 el cociente de la division de las cantidades de gen
diana con respecto a las cantidades de B-actina, multiplicado por un factor constante (1000) y se

expreso en fg de producto por fg de B-actina.
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7.4. Estudio de la expresion génica por microarreglo en embriones peri-implantatorios

clonados y producidos por FIV

Para el andlisis global de expresion génica en estadio peri-implantatorio se realiz6 un
“screening” por microarreglo para determinar las diferencias entre embriones clonados y
embriones producidos por fecundacién in vitro. Para ello se utilizaron “slides” bovinos (Bovine
Blue Chip) producidos en la Universidad de Laval, Québec, Canadd y gentilmente cedidos por el
Dr. Marc-André Sirard. El slide estd compuesto por clones de ADNc de talla promedio
aproximada de 215 bp, representando 1800 genes tnicos los cuales fueron seleccionados a partir

de las siguientes librerias de substraccion:

- Ovocito - célula somética

- Ovocito - blastocisto

- Blastocisto - ovocito

- Blastocisto - célula somética
- 8 células - 4 células

- 4 células - M-II

- Ovocitos competentes - ovocitos incompetentes

Ademads, en cada slide los clones de ADNc estdn contenidos en 16 bloques (11x6) con tres
réplicas cada uno. Para cada hibridacion se usaron 15 pug de ARN total, el marcaje fluorescente
se realizo siguiendo las instrucciones del Kit SuperScript™ Plus Indirect cDNA Labeling System
(Alexa Fluor, Invitrogen). Se realizaron tres réplicas bioldgicas y una réplica técnica que consiste
en una segunda hibridacién con una de las réplicas biolégicas pero con cambio de colores en el
marcaje. Para las réplicas bioldgicas se siguié un patréon donde los clones (muestras= clones) se
marcaron en rojo (Alexa Fluor® 647) y los embriones de FIV (controles) en verde (Alexa
Fluor® 555).

Para la hibridacion las muestras se mezclaron después de la ultima purificacién y se secaron
totalmente en una liofilizadora (segin protocolo del kit de marcaje), posteriormente se
resuspendieron en 200 pL de buffer de hibridacién (GlassHyb) previamente calentado a 50 °C.

La hibridacién se realizé por 16 horas a 50 °C de forma automadtica utilizando la estacién de
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trabajo a-Hyb™ Hybridization Station (Miltenyi Biotec, Berlin, Alemania). El lavado se realiz6
también de forma automdtica en el mismo equipo, con buffer de lavado que contiene diferentes
concentraciones de SDS (Dodecilsulfato sédico) y Tween20 (Merck, Darmstadt, Germany. Se

sigui6 el siguiente protocolo de lavado:

Buffer 1 (2x SDS, 1% Tween20) 4 minutos
Buffer 2 (1x SDS, 0,1% Tween20) 4 minutos
Buffer 3 (0,1x SDS, 0,1% Tween20) 4 minutos

el

H,O (varias veces para eliminar los restos de buffer)

Finalmente el slide se secO para garantizar la lectura de cada marca. La intensidad de la
fluorescencia de cada “spot” fue medida por escaner laser en la miquina GenePix 4000B
(Molecular Devices, Sunnyvalley CA, USA). La imagen fue cuadriculada utilizando los datos
suministrados por los productores del chip (bluechipv3) y el andlisis y normalizacién de los
resultados se realiz6 a través del software Acuity 4.0 (Molecular Devices, Sunnyvalley CA,
USA). Se consideré expresion diferencial de los genes cuando el logaritmo en base dos de la
proporcion de las medianas fue mayor que 1 y menor que -1. Se consideré que los genes estdn
igualmente expresados, cuando el logaritmo en base dos, de la proporcién de las medianas se

encuentra entre los valores mencionados.

7.5. Validacion por qPCR de los niveles de expresion de genes diferencialmente

expresados en las muestras experimentales (clones) y los controles (FIV)

Después del andlisis de la expresion global de los genes en embriones peri-implantatorios, del
total de genes diferencialmente expresados, se seleccionaron al azar, 6 genes para la validacion
de los datos obtenidos a partir del microarreglo. Para ello, mediante qPCR, se realiz6 la
cuantificacion de los valores de expresion de los genes seleccionados de cada muestra utilizada
para la hibridacion. Se seleccionaron tres genes sobre expresados en los embriones de FIV:
SNRB1 (small nuclear ribonucleoprotein polypeptides B and B1), SPARC (secreted protein,

acidic, cysteine-rich (ostenectina)) y CBPP22 (calcium binding protein P22) y tres genes sobre
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expresados en los embriones clonados: TP1 (trophoblast protein-1), TKDP1 (trophoblast Kunitz
domain protein 1) y HSP70 (heat shock 70 kDa protein 8).

Los partidores se disefiaron utilizando las bases de datos para las secuencias de los genes
seleccionados, las secuencias se muestran en la tabla 2. E1 qPCR se realiz6 siguiendo los mismos
protocolos descritos anteriormente. La curva estdndar se obtuvo a partir de diluciones seriadas
(1:10) del producto de PCR obtenido a partir de cada gen. Los valores de expresion génica en

cada caso fueron normalizados utilizando los valores de expresion del gen B-actina.

Tabla 2: Secuencia y Temperatura de annealing (Ta) de partidores de genes utilizados para la
cuantificacién de la expresion de los genes seleccionados para la validacion de los datos del

microarreglo. Tamafio del producto obtenido e identificador de cada gen incluido en el estudio

Nombre Identificador
Secuencia Partidores Ta (°C) Producto
del gen NCBI
TP1 F: 5-TCACCTGAAGGTTCACCCAGAC 3~ Ta=55°C 283bp NM_001015511
R: 5"-GATCCTTCTGGAGCTGGTTGC 3
TKDP1 | F: 5-TGGCTGTGAAGGAAATGGAAAC 3° | Ta=55°C 243 bp AF241776
R: 5"-CACGTTGACCAATGGAGGAAAG 3~
HSP70 | F: 5-AGCAAAGAACCAAGTCGCAATG 3" | Ta=55°C 244bp BC105182
R: 5"-AAGGTAGGCTTCTGCGATTTCC 3~
SNRPB1 | F: 5-TATCCTGCAAGATGGCCGTATC 3° Ta = 55°C 280 bp BC112634
R: 5-TCTACCAGCAGCTCTGCCAATC 3°
SPARC | F: 5-GAATTCGATGATGGTGCTGAGG 3~ | Ta=55°C 294 bp NM_174464
R: 5-GTATTTGCAAGGCCCGATGTAG 3°
CBPP22 | F: 5-TGCTTGGTGTCTTTCTCATGGC 3~ Ta=55°C 252 bp BC103418
R: 5-TGGCGTCCAGCATTAACTTGTG 3~

8. Evaluacion del desarrollo post-implantatorio de embriones clonados

Como criterio final para evaluar la calidad de los embriones clonados, se emple6 la capacidad de
desarrollo in vivo a término. Para ello, se transfirieron 17 blastocistos calidad I a 14 hembras
receptoras sincronizadas previamente siguiendo el mismo protocolo de sincronizacién descrito
anteriormente. A tres de las 14 hembras se le transfirieron dos embriones. El diagnéstico de la

gestacion se realizé al dia 35 de la trasferencia y su evolucidén se evalud a los dias 85, 210 y 240.
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La transferencia de los embriones asi como la evaluacion de las gestaciones se realizé segin los
protocolos descritos por De Armas y colaboradores (1994).

Las vacas gestantes se mantuvieron en condiciones de campo y solo las que llegaron a término
fueron trasladadas a la Clinica de la Universidad de Concepcion. Debido a las posibles
complicaciones al parto de las gestaciones con clones, se planificaron cesareas una vez pasados
los 275 dias de gestacion. Al dia 275 se administré una dosis tnica (8 mg) de triamcinolona un
corticosteroide de accion lenta, para inducir la maduraciéon pulmonar. Siete dias después,
coincidente con 30 horas anteriores a la cesdrea programada, se inyectd por la misma via 25 mg
de dexametasona (Intervet; Boxmeer, Holanda) seguida por 5 mg de prostaglandina F2alfa en un
volumen de 5 mL de excipiente liquido. Finalmente se realiz6 cesdrea 24 horas después de la

induccidén. Los animales nacidos vivos fueron evaluados en términos de tiempo de sobrevida.

Analisis Estadistico

Inicialmente se realiz6 un andlisis estadistico que permitiera determinar la capacidad de las
lineas celulares de producir embriones mediante HMC. Se determindé mediante un andlisis de
correlaciéon de Pearson, la influencia de la linea celular sobre los porcentajes de fusién, de
produccién de blastocistos totales y ademas la influencia de los porcentajes de fusién y sobrevida
después de la fusion sobre el porcentaje de blastocistos totales. El andlisis estadistico del
porcentaje de blastocistos producidos a partir de cada linea celular y de blastocistos tipol y II, se
realizé a través de una prueba no paramétrica Wilcoxon para muestras independientes. El andlisis
estadistico de las células totales entre los embriones producidos por lineas celulares diferentes, se
realizé a través de una prueba ¢ de student para muestras independientes.

Para evaluar el desarrollo embrionario durante la etapa peri-implantatoria, se compar¢ la tasa de
recuperacion, la longitud de los embriones y la presencia de botén embrionario entre los clones y
los embriones de FIV. El anélisis estadistico se realizé mediante una prueba ¢ de student.

El anélisis estadistico para la comparacion de los niveles de expresion génica se realiz6 a través
de pruebas no paramétricas. En el caso de los embriones pre-implantatorios (donde se
compararon tres grupos) se utilizé una prueba de Kruskal Wallis. Para los embriones peri-

implantatorios (donde se compararon dos grupos) y para las células fetales se utilizé la prueba
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Wilcoxon. El anélisis de variacion de la expresion de genes seleccionados durante las etapas pre
y peri-implantatorias se realiz6 a través de una prueba de Kruskal Wallis.

La validacion del los resultados obtenidos a partir del microarreglo se realizé a través del anélisis
de correlacion de Pearson entre los valores de expresién génica obtenidos por PCR tiempo real y
los datos del microarreglo (log en base 2 de la proporcién de las medianas). Ver disefio
estadistico en Anexo 1.

En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas con P<0.05. Todos los

andlisis fueron utilizando el programa estadistico InfoStat (Buenos Aires, Argentina, 2002).
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RESULTADOS

5. Comparacion de la capacidad de diferentes lineas celulares de generar embriones

clonados producidos por HMC

Para la generacion de citoplastos receptores se colocaron a madurar aproximadamente 1700
ovocitos. De ellos, se enuclearon 1095 ovocitos en metafase Il y con presencia de cono después
de la incubacion en demecolcina. Del total de ovocitos enucleados, 524 fueron utilizados para la
reconstruccion de embriones con la linea celular fetal (LCF) en 9 experimentos y 571 con la
linea celular adulta (CWA) en 8 experimentos.

Los porcentajes de fusion y sobrevida de los embriones fueron independientes de la linea celular
empleada para la transferencia nuclear somética (Tabla 3, Anexo 2). Ademads se determiné que el
porcentaje de blastocistos obtenidos no dependi6 de los porcentajes de fusion ni de la sobrevida
de los embriones después de la reconstruccion, independientemente de la linea celular utilizada

como donante de nucleo.

Tabla 3. Media de embriones reconstruidos, fundidos y vivos después de la fusién. Promedio de

la eficiencia de fusioén y sobrevida de embriones reconstruidos con células somadticas, fetales y

adultas
Media de Media de Media de
Linea % embriones % sobrevida
embriones Embriones sobrevida a la
Celular fundidos a la fusion
reconst. = SD | fundidos = SD fusién + SD
LCF 25+5 245 24+3 98.8" 955"
CWA 33+3 312 29+4 93.6" 94.0"

*: se refiere a % de embriones fundidos con respecto a nimero de embriones reconstruidos
**: se refiere a % de embriones que sobreviven con respecto a los embriones fundidos

Se demostré que las lineas celulares sobrevivieron el cultivo, la congelacion y descongelacion
(no se muestran los datos) y ademds generaron porcentajes elevados de fusién después de la
transferencia a citoplastos receptores. Se evalué la capacidad de ambas para producir embriones
clonados hasta estadio de blastocisto y la calidad morfolégica. Para ello se realizaron 9 grupos de

clonacién con la linea LCF y 8 grupos con la linea CWA, determindndose la cantidad de
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blastocistos obtenidos a partir de cada una (Tabla 4 y Anexo 2). Los resultados obtenidos
demostraron que la linea celular adulta (CWA) tuvo una mayor capacidad de producir embriones
clonados (expresada en términos de eficiencia de generacion de blastocistos) que la linea fetal
(65.7% vs 38.2%) (P<0.05). Se obtuvieron blastocistos en todos los grupos de trabajo realizados
(n=17), sin embargo se observé una mayor repetibilidad en el porcentaje de blastocistos
obtenidos a partir de la linea celular adulta (rango 48.5-75). No obstante, la eficiencia de
blastocistos obtenidos con ambas lineas celulares estuvo en el rango e incluso fue superior a los
reportados bovinos

para la producciéon de clones por el método tradicional con

micromanipuladores.

Tabla 4. Desarrollo in vitro hasta estadio de blastocisto de embriones producidos por HMC a

partir células somadticas fetales y adultas

Linea Ovocitos Blastocistos No. de Rango de
celular | Enucleados | Fundidos | Cultivados* (%** £ SD) repeticiones blastocistos/grupo
81 4-13
LCF 524 223 212 9
(38.2° £ 9.3) (18.2-60)
155 16-24
CWA 571 251 236 b 8
(65.7°£13.9) (48.5-75)

* se refiere a embriones reconstruidos cultivados in vitro después de la fusion, reprogramacion y
activacion.

** porcentaje de blastocistos con respecto a los embriones cultivados

a,b letras diferentes dentro de una misma columna significan diferencia significativa con P<0.05

De los resultados presentados se concluye que a partir de ambas lineas celulares se produjo de
forma eficiente, blastocistos d7 después de la transferencia nuclear mediante HMC. Sin embargo,
utilizando la linea celular adulta se obtuvieron resultados significativamente mayores que con la

linea fetal.
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2. Evaluacion de la capacidad de desarrollo de los embriones clonados en estadio pre,

peri y post-implantatorio

2.1- Evaluacion del desarrollo pre-implantatorio de embriones clonados producidos con dos

lineas celulares diferentes

Evaluacion morfologica

Los blastocistos generados en los experimentos discutidos anteriormente fueron estudiados,
evaluandose su calidad en términos morfoldgicos (expansion y correcta formaciéon del macizo
celular interno) o cuantitativos (nimero de células totales). Los blastocistos expandidos con una
estructura delimitada del trofoblasto y un macizo celular interno (ICM) oscuro y bien definido y
que no mostraron signos de degeneracion celular fueron agrupados en la categoria I. Los
embriones que presentaron una menor expansion del blastocele o ausencia de homogeneidad del
macizo intracelular y/o del trofoblasto fueron agrupados en la categoria II (Figura 6) (Tabla Sy
Anexo 3).

Del total de blastocistos obtenidos cerca del 80% correspondi6 a clase I y cerca del 20% a clase
II. Notablemente no se obtuvieron blastocistos de calidad III (mala calidad, se refiere a
degeneracion de las células del macizo y/o trofoblasto que impide la parcial total visualizacion
de dichas estructuras). En este caso la linea celular tuvo un efecto significativo sobra la calidad
de los embriones producidos, obteniendo el mayor porcentaje de blastocistos clase I con la linea
celular adulta. No se observé diferencias significativas en el ndimero de células de los
blastocistos obtenidos a partir de cada una de las lineas celulares. No obstante, existe una mayor
desviacién estandar en el numero de células de los embriones producidos con la linea fetal

(Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacion de la calidad de los blastocistos producidos a partir de dos lineas celulares

en términos morfoldgicos y cantidad de células totales

Linea Blastocistos Blastocistos Total blastocistos Media del No. de
celular tipo I (%) tipo II (%) células totales + SD
LCF 57 (70.4)* 24 (29.6)*° 81 95.38 +30.64
CWA | 130(83.9)" 25 (16.1)° 155 98.00 + 16.97

a,b letras diferentes dentro de una misma columna significan diferencia significativa con P<0.05

&

A. B.
Figura 6. Clasificacion de blastocistos clonados segtin sus caracteristicas morfoldgicas.
A: Blastocistos clase 1, B: Blastocistos clase II. La flecha cerrada indica el ICM, flecha

abierta indica TB

Expresion génica durante el periodo pre-implantatorio

Después de establecer las diferencias morfoldgicas entre los embriones clonados producidos a
partir de las lineas celulares, fetal y adulta, se realizd un estudio para determinar la
reprogramacion del nicleo de estas células en el citoplasto receptor. Para ello se realizé un
estudio por PCR tiempo final y PCR tiempo real (cuantitativo), determindndose los niveles de
expresion de genes cruciales para el desarrollo embrionario, tanto en blastocistos clonados y
controles (FIV), asi como en las células donantes de nucleos.

Con el fin de evaluar la expresion génica durante el periodo pre-implantatorio se utilizaron dos
grupos de 10 blastocistos clonados a partir de las células fetales que fueron denominados como F
y F6 y cuatro grupos de 10 blastocistos producidos a partir de las células adultas denominados
como W2, W5, W6, W7. Cada grupo de embriones clonados fue el resultado de un dia de trabajo
manteniendo las mismas condiciones para la transferencia nuclear, solo se emplearon para este

estudio blastocistos clase 1. Se utiliz6 como control positivo para la expresion génica durante el
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periodo pre-implantatorio, un grupo de 10 blastocistos producidos por fecundacién in vitro
utilizando las mismas condiciones de cultivos que se emplearon para los embriones clonados.
Los embriones de FIV fueron identificados como FIVblas.

A partir de un ADNCc tnico se llevé a cabo tanto el PCR tiempo final como el PCR tiempo real.
De esta forma se logra correlacionar la presencia del transcripto de cada gen con sus niveles de
expresion reales en cada muestra. Se realiz6 la amplificacién por PCR tiempo final de 7 genes
cruciales para el desarrollo embrionario temprano, tanto del macizo celular interno (ICM) como
del trofoblasto (TE). Los genes en cuestiéon fueron OCT4, SOX2, FGF4, NANOG, EOMES,
CDX2, INFtau. Estos mismos marcadores fueron estudiados en las células donantes de nicleo
para comprobar si la expresion de estos genes en los embriones clonados, son el resultado de la
reprogramacion del nucleo donante.

Inicialmente se analiz6 la calidad del ADNc producido mediante la amplificaciéon de un
segmento de B-actina como gen constitutivo, obteniéndose una banda especifica a la altura de
266 pb segin lo esperado. Por el contrario no se obtuvo amplificaciéon del control negativo
(GDF9). En el grupo W5 no fue posible realizar la amplificacién los genes SOX2 y CDX2
debido a degradacion del ADNc (Tabla 6 y Figura 7). De los genes estudiados, OCT4, CDX2 e
INFtau se expresaron en todos los grupos de embriones independientemente del método de
produccién (TN o FIV). Contrariamente el gen EOMES no fue detectado en ninguno de los
embriones ensayados, lo que sugiere que los niveles de expresiéon no son detectables por PCR
tiempo final. Los embriones producidos por FIV ademads expresaron todos los genes estudiados
(excepto EOMES). Sélo el grupo de embriones W7 (producidos con la linea CWA), present6 un
patrén de expresion génica, similar a los embriones de FIV, el resto de los grupos tuvieron un
patron de expresion diferencial, incluso entre los grupos de embriones clonados, provenientes de
una misma linea celular (Tabla 6).

NANOG sélo se detecté en uno de los grupos de embriones producido a partir de la linea CWA
(W7) y FGF4 se detect6 en dos de los 4 grupos de blastocistos producidos con ésta linea celular
(W2 y W7). SOX2 se detectd tanto en los embriones producidos con células fetales como adultas
(Tabla 7). En concordancia con su rol de diana o “target” de OCT4 y SOX2, FGF4 sélo se
expresd en los grupos de embriones que expresan dichos genes (W2 y W7), no asi en los

embriones derivados de las células fetales (F6).
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Ambas lineas celulares utilizadas como donantes de nicleo expresaron OCT4 y SOX2 asi como
NANOG en el caso de la linea celular fetal. Esto constituye un nuevo hallazgo teniendo en
cuenta que estos genes se consideran marcadores de totipotencia en células madres de ratén y
humanas. El producto obtenido de cada muestra (para el gen OCT4) fue purificado a partir del
gel de agarosa y secuenciado para comprobar la identidad del gen expresado en estas células. Las
secuencias obtenidas fueron  chequeadas mediante el  programa  BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

El andlisis demostré que la secuencia del gen OCT4, proveniente de las células somaticas,
embriones clonados y embriones producidos por FIV, presenta un 99% de homologia con el gen
OCT4 bovino (Cédigo NCBI: AY490804.1; NM_174580.1). La alineacién de las secuencias de
OCTH4 de las células somaticas y los embriones (clones y FIV) mostraron un 99% de identidad
entre ellas, lo cual demuestra que efectivamente las células somaticas expresan el gen OCT4

(Anexo 4) (Programa: BLAST 2 SEQUENCES; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Debido a que la expresion de estos genes en las células donantes puede tener un efecto
significativo para el desarrollo embrionario, también se incluyeron las células donantes en los
estudios cuantitativos por PCR tiempo real de los niveles de transcritos de los genes en estudio.
Como se aprecia en la Tabla 6, los patrones de expresion de las lineas celulares usadas en
clonacion, fueron diferentes de los embriones generados a partir de cada una de ellas (LCF vs F,

F6; CWA vs W2,5,6 7).
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Tabla 6. Deteccion de la expresion de genes cruciales para el desarrollo temprano en embriones

clonados a partir de dos lineas celulares y embriones de FIV

gen OCT4 | SOX2 | FGF4 | NANOG | EOMES | CDX2 | INFtau
ICM ICM ICM ICM, TB | TB,ICM TB TB GDrY B-actina

muestra

F + - - - - + + - +
Fé + + - - - + + - +
w2 + + + - - + + - +
W5 + * - - - * + - +
W6 + - - - - + + - +
w7 + + + + - + + - +
FIVblas + + + + - + + - +
CWA + + - ] ; _ - _ +
LCF + + - + - - - - +
C- - - - - < - - - -

* No se realizé amplificacién en esta muestra

CWA, LCF: linea celular adulta de Wagyt y linea fetal respectivamente.

TB, ICM: trofoblasto y macizo celular interno respectivamente.

C-: Control de la reaccién de PCR sustituyendo el templado por agua estéril.

Tabla 7: Resumen de la expresién génica determinada por PCR tiempo final en embriones

producidos por transferencia nuclear con células fetales y adultas y embriones de FIV

Gen Origen de los embriones
FIV (%) Embriones NT-LCF (%) Embriones NT-CWA (%)

OCT4 100 100 100
SOX2 100 50 66.6
FGF4 100 0 50
NANOG 100 0 50
EOMES 0 0 0
CDX2 100 100 100
INFtau 100 100 100
B-actina 100 100 100
GDF9 0 0 0
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MW HMC-LCF HMC-CWA FIV LineaC. G- gen

F F6 W2 WS W6 W7 Flvblas LCF CWA

OCT4

SOX2

FGF4

NANOG

EOMES

CDX2

INFtau

B-actina

GDF9

Figura 7. Gel de agarosa (2%) y tincién con bromuro de etidio del producto de PCR de la
expresion de los genes incluidos en este estudio en blastocistos clonados y producidos por FIV.
MW=patrén de peso molecular, las bandas més intensas corresponden a 250 pb y 500 pb. C-: se
refiere a la reaccion para cada gen sustituyendo el templado por agua estéril. HMC-LCF (F, F6):
blastocistos clonados producidos con LCF. HMC-CWA (W2, 5, 6 y 7): blastocistos clonados
producidos con CWA. FIV (FIVblas): Blastocistos producidos por FIV. LCF: Linea celular fetal.

CWA: Linea celular adulta. El gen en estudio se nombra en la columna extrema derecha

Una vez realizado el andlisis cualitativo de la expresién génica en los grupos de blastocistos
clonados y producidos por FIV, se seleccionaron cinco genes (OCT4, EOMES, INFtau,
NANOG, FGF4) para la cuantificaciéon de sus niveles de transcrito durante este periodo de
desarrollo. Los niveles de expresion de cada gen fueron normalizados con respecto a un control
endégeno (B-actina). De los 5 genes estudiados sélo OCT4, INFtau y FGF4 pudieron ser

amplificados dentro de la region cuantificable de la curva del PCR tiempo final, mientras que
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NANOG y EOMES no, pero si se logré la amplificacion de ambos transcriptos. No se obtuvo
amplificacién en el control negativo y la curva de disociacién es similar para cada una de las
muestras lo cual indica que el producto amplificado corresponde al gen en estudio (datos no
mostrados).

Los mayores niveles de expresion de OCT4 se obtuvieron en los grupos de embriones clonados
producidos con células adultas, mientras que los niveles de transcriptos de este gen fueron
estadisticamente similares para los embriones de FIV y para los clones de células fetales (Figura
8a). Los mayores niveles de expresion de INFtau se detectaron en los embriones producidos por
FIV pero no hubo diferencia significativa entre estos valores y los niveles de expresion de los
embriones clonados a partir de células adultas. Tampoco se encontraron diferencias significativas
entre los niveles de transcripto de INFtau de los embriones clonados a partir de ambas lineas
celulares pero si entre los clones de células fetales y los embriones de FIV (Figura 8b). FGF4
tuvo un patrén de expresion similar a INFtau, siendo los niveles de transcritos significativamente

diferentes entre los embriones clonados a partir de las lineas celulares fetal y adulta (Figura 8c).
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Figura 8. Cuantificacién de la expresion génica en blastocistos (etapa pre-implantatoria)

clonados producidos a partir de células fetales y adultas (HMC-LCF y HMC-CWA

respectivamente) y blastocistos producidos por fecundacioén in vitro (FIVblas)

a, b y c: letras diferentes dentro de un mismo grafico significan diferencia significativa con

P<0.05
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En este estudio se determind la expresion génica en grupos de embriones producidos a partir de
dos lineas celulares diferentes, pero a la vez cada grupo de embriones fue el resultado de un
mismo experimento o grupo de clonacién (un dia de trabajo). De este modo se estudid
adicionalmente, la influencia de las lineas celulares en la variabilidad del proceso de clonacién
en si. Para ello, se llevd a cabo un andlisis de la variabilidad de la expresion de cada gen incluido
en este estudio para cada una de las lineas celulares. S6lo OCT4 presentd una variabilidad
significativa con P<0.01 entre los embriones clonados producidos a partir de cada una de las
lineas celulares (Figura 9a). Estd diferencia estd dada principalmente por la variabilidad en la
expresion de OCT4 en cada grupo de embriones producidos con las células adultas, mientras que
no se observa variabilidad en los grupos de embriones producidos con la linea fetal (Figura 9b).
Por otra parte a pesar que los niveles de transcripto de FGF4 fueron significativamente diferentes
entre las dos lineas celulares, la variabilidad en la expresion es practicamente la misma.

Finalmente se evalué la variabilidad total de la expresidon génica de los genes estudiados dentro
de cada grupo de embriones. Se puede observar en la Figura 9c que la media de la variabilidad
de la expresion es significativamente superior para los embriones producidos con la linea celular
adulta que para los embriones clonados a partir de la linea fetal. No obstante, el aumento de la
variabilidad total estd influenciado principalmente por la variabilidad en la expresién de OCT4

en estos embriones.
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Figura 9: Variabilidad de la expresion génica entre los grupos de embriones clonados producidos
a partir de cada linea celular. HMC-LCF y HMC-CWA: blastocistos clonados a partir de células
fetales y adultas respectivamente. (A) Promedio de la variabilidad de la expresion de cada gen
estudiado entre los grupos de embriones producidos a partir de cada linea celular. Los genes
estdn organizados en orden decreciente de variabilidad. (B) Variabilidad de la expresion de
OCTH4 entre los grupos de embriones producidos a partir de cada linea celular. (C) Variabilidad

total de la expresion de todos los genes estudiados para cada linea celular
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Figura 10. Cuantificacién de la expresion de OCT4 (A) y NANOG (B) en las lineas celulares
utilizadas como donantes de nucleo para clonacion. LCF y CWA, linea fetal y adulta

respectivamente

a,b letras diferentes dentro de un mismo gréfico significan diferencias significativas con P<0.05

Como se menciond anteriormente, se pudo detectar mediante PCR tiempo final, que ambas
lineas de células donantes utilizadas para la transferencia nuclear somética expresaron OCT4,
mientras que NANOG solo se detectd en la linea fetal. Debido a las diferencias encontradas en la
expresion de estos genes entre los embriones producidos a partir de cada una de estas lineas, se
cuantificaron los niveles de ARNm tanto para OCT4 como para NANOG en las células
donantes. Tal como mostr6 el PCR tiempo final, CWA no expresa NANOG mientras que los
niveles de transcripto de este gen para LCF se encuentran dentro de la region cuantificable de la
curva estandar. Este dato demuestra la expresion de NANOG en las células fetales utilizadas
para la transferencia nuclear. En cuanto a los niveles de expresion de OCT4, estos fueron
significativamente mayores en las células adultas que en las células fetales (Figura 10). Esto
constituye un nuevo hallazgo, ya que NANOG y OCT4 son genes marcadores de

indiferenciacion por tanto sélo deberian expresarse en embriones o en células madres.
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2.2- Evaluacion del desarrollo peri-implantatorio de embriones clonados

Evaluacion morfologica

La calidad o el éxito de la reprogramacién nuclear se evalué teniendo en cuenta la eficiencia del
desarrollo de los embriones clonados en términos de cantidad de blastocistos asi como su calidad
morfoldgica y expresion de genes cruciales para el desarrollo embrionario temprano. De los
resultados presentados en esta seccidn se concluye que ninguna de las dos lineas celulares posee
un patrén de expresion génica idéntico al de los embriones de FIV. Sin embargo, y a pesar de la
mayor expresion de OCT4 (pero también su mayor variabilidad), la linea CWA presentd un
patron de expresion mds cercano al de los embriones de FIV que la linea LCF, ademas ésta linea
celular fue més eficiente para la produccion de embriones clonados y éstos a su vez tuvieron el
mayor porcentaje de blastocistos clase I. Debido a estos resultados, la linea celular CWA fue
elegida para evaluar la calidad y capacidad de desarrollo in vivo de embriones clonados
comparados con embriones de FIV.

Para el estudio del desarrollo de los embriones clonados en estadio peri-implantario se determin6
la capacidad de éstos de continuar su desarrollo hasta estadio de elongacién. Con este fin, se
evalud la expresiéon de genes cruciales para el desarrollo mediante PCR tiempo final y PCR
tiempo real y finalmente se realiz6 un estudio global de la expresién génica mediante
microarreglo, comparando en todos los casos, con embriones producidos in vitro. Los embriones
clonados y de FIV recuperados al dia 17 de desarrollo, fueron inicialmente evaluados
morfolégicamente (longitud de los embriones y la presencia del disco embrionario) y
posteriormente agrupados para el estudio de expresion génica en este periodo.

En la Tabla 8 se muestran las tasas de desarrollo tanto de los embriones clonados como de los
producidos por FIV. De 30 embriones clonados que fueron transferidos se recuperaron 19
(63.3%) y 6 embriones de FIV de 11 transferidos (54.5%). En el caso de los embriones de FIV se
obtuvo una menor tasa de recuperacion debido a infeccidon vaginal que presentd una de las vacas
transferidas lo cual dificulté el lavado de los cuernos y por tanto la recuperacion de los
embriones. El 100% de los embriones recuperados se encontraron en estadio filamentoso o de
elongacion por lo que se concluye que tanto los embriones clonados como los de FIV fueron

capaces de continuar su desarrollo in vivo. No obstante, la tasa de crecimiento de los embriones
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clonados fue significativamente menor que los embriones de FIV con un promedio de longitud
de 91.8 y 174 mm respectivamente. Ademds 8 de los embriones clonados recuperados se
encontraron en un estadio mas temprano de desarrollo que correspondia a tamafos entre 15 y 30
mm, lo cual demuestra un desarrollo més lento de los clones durante el periodo peri-
implantatorio (Figura 11). Por otra parte, 5 de los embriones de FIV presentaron una estructura
visible de botén embrionario (83.3%) mientras que el 63% de los embriones clonados

presentaron un disco embrionario claro y bien definido (Figura 12).

Tabla 8. Desarrollo in vivo hasta dia 17 de blastocistos bovinos producidos por transferencia

nuclear somdtica y por FIV

Embriones # embriones elongados Con botén
Tipo de longitud
transferidos | Recuperados embrionario
embriones (mm * SD) Tardio | Temprano
(%) (%)
HMC 30 19 (63.3) 91.8 +£45.8° 11 8 12 (63)*
FIV 11 6 (54.5) 174 £ 50° 6 0 5(83.3)°

a,b letras diferentes dentro de una misma columna significan diferencia significativa con P<0.05
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f

Figura 11: Microfotografia de embriones elongados recuperados en el dia 17 de desarrollo (etapa

peri-implantatoria).

a, b y c: embriones producidos por FIV. d, e y f: embriones producidos por HMC.
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c d

Figura 12: Microfotografia de embriones elongados recuperados dia 17 (etapa peri-
implantatoria). La flecha muestra disco embrionario.

a, b: Embriones producidos por FIV

¢, d: Embriones producidos por HMC

Expresion génica durante el periodo peri-implantatorio

Para el estudio de expresion génica durante el periodo peri-implantatorio se utilizaron todos los
embriones de FIV que fueron recuperados al dia 17 y de los embriones clonados se seleccionaron
aquellos con mayor tasa de desarrollo en términos de elongacién (longitud mayor o igual a
80mm). Los embriones se distribuyeron en muestras de 1, 2 y 3 embriones tanto para los clones
como para los FIV segin muestra la Tabla 9. Se obtuvo amplificacién de B-actina (control
positivo) en todas las muestras estudiadas excepto en el RT negativo (C-), mientras que no hubo
amplificacion en el control negativo de GDF9.

Se comprobd la expresion de todos los genes estudiados en los embriones producidos por FIV.
En el caso de los embriones producidos por transferencia nuclear somdtica, los genes OCT4,

SOX2, EOMES, INFtau y CDX2 se expresaron en todas las muestras de embriones estudiadas
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mientras que NANOG y FGF4 no se detectaron en las muestras HMC6, en el caso de FGF4 no
se detect6 ademds en HMC4 (Tabla 9 y Figura 13).

Tabla 9. Deteccion de la expresion de genes cruciales para el desarrollo durante el periodo peri-

implantatorio de embriones clonados y producidos por FIV

Gen
OCT4 SOX2 NANOG EOMES INFtau | FGF4 | CDX2 GDF9 B-actina
Muestra
FIV1
_ + + + + + + + - +
2 embriones
FIV2
+ + + + + + + - +
1 embrién
FIV3
+ + + + + + + - +
3 embriones
HMC 4
. + + + + + - + - +
3 embriones
HMC 5
_ + + + + + + + - +
1 embrion
HMC 6
+ + - + + - + - +

2 embriones

C-

HMC 4, 5, 6: Embriones elongados producidos por clonacién

FIV1, 2, 3: Embriones elongados producidos por FIV

C-: Control de la reaccion de PCR sin ADNc
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gen

OCT4

SOX2

NANOG

CDX2

FGF4

EOMES

INFtau

GDF9

B-actina

Figura 13. Gel de agarosa (2%) y tincién con bromuro de etidio del producto de PCR de la
expresion de los genes incluidos en este estudio en embriones clonados y de FIV en estadio de
elongacion. 1, 2, 3: embriones producidos por FIV. 4, 5, 6: embriones producidos por HMC.
MW=patrén de peso molecular, las bandas més intensas corresponden a 250 pb y 500 pb. C- se
refiere a la reaccién para cada gen sin adicion de muestra. El nombre del gen correspondiente se

lista en la columna extrema derecha

Posteriormente se realizé la cuantificacion mediante PCR tiempo real de los genes OCT4,

EOMES, NANOG, FGF4 e INFtau. Los genes CDX2 y SOX2 no fueron incluidos en este
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estudio ya que las cantidades de producto obtenido mediante PCR tiempo final de ambos, no fue
suficiente para la curva estdndar. Las curvas estandares utilizadas fueron las mismas que se
emplearon para la cuantificacion de estos genes en los embriones pre-implantatorios. Los niveles
de expresion de cada gen fueron normalizados con la expresion de un gen constitutivo, B-actina
para eliminar la variabilidad atribuida a cada muestra en particular. Para el andlisis estadistico de
la expresion génica, se utilizaron los valores de la relacion entre los niveles de expresion de cada
gen y los de B-actina (fg/fg).

De forma general todos lo genes tuvieron un patrén de expresion similar, obteniéndose mayores
niveles de transcripto en los embriones producidos por FIV. Los niveles de expresion de los
genes EOMES y FGF4 fueron casi 100 veces mayores en los embriones de FIV que en los
clonados y 10 veces en el caso de NANOG, siendo estas diferencias significativas con P<0.05.
Los niveles de expresion de OCT4 e INFtau fueron similares entre ambos grupos, donde la
relacion de expresion es 1,1 veces en ambos casos (Figura 14). Al realizar una comparacién entre
los niveles de expresion de todos los genes estudiados durante este periodo de desarrollo, INFtau
presenta los mayores niveles de transcritos tanto en los embriones clonados como en los

producidos por FIV (Figura 15).
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Figura 14. Cuantificacién de la expresion génica durante el periodo peri-implantatorio en
embriones clonados (HMC) y embriones producidos por fecundacion in vitro (FIV)

a, b: letras diferentes en un mismo grafico significa diferencia significativa con P<0.05
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Figura 15. Nivel de expresion de todos los genes incluidos en la cuantificacién por PCR tiempo

real para los embriones clonados (HMC) y los de FIV (FIV)

2.3-Comparacion de la expresion génica durante los periodos pre y peri-implantatorios

Adicionalmente se realizé un analisis del comportamiento de la expresion de los genes OCT4,
FGF4 e INFtau en los dos estadios de desarrollo estudiados (pre y peri-implantatorios), tanto
para los embriones clonados como para los producidos por FIV, con el objetivo de determinar las
variaciones en la expresion de dichos genes a medida que avanza el desarrollo embrionario. Los
marcadores de indiferenciacién, OCT4 y FGF4 presentaron una tendencia de expresion similar,
observandose los mayores niveles de transcrito en los embriones pre-implantatorios. Los niveles
de FGF4 fueron significativamente diferentes entre los embriones pre y post-implantatorios, ya
sea en los obtenidos por FIV o por transferencia nuclear somatica (Figura 16a). En cuanto a
OCT4 los clones en estadio pre-implantatorio, presentaron niveles de expresion
significativamente mayores que el resto de los grupos estudiados (HMC-elong, FIV-blas e FIV-
elong). No obstante, aunque no significativamente, los blastocistos de FIV (FIV-blas)
presentaron una tendencia a niveles de expresion de OCT4 superiores que los embriones
elongados, ya sean obtenidos por clonacién o por FIV (HMC-elong y FIV-elong respectvamente)
(Figura 16b). Los niveles de INFtau aumentaron significativamente entre el estadio pre y peri-

implantatorio, también independiente mente del método de produccion de los embriones (TN o
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FIV), observandose los mayores niveles de transcripto de este gen en el estadio peri-

implantatorio (Figura 16c¢).
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Figura 16. Cuantificacién de los niveles de expresion de marcadores del ICM (A y B) y del TE
(C) durante los periodos pre y peri-implantatorio en embriones clonados y de FIV.

HMC-blas, FIV-blas: blastocistos clonados y de FIV respectivamente.

HMC-elong, FIV-elong: embriones alongados clonados y de FIV respectivamente.

a,b, c: letras diferentes dentro de un mismo gréfico indican diferentas significativas con P<0.05
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2.4-Analisis global de la expresion génica en embriones peri-implantatorios

Finalmente se realizé un estudio por microarreglo de la expresion global génica en los embriones
producidos por transferencia nuclear somatica y por fecundacion in vitro, durante el periodo peri-
implantatorio. Con este fin se utilizé un arreglo bovino que contiene ADNc de 1800 genes
individuales los cuales fueron obtenidos a partir de 8 librerias sustractivas como se explica en
“Materiales y Métodos”. Cada slide contiene tres impresiones de cada gen que constituyen
réplicas dentro de cada hibridacion. Se realizaron tres experimentos de hibridacién dentro de los
cuales se consideraron réplicas técnicas para minimizar los cambios falsos de la expresion génica
e identificar los genes que realmente se encuentran diferencialmente expresados. Para la
hibridacion se utilizaron los ARNm totales, obtenidos a partir de los embriones elongados
correspondientes a las muestras HMC4 y 5 e FIV1.

De los 1800 genes representados en el arreglo, 1321 (73.4%) se encontraron expresados en los
embriones estudiados (clones y FIV). Del total de genes expresados, 1274 presentan niveles de
expresion similares en los clones y en los controles (FIV) (96.4%). El resto de los genes se
encuentran derregulados en los embriones clonados con respecto a los embriones de FIV con una
diferencia en los niveles de expresion superior a 2 veces (-1>log2 mediana>1). De forma general
se determiné que 30 genes estuvieron sobre expresados en los embriones producidos por HMC
mientras que 17 genes estuvieron sobre expresados en los embriones de FIV (Figura 17). De los
47 genes que se encuentran derregulados en los embriones clonados (ya sea hiper o hipo
expresion), 2 no se encuentran identificados, el resto de los genes estdn identificados y sus
secuencias publicadas en la base de datos del NCBI (Tabla 10). Los 45 genes identificados

fueron clasificados segtin su funcién bioldgica utilizando el programa DAVID Bioinformatics

Resources 2008 (http://david.abcc.ncifcrf.gov). Esta clasificacion mostré que 42 de estos genes
tienen una funcién biolégica conocida, las cuales estan relacionadas con la sintesis de proteinas,
unién a calcio, expresion génica, respuesta a estimulos y metabolismo entre otras (Figura 18).

Algunos genes a su vez codifican para proteinas que participan en mds de una funcién biolégica.
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Genes sobre expresados en Genes sobre expresados en HMC (2.3%)
FIV (1.3%)

Genes no expresados
(26.6%)

Genes igualmente expresados en HMC e FIV
(96.4%)

Figura 17. Andlisis global de la expresidon génica mediante microarreglo en embriones clonados

(HMC) y embriones producidos por FIV (FIV)

Tabla 10: Genes con diferencia de expresion superior a dos veces entre clones y embriones

producidos por FIV
Codigo de )
log Gen Simbolo
Acceso
GENES HIPO EXPRESADOS EN CLONES
-1.79  Bos taurus similar to H2A histone family, member Y isoform 2 BC113287 H2AFY
PREDICTED: Bos taurus similar to Weel-like protein kinase
-1.7 XM_598279 WEEI1
(WEE1hu)
-1.64 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:4025331, chimeric BC025983 -
PREDICTED: Bos taurus hypothetical protein LOC616433
-1.5 XM_881654 DPPA3
(LOC616433)
Bos taurus Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide B/B'
-1.5 BC112634 SNRPB1
Isoform B'
PREDICTED: Bos taurus similar to leucine-rich repeats and
-1.45 XM_581598 LRCHI1
calponin
Bos taurus calcium binding protein P22, mRNA (cDNA clone
-1.32 BC103418 CHP (CBPP22)
MGC:127971
-1.28 Homo sapiens serine/threonine protein kinase Kp78 splice variant AF159295 TAK75a
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-1.26

-1.24

-1.22

-1.22

-1.21

-1.18

-1.11

-1.1

-1.04

1.03

1.04

1.29

1.31
1,35
1.39

1.42

1.42
1.46

1.48

1.55

1.56
1.59
1.66

Tabla 10 Continuacién
Mus musculus 18S ribosomal RNA-like mRNA, partial sequence
Bos taurus similar to chromosome 16 open reading frame 50,
mRNA
Sus scrofa transposase DDE-like protein mRNA, complete cds
Bos taurus secreted protein, acidic, cysteine-rich (SPARC),
mRNA
full-length cDNA clone CSODMO004YBO03 of Fetal liver of Homo
sapiens
PREDICTED: Bos taurus similar to Adapter-related protein
complex
PREDICTED: Bos taurus similar to NACHT, leucine rich repeat
and
PREDICTED: Bos taurus similar to projection protein PF6
(LOC535545),
Homo sapiens bromodomain containing 4 (BRD4), transcript

variant

AY248756

BC111354

AY864607

NM_174464

CR596839

XM_580685

XM_583927

XM_615649

NM_058243

GENES SOBRE EXPRESADOS EN CLONES

Bos taurus ribosomal protein, large P2, mRNA (cDNA clone
MGC:133557

Bos taurus ribosomal protein L35a (RPL35A), mRNA

Bos taurus Aurora-A, mRNA (cDNA clone MGC:134472
IMAGE:8055804)

Bos taurus similar to chaperonin containing TCP1, subunit 2
Bos taurus tubulin, alpha 1 (testis specific) (TUBAI), mRNA
Bos taurus ribosomal protein S25 (RPS25), mRNA

Bos taurus ribosomal protein S3, mRNA (cDNA clone
MGC:127206

PREDICTED: Bos taurus similar to synaptotagmin-like 2 isoform
PREDICTED: Bos taurus nucleolin, transcript variant 9 (NCL)
PREDICTED: Bos taurus similar to 60 kDa heat shock protein,
mitochondrial

20 alpha-hydroxysteroid dehydrogenase [cattle, testes, mRNA
Partial

Bos taurus ribosomal protein S12 (RPS12) mRNA, complete cds
Bos taurus tumor protein, translationally-controlled 1 (TPT1)

Bos taurus guanine nucleotide binding protein (G protein), beta

BC110143

NM_001025321

BC111181

BC103298
NM_001034204
NM_001025315

BC102090

XM_877270
XM_874293

XM_880722

554973

AY528251
NM_001014388
BC102286

CCDC135

SPARC

C170rf45

SPAG17

BRD4

RPLP2

RPL35A

AURKA

CCT2
TUBA4A
RPS25

RPS3

NCL

HSP60

AKRIBI1

RPS12
TPT1
GNB2L1
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1.73

1.78

1.81

1.95

2.09

2.31
2.36
2.45
2.73

3.14

3.18

3.98
4.17

5.61

Tabla 10 Continuacién
Bos taurus enolase 1, mRNA (cDNA clone MGC:127526
IMAGE:7948635)
Bos taurus ribosomal protein S11 (RPS11), mRNA
Bos taurus ribosomal protein L10a, mRNA (cDNA clone
MGC:127799
Bos taurus prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin
Bos taurus heat shock 70 kDa protein 8, mRNA (¢cDNA clone
MGC:128130
Bos taurus similar to interleukin enhancer binding factor 2,
Bos taurus keratin 8 (KRTS8), mRNA
PREDICTED: Canis familiaris similar to nuclear autoantigenic
PREDICTED: Bos taurus similar to Keratin, type I cytoskeletal
Bos taurus similar to nucleophosmin 1, mRNA (cDNA clone
MGC:127254
Bos taurus ribosomal protein L23, mRNA (cDNA clone
MGC:127875
Bos taurus trophoblast protein-1 (TP-1), mRNA
PREDICTED: Bos taurus similar to Interferon delta-1 precursor
Bos taurus trophoblast Kunitz domain protein 1 (TKDP1)
mRNA

BC103354

NM_001024568

BC102653

NM_174445

BC105182

BC111202
NM_001033610
XM_532597
XM_582930

BC102099

BC102556

NM_001015511
XM_871285

AF241776

ENO1
RPS11
RPL10A
PTGS2
HSPAS (HSP70)

ILF2
KRTS8
NASP

KRT18

NPM1

RPL23

TP1

TKDP1

Filas en negrita se refiere a los genes que fueron utilizados para la validacién de los datos del

microarreglo

Log: valor obtenido a partir de los experimentos de hibridacién el cual fue utilizado para determinar las

diferencias de expresién de los genes presentes en las muestras estudiadas (clones y embriones de FIV)
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Figura 18. Clasificacion segin su funcién biolégica de los genes diferencialmente expresados en
los embriones clonados y de FIV. Clasificacién basada en el programa DAVID Bioinformatics

Resources 2008 (http://david.abcc.ncifcrf.gov)

Para la validacién de los datos obtenidos a partir del microarreglo se determinaron los niveles de
expresion, mediante PCR tiempo real, de 6 genes que se encontraron derregulados en este
experimento y los cuales fueron seleccionados al azar. Basados en los valores obtenidos a partir
del microarreglo se seleccionaron tres genes que se encontraron sobre expresados en los clones
(TP1, TKDPI1, HSP70) y tres sobre expresados en los embriones de FIV (SPARC, SNRB1 y
CBPP22). El andlisis de correlacién se realiz6é incluyendo las muestras de clones y embriones de
FIV que fueron utilizadas para los experimentos de hibridacion (HMC4, HMCS y FIV1). De los
seis genes seleccionados, cinco de ellos (TP1, TKDP1, SPARC, SNRB1 y CBPP22) tuvieron un
comportamiento similar en el microarreglo y en el PCR tiempo Real con R’=0.92 y P<0.05
(Figura 19). Cuando se compararon los niveles de expresiéon obtenidos por PCR tiempo final, se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) para los genes TP1, TKDP1, SPARC y HSP70,
por el contrario no hubo diferencia significativa entre los niveles de expresion de clones e FIV

para los genes SNRB1 y CBPP22 (Figura 20).
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Figura 19. Correlaciéon entre la proporcion de la expresion entre embriones clonados y

producidos in vitro obtenida por qPCR y por microarreglo. Las réplicas bioldgicas analizadas en

el gPCR son las mismas que se utilizaron para el microarreglo
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Figura 20. Cuantificacion de la expresion de genes encontrados diferencialmente expresados en

el estudio por microarreglo en embriones elongados clonados (HMC) y producidos por

fecundacion in vitro (FIV)

a, b: letras diferentes en un mismo grafico significa diferencia significativa con P<0.05

89



2.5-Evaluacioén del desarrollo post-implantatorio de embriones clonados

Como se muestra en la Tabla 11, 9 de los 17 blastocistos transferidos se implantaron. Las

gestaciones fueron detectadas al dia 35, diagnosticindose cinco gestaciones simples y dos

gestaciones gemelares. Al dia 85 solo se mantuvieron 4 gestaciones simples las cuales

continuaron hasta el dltimo trimestre. Uno de los fetos se perdié por aborto espontdneo al

séptimo mes y un segundo feto al octavo mes de gestacion. El resto de los fetos continuaron su

desarrollo a término y ambos nacieron vivos pero solo uno de ellos fue capaz de sobrevivir més

de dos meses (Tabla 11 y Figura 21).

Tabla 11. Resumen del desarrollo post-implantatorio de embriones clonados producidos con la

linea celular adulta

No. No. Hembras gestadas al dia: (%) Nacidos
Embriones Hembras 35 85 150 210 280 Vivos
transferidos | trasferidas
17 14 7 (50%) | 4 (28.5%) | 4 (28.6%) | 4 (28.6%) | 3 (21.4%) | 2 (14.3%)
417 | 2357 | (23.5) | 235 | (17.67) | (11.87

*: eficiencia por receptoras

**: eficiencia por embriones

Figura 21. Victoria, ternera clonada a partir de la linea celular adulta (CWA).

a: a las 24 horas de vida. b: a los dos meses de vida
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DISCUSION

Capacidad de diferentes lineas celulares de generar embriones clonados

En la primera etapa de este trabajo se evalud la capacidad de dos lineas celulares, una fetal (LCF)
y otra adulta (CWA), de producir embriones clonados mediante una técnica de transferencia
nuclear somdtica no convencional “Hand made cloning” (HMC). Las células donantes de
nucleos son uno de los principales factores que afectan la eficiencia de la clonacién somética. La
capacidad de éstas de fundirse con el citoplasto receptor y posteriormente ser reprogramadas va a
depender de la linea celular utilizada como donante de nicleo y esto a su vez influye en la
eficiencia de produccion de embriones (Miyoshi et al., 2003).

Los experimentos preliminares mostraron que no existen diferencias en los porcentajes de fusion
de las lineas celulares LCF y CWA. Ademads la sobrevida a la fusién no dependié de la linea
celular utilizada. Se demostré de forma indirecta que la membrana de las células donantes no se
afect6 significativamente debido al aislamiento de la linea celular, durante las rutinas de trabajo
con las células, tales como cultivo in vitro, congelacion y descongelacion, ni por el pulso
eléctrico durante la fusion. Estos resultados coinciden con lo reportado por Hayes y
colaboradores (2005a) quienes demostraron el efecto de los métodos de congelacién sobre la
estructura de las membranas celulares. Dafios considerables en las membranas producto de la
congelacion, se reflejan en una disminucion significativa en los porcentajes de fusion (25.62% vs
54.64%). Los porcentajes de fusién obtenidos con ambas lineas celulares fueron superiores a los
reportados para la técnica de clonacién con micromanipuladores independientemente de las
células donantes (Hayes et al., 2005a) y similares a los reportados para HMC en bovinos (Vajta
et al., 2003).

Es probable que la alta eficiencia de fusién obtenida, utilizando HMC, esté dada por un mayor
contacto entre las membranas de la célula donante y el ovocito receptor debido a la ausencia de
la zona pelicida del ovocito. Por otra parte la produccién de blastocistos a partir de cada una de
las lineas celulares utilizadas en el presente trabajo, no dependi6 de la eficiencia de fusion ni de
la sobrevida de los embriones reconstruidos. Todos los grupos de transferencia nuclear,
realizados con ambas lineas celulares produjeron blastocistos al dia 7 con una alta eficiencia. De

lo discutido anteriormente, se puede concluir que la generacién eficiente de embriones clonados
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a partir de las dos lineas celulares empleadas, fue independiente de las condiciones de cultivo o
tipo de las mismas (fetales y adultas). Esto refleja que los nicleos donantes pueden ser
reprogramados al ser transferidos a ovocitos receptores.

No obstante, la eficiencia de generacion de blastocistos clonados varié significativamente,
obteniéndose mejores resultados con la linea celular adulta (38.2% con LCF y 65.7% con CWA).
En la literatura, los resultados mds eficientes de produccién de blastocistos bovinos mediante
transferencia nuclear somdtica con micromanipuladores, se encuentran alrededor de un 30%
(First et al., 2002). Los datos publicados de produccién de clones mediante HMC atn son muy
escasos incluso en bovinos, aun asi, los mejores resultados de produccion de blastocistos (52%
con una linea celular fetal y 49% con células de la granulosa) fueron publicados por Vajta y
colaboradores quienes establecieron esta técnica de clonacién en bovinos y posteriormente en
porcinos (Vajta et al., 2003; Li et al., 2006b). En este estudio, la eficiencia de generacion de
embriones clonados, expresada en términos de porcentajes de blastocistos al dia 7, para la linea
LCF fue similar a la reportada para transferencia nuclear bovina independientemente del método
(HMC o convencional), sin embargo, la linea adulta (CWA) produjo de manera repetible un
mayor porcentaje de blastocistos que lo reportado hasta ahora para la especie bovina, ya sea por
HMC o clonacién convencional. Los datos se comparan favorablemente con las tasas de
blastocistos que se obtienen en los mejores casos, a través de FIV (Vajta et al., 2001).

Teniendo en cuenta estos resultados se podria deducir que la linea celular adulta es més eficiente
para la produccion de embriones clonados que la linea fetal. Durante los primeros afios, después
del nacimiento de Dolly, muchos autores sustentaron la hip6tesis que las células fetales son mas
eficientes para la produccidon de embriones clonados que las lineas de células adultas. Las células
fetales son mds cercanas a las embrionarias en cuanto al tamafio de los telomeros y su capacidad
de proliferacion (Hill et al., 2000). A pesar de esto, los resultados publicados demuestran que las
células adultas pueden ser tan eficientes como las fetales y la capacidad de reprogramacién
nuclear podria estar dada por las diferencias entre cada linea celular mas que por el origen de
éstas (Kuhholzer et al., 2001; Miyoshi et al., 2003). Por tanto, el hecho que la linea celular CWA
sea capaz de producir mayores porcentajes de embriones en estadio de blastocisto que la linea
LCF podria ser atribuible a condiciones epigenéticas de este cultivo mds que al origen de la linea

en lo referente a la edad del individuo donante.

92



Evaluacion del desarrollo pre-implantatorio de embriones clonados

En la mayoria de los estudios en los que se compara la influencia de diferentes lineas celulares
sobre la eficiencia de la clonaciéon somdtica, los resultados son expresados en tasas
(porcentuales) de blastocistos producidos a partir de cada una de ellas. Muy pocos de estos
trabajos analizan la calidad de los embriones producidos, de forma que se pueda intentar predecir
el éxito de la implantacion y el desarrollo post-implantatorio. Teniendo en cuenta este aspecto,
en este trabajo se determind la calidad en términos morfoldgicos y de expresion génica de los
embriones clonados en estadio pre-implantatorio, producidos a partir de cada una de estas lineas

celulares.

Evaluacion morfologica

Uno de los métodos mds sencillos para evaluar la calidad de los embriones se basa en
caracteristicas morfoldgicas tales como el niimero de células totales. Debido a que los embriones
pre-implantatorios crecen por la activa replicacion de las blastomeras, el nimero total de células
(NTC) es comunmente utilizado para evaluar la capacidad de desarrollo in vitro de los embriones
(Ushijima et al., 2008). En bovinos, a los siete dias de desarrollo, el embrion tiene
aproximadamente 120 células (Morris et al., 2000). Los embriones clonados, producidos con las
lineas LCF y CWA tuvieron en promedio, un nimero de células totales similares (95 y 98
respectivamente). Este nimero es aceptado por la IETS (International Embryo Transfer Society)
para clasificar embriones bovinos producidos in vitro dentro de la categoria I. Ushijima y
colaboradores (2008) reportaron datos similares para blastocistos bovinos producidos por
transferencia nuclear con micromanipuladores.

Ademads del nimero de células totales, la evaluacion morfolégica considera la formacién del
macizo celular interno (ICM), trofoblasto (TB), una adecuada cavitaciéon y expansion del
embridn. Este método no es invasivo y permite determinar la calidad de los embriones, asi como
predecir el éxito de las gestaciones (Utsunomiya et al., 2008). En el presente trabajo de tesis se
realizd una evaluacién de la morfologia de los embriones clonados al dia 7 de desarrollo,
producidos a partir de ambas lineas celulares. En este caso los embriones fueron agrupados en las

categorias 1 y II segtn la apariencia del ICM y del TB, asi como la expansion del blastocele. El
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promedio de blastocistos clase I producidos con la linea CWA fue significativamente superior a
los producidos con la linea LCF (83.9% y 70.4% respectivamente). Nishigai y colaboradores
(1999) demostraron que los blastocistos bovinos producidos in vivo clasificados en la categoria
“excelente” (equivalente a clase I en este trabajo), produjeron tasas de gestaciones
significativamente superiores que los embriones de la categoria “buenos” (equivalente a clase 11
en este trabajo). Esto sugiere que la linea celular adulta es capaz de producir un mayor porcentaje
de embriones con mayor probabilidad de continuar su desarrollo a juzgar por su calidad

morfoldgica.

Evaluacion de los patrones de expresion génica

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en porcentajes de blastocistos asi como en la calidad
de los embriones producidos a partir de ambas lineas celulares se podria concluir que la linea
celular CWA es mads eficiente para producir embriones clonados que la linea LCF. No obstante,
este resultado no refleja el estado de reprogramacion que sufrié el nicleo donante después de la
transferencia. Existen reportes que demuestran que en embriones clonados muchos de los genes
necesarios para el desarrollo embrionario no se regulan adecuadamente, ain cuando la
morfologia y la velocidad de desarrollo indican que son embriones completamente normales
(Niwa et al., 2000). Es muy probable que estos problemas en la regulacion de genes durante los
diferentes estadios de desarrollo sean la causa de la baja eficiencia en la implantacion y
mantenimiento de las gestaciones que se produce cuando se transfieren embriones clonados. El
conocimiento de la habilidad de reprogramacién de las células donantes, podria incrementar
significativamente la eficiencia de la clonacion somatica. En este sentido sélo se transferirian a
hembras receptoras aquellos clones producidos a partir de células cuyo potencial de
reprogramacion sea suficiente para generar embriones con patrones de expresion génica que no
difieren significativamente de los patrones de embriones producidos por FIV o in vivo.

En el presente trabajo se evalud la expresion de genes cruciales para el desarrollo embrionario,
selecciondndose marcadores del ICM y del TB en los embriones clonados producidos a partir de
ambas lineas celulares. Los patrones de expresion obtenidos en los clones ademds fueron
comparados con el patrén de blastocistos producidos por FIV (controles). Dentro de estos genes

expresados por el ICM se estudiaron los marcadores de totipotencia OCT4, NANOG y SOX2 los
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cuales son reguladores positivos del linaje celular del ICM y FGF4 que actiia sobre las células
del TB. Los marcadores trofoblasticos estudiados fueron CDX2, INFtau y EOMES.

Similar a lo reportado por otros investigadores, en los blastocistos de FIV, se detecto la presencia
de transcriptos de todos los genes estudiados excepto EOMES (Hall et al., 2005; Degrelle et al.,
2005). EOMES tampoco se detecté en ninguno de los grupos de clones independientemente de la
linea celular utilizada. Este resultado contradice los datos reportados por Hall y colaboradores
(2005) quienes determinaron la expresion de EOMES en uno de los grupos de embriones
bovinos producidos por FIV, incluidos en el estudio realizado por dichos investigadores.

En blastocistos de ratén, EOMES es expresado por las células del trofoblasto polar, controlando
la diferenciacién entre las células del trofoblasto polar y el mural (Kimber et al., 2008). Sin
embargo no estd clara la posible funcién de las células del trofoblasto polar en embriones
bovinos. En la mayoria de los mamiferos, excepto en roedores y en primates superiores, el
trofoblasto polar desaparece inmediatamente después de la expansién y protrusion del blastocisto
(Degrelle et al., 2005). Es muy probable que mediante PCR tiempo final no sea posible detectar
los niveles de EOMES en blastocistos bovinos debido al bajo nimero de células responsables de
su expresion en este estadio de desarrollo, lo cual sugiere que este gen es necesario en etapas mas
tardias en el caso de embriones bovinos. LLos datos obtenidos por Hall y colaboradores (2005),
podrian ser el resultado de aberraciones en la expresion de EOMES debido al sistema de
produccién in vitro, teniendo en cuenta que solo detectaron EOMES en no de los grupos
analizados.

En cuanto a los embriones clonados, solo el grupo W7 (clones producidos con CWA) present? el
mismo patrén de expresion génica que los embriones de FIV por lo que se podria inferir que la
linea adulta es capaz de ser reprogramada correctamente después de la transferencia, al menos al
tomar en cuenta los genes estudiados. El patron de expresion difiere esencialmente entre los
grupos de clones producidos con células distintas (LCF vs CWA) y entre clones y embriones de
FIV (LCF-CWA vs FIV). A pesar de las diferencias globales observadas en los patrones de
expresion génica, OCT4, CDX2 e INFtau se expresaron en todos los grupos de embriones
independientemente de la linea celular utilizada. Estudios previos han demostrado que la
continuidad del desarrollo de embriones de ratén, més alld del estadio de blastocisto depende de
la expresion de OCT4 (Nichols et al., 1998) y sus niveles determinan la diferenciacién o no de

las células madres embrionarias (Niwa et al., 2000). En embriones bovinos en estadio de
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blastocisto, la expresion de OCT4 se restringe al ICM (Boiani et al., 2002), no obstante los
niveles de proteina permanecen elevados en el TB, posiblemente por la activa proliferacién de
las células trofoblasticas durante este estadio de desarrollo (Kirchhof et al., 2000). Por tanto, la
expresion de OCT4 en todos los embriones producidos es un elemento positivo que sugiere una
mayor capacidad de desarrollo in vitro.

Por su parte, la expresion constante de INFtau y CDX2 en los embriones clonados, demuestra
que efectivamente se produce diferenciacion celular y formacién de células del TB en el estadio
de blastocisto. Recientemente se ha observado que CDX2 juega un papel esencial para la
segregacion del ICM y del TB en embriones de raton mediante la represion de OCT4 y NANOG
en la células del TB (Strumpf et al., 2005; Ralston et al., 2008). En bovinos CDX2 es crucial
para el correcto desarrollo de la placenta y patrones de expresion aberrados de este gen conllevan
a problemas en la implantacién (Hall et al., 2005; El-Sayed et al., 2007). Hall y colaboradores
(2005), reportaron la expresion de CDX2 en embriones bovinos en estadio de blastocisto
producidos tanto in vivo, por FIV como por transferencia nuclear somdtica. Sin embargo, la
expresion de este gen se ve afectada por los métodos de clonacién empleados por estos
investigadores (Hall et al., 2005). En rumiantes, INFtau es el responsable del reconocimiento de
la gestacion mediante la activacion de la expresion de proteinas endometriales necesarias para la
correcta implantacién y mantenimiento de la prefiez (Lonergan et al., 2003). Por tanto, la
deteccion de INFtau en todos los grupos de embriones (clones y FIV) incluidos en este trabajo,
podria ayudar a predecir de forma preliminar una correcta implantacion de éstos.

Los genes SOX2, NANOG y FGF4 presentaron un patrén de expresion diferencial entre los
grupos de embriones clonados comparados con los de FIV, incluso entre grupos de clones de una
misma linea celular. Existen muy pocos reportes sobre la localizacién y funcién de SOX2 y
NANOG en embriones bovinos pre-implantatorios. Al menos en ratéon, NANOG y SOX2
comparten con OCT4 el rol de mantener las caracteristicas de las células del ICM (Avilion et al.,
2003). A pesar de la aberrada expresion de NANOG y SOX2, todos los embriones estudiados
mostraron una morfologia excelente, por tanto se podria decir que OCT4 es suficiente para
mantener las células del ICM, al menos hasta estadio de blastocisto en embriones bovinos.

Se ha demostrado que en embriones de ratéon, OCT4 y SOX2 activan la expresion de FGF4, el
cual actia como sefial paracrina sobre la proliferacién y diferenciacion del trofoectodermo

(Rossant y Cross, 2001). Existe un marcado déficit de informacion cientifica publicada, referente
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a la expresion coordinada de estos factores en embriones bovinos. En ratén la expresion de genes
asociados al mantenimiento de pluripotencia incluyendo FGF4, UTF1, FBXO15, LEFTY1 y
NANOG, es regulada por un “enhancer” que contiene sitios de respuesta a OCT4 y SOX2 (Oct-
Sox). A su vez este enhancer también regula la expresion de SOX2 y OCT4 mediante un
mecanismo de retroalimentacién positiva (Masui et al., 2007). SOX2 es indispensable para
mantener la pluripotencia de las células madres de ratén, la ausencia de SOX2 en estas células
promueve la diferenciacion en células similares al trofoectodermo, lo cual sugiere que la
expresion de OCT4 va a depender de la activacién mediada por SOX2. La represién de SOX?2
promueve la expresion de genes marcadores del trofoectodermo lo cual se potencia con la
disminucién paulatina de los niveles de OCT4 debido a la ausencia de SOX2.

Existen evidencias que indican que la funcién de SOX2 sobre la activacion de los marcadores de
pluripotencia, puede ser inicialmente remplazada o apoyada por otros miembros de la familia
Sox. Masui y colaboradores (2007) demostraron que ademds de SOX2, al menos en ratén,
SOX4, SOX11 y SOXI15 también pueden actuar sobre este sitio para la regulacién de la
expresion de los genes antes mencionados (Figura 22). Esto demuestra que atn en ausencia de
SOX2, en embriones de ratén, es posible activar la expresion de OCT4 y posiblemente de otros
genes como FGF4 y NANOG.

En este trabajo de tesis no se logré detectar mediante PCR tiempo final la expresion de FGF4 en
el grupo experimental F6 (clones de la linea fetal) ni NANOG en el grupo W2 (clones de la linea
adulta) a pesar de que ambos grupos expresaron tanto OCT4 como SOX2. A partir de estos
resultados, se postula como una hipétesis tentadora, que la expresion conjunta de OCT4 y SOX2
no fue suficiente para inducir la expresion de FGF4 ni NANOG en embriones bovinos. El hecho
que en todos los grupos de embriones clonados, se observara la expresion de OCT4 sugiere que
en embriones bovinos, probablemente existan circuitos paralelos que actien sobre un enhacer
similar al existente en ratones y que regula la expresion de OCT4, FGF4 y NANOG
independientemente de la expresion de SOX2.

Los embriones de raton, mutantes negativos para el gen FGF4, ain cuando su apariencia
morfoldgica es normal, no son capaces de sobrevivir después de la implantacion (Arman et al.,
1998). En estos embriones el ICM vy las células gigantes del TB degeneran, esto sugiere que
FGF4 es necesario més tardiamente para el correcto desarrollo de los embriones (Avilion et al.,

2003). Coincidente con los resultados obtenidos por Avilion y colaboradores, existen reportes
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que demuestran la deregulacion en la expresion de SOX2, FGF4 y NANOG, en embriones
bovinos clonados lo cual podria ser una de las causas del bajo potencial de desarrollo de estos
embriones a partir del estadio de blastocisto. Amarnath y colaboradores (2007), determinaron
que FGF4 es expresado en el 67% de los blastocistos producidos por FIV y en el 44% de los
blastocistos clonados. Lo cual concuerda con los datos obtenidos por Daniels y colaboradores
(2001) quienes reportaron que soélo el 30% de los blastocistos producidos por tranferencia
nuclear presentan una relacion normal entre el nimero de células totales y el nimero de células
del ICM vy este resultado podria estar atribuido a la carencia o incorrecta expresion de FGF4 en
éstos embriones. En nuestro caso, FGF4 fue detectado sélo en el 33% de los grupos de

embriones clonados incluidos en este estudio, lo que coincide con lo anteriormente discutido.
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Figura 22. Representacion esquematica del modelo transcripcional gobernado por los factores
OCT4 y la familia Sox. SOX2 y otros factores Sox regulan, de forma redundante, la expresion de
los genes dependientes del enhancer Oct-Sox, mientras que sélo SOX?2 regula multiples factores
de transcripcion los cuales pueden tener un efecto positivo o negativo sobre la expresion de

OCT4. Tomado de: Masui et al., 2007)
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Cuantificacion de la expresion de genes cruciales para el desarrollo (etapa pre-implantatoria)

Los datos obtenidos mediante el estudio cualitativo indican que existe una deregulacion en los
patrones de expresion génica entre los clones producidos a partir de ambas lineas celulares y de
estos a su vez con los embriones producidos por FIV, atn asi no se puede concluir sobre los
niveles de deregulacion de la expresion de los genes estudiados. Para ello se cuantificaron los
niveles de expresion de algunos de los genes estudiados anteriormente. En estudios anteriores se
ha demostrado que los niveles de OCT4 son importantes para mantener el estado indiferenciado
de las células madres y de las células del ICM en embriones de raton (Niwa et al., 2000). Por otra
parte, dada la importancia del INFtau en el reconocimiento de la gestacién por el ambiente
materno es muy probable que los niveles de expresion de este gen tengan una influencia
significativa para desencadenar la cascada de sefalizacion relacionada con la implantacion.
Existen varios estudios que vinculan los niveles d¢ ARNm de INFtau asi como la habilidad de
secretar la proteina con la capacidad de desarrollo y la calidad de los embriones bovinos
(Kubisch et al., 1998; Neira et al., 2007; Rizos et al., 2007; Roberts et al., 2008). Teniendo en
cuenta estos aspectos se podria pensar que los niveles de expresion de NANOG, EOMES vy
FGF4 también son fundamentales para la diferenciaciéon y mantenimiento de las células del
trofoblasto y del ICM en el estadio de blastocisto.

A pesar de la importancia que tienen los genes SOX2 y CDX2 en los mecanismos de
sefalizacion para la expresion de genes importantes en este periodo de desarrollo, no fueron
incluidos en este estudio ya que la cantidad de copias en estadio de blastocisto no permite la
amplificacién dentro de la regién cuantificable de la curva en el PCR tiempo real (Smith et al.,
2007). No fue posible la cuantificacion de los genes NANOG y EOMES, posiblemente debido al
bajo nimero de copias de éstos durante este estadio de desarrollo, no obstante se logré la
amplificacién de ambos transcriptos lo que evidencia la activacion de ambos genes tanto en
embriones producidos in vitro como en embriones clonados independientemente de la linea
celular utilizada. Este resultado indica que la expresion de EOMES en embriones bovinos,
comienza durante la etapa de blastocisto pero sus niveles son probablemente muy bajos como
para ser detectados por técnicas menos sensibles como el PCR tiempo final.

Se cuantificaron los niveles de expresion de los genes OCT4, INFtau y FGF4. Para los genes

INFtau y FGF4 no se observaron diferencias significativas entre los clones producidos con CWA
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y los embriones de FIV pero si entre los clones de LCF y los embriones de FIV. Este resultado
constituye una evidencia que las células adultas son capaces de producir embriones mds cercanos
a los controles en términos de expresion génica. Yao y colaboradores (2008) asi como Arnold y
colaboradores (2006) tampoco encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de expresion de INFtau entre embriones bovinos clonados, producidos por FIV e in vivo.
Sin embargo, Lo y Summers (2002) reportaron que los blastocistos bovinos con diferencias
morfoldgicas no tienen la misma capacidad para sintetizar y secretar INFtau, lo cual sugiere que
la expresion de este gen estd relacionada con el estadio de desarrollo y la calidad de los
embriones bovinos producidos por diferentes procedimientos. Este planteamiento justificaria las
diferencias en los niveles de INFtau entre clones producidos a partir de dos lineas celulares
diferentes, demostrando que en el caso de la clonacién somatica, la linea celular afecta en
diferente medida la capacidad de desarrollo de los embriones.

A pesar de no existir diferencias significativas entre los embriones clonados de células adultas y
los embriones de FIV, los niveles de transcripto tanto de INFtau como de FGF4, fueron menores
en los embriones clonados que en los embriones de FIV. Esta diferencia podria influir sobre el
desarrollo del TB en los embriones clonados, teniendo en cuenta el papel de FGF4 sobre la
proliferacién y diferenciacion de las células trofoblésticas. Los niveles de expresion de estos
genes se podrian ver reflejados en etapas de desarrollo mds tardias como la elongacién, el
reconocimiento y mantenimiento de la gestacion.

OCT4 por el contrario, tuvo niveles de expresion similares entre los clones de LCF y los
embriones de FIV, mientras que en los clones de CWA los niveles de expresion de este gen
fueron significativamente superiores. Estudios recientes han demostrados anomalias en la
expresion de OCT4 en embriones producidos por transferencia nuclear somdtica (Humphreys et
al., 2002; Bortvin et al., 2003; Sebastiano et al., 2005), asi como la correlacién entre dichas
anomalias y la influencia de la clonacién sobre la capacidad de desarrollo de embriones de raton
(Boiani et al., 2002). Beyhan y colaboradores (2007b) demostraron que los embriones clonados
generados a partir de células con alta capacidad para producir clones vivos, presentaron mayores
niveles de expresion de OCT4 que aquellos blastocistos producidos con células menos eficientes
(en términos de clones vivos). A su vez, los clones de células altamente eficientes presentaron

niveles de expresion de OCT4 superiores a los niveles de expresion de embriones de FIV a los 7
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dias de desarrollo (Beyhan et al., 2007b). Esto sugiere que los niveles de OCT4 estdn
relacionados directamente con la capacidad desarrollo de los embriones.

Los grupos de embriones clonados, independientemente de la linea celular utilizada, en los que
no se detecto la presencia de SOX2 mediante PCR tiempo final, presentaron los mayores niveles
de expresion de OCT4. Estos valores a su vez fueron significativamente diferentes (mayores) a
los determinados en aquellos grupos de clones que si expresaron SOX2 (datos no mostrados).
Aun cuando estos resultados son preliminares y no arrojan una conclusion definitiva, se puede
postular que existe una relacién directa entre la expresion de SOX2 y los niveles de expresion de
OCT#4 en embriones bovinos.

El andlisis de la variabilidad en la expresiéon de OCT4, INFtau y FGF4, indic6 que sélo existen
diferencias significativas en los niveles OCT4 entre los grupos de embriones clonados a partir de
células adultas. Por tanto, la variabilidad total de los genes individuales entre los embriones
clonados con la linea fetal y la linea adulta fue significativamente diferente s6lo para OCT4. Por
el contrario, Smith y colaboradores (2007) no encontraron diferencias significativas en la
variabilidad de la expresion de OCT4 u otros genes estudiados entre embriones producidos por
TN, FIV o producidos in vivo. Lo que sugiere que la diferencia que se produce entre los grupos
de embriones producidos a partir de la linea de células adultas puede deberse a que éstas son mas
refractarias a la reprogramacion de la expresion de este gen.

Es necesario destacar que mediante PCR tiempo final, se detecté que las células somaticas
utilizadas como donantes de nucleo, expresaron marcadores de totipotencia: OCT4, SOX2 y
NANOG en el caso de las células fetales y OCT4 y SOX2 en el caso de las células adultas. Este
hallazgo es contradictorio con los datos publicados donde la expresion de estos genes se restringe
a las células embrionarias, ICM y células madres, al menos en ratones y humanos (Sharov et al.,
2007). Debido a la importancia de estos genes en el desarrollo embrionario, su activacion en las
células donantes puede influir en su capacidad para ser reprogramadas en el citoplasto receptor.
Se conoce que existen pseudogenes de OCT4 por tanto el producto obtenido en las células
somadticas podria corresponder a un pseudogen y no a OCT4. Los resultados de la secuenciacion
del producto de PCR, la inmunohistoquimica para determinar la presencia de la proteina de
OCT4 (datos no mostrados) asi como la especificidad del producto obtenido mediante qPCR,

demostraron que efectivamente se trataba del gen OCT4.
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La cuantificacién de OCT4 en las células mostré que los niveles de expresion de este gen en la
linea adulta fueron significativamente superiores a los de la linea fetal. Como se menciond
anteriormente, OCT4 se expresa en las células germinales y en los embriones pre-implantatorios
por tanto, es muy probable que los ovocitos no presenten mecanismos para reprimir la expresion
de este gen ain cuando sus niveles excedan los normales (tomando como referencia los niveles
de embriones de FIV). Siendo asi, los citoplastos receptores no fueron capaces de reprogramar la
expresion de OCT4 proveniente de las células donantes, lo que explicaria los altos niveles de
ARNmMm de este gen en los clones producidos con CWA.

Las diferencias en los patrones de expresion génica que se observaron entre los embriones
clonados y los embriones de FIV, podrian estar determinadas por un factor adicional, la ausencia
de zona peldcida en los clones. No se conoce el papel de esta estructura en el control de la
expresion génica en embriones pre-implantatorios. No obstante, en estudios realizados
recientemente en embriones de ratén, donde la zona pelicida fue removida inmediatamente
después de la fecundacion, se observé una reduccion significativa de los niveles de metilacién
del ADN en los estadios de dos y cuatro células pero no en los estadios pronuclear, mérula y
blastocisto (Ribas et al., 2006). Hasta el momento no existen otras evidencias con las que se
puedan comparar los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, de forma que puedan ser
atribuidos en parte, a la ausencia de zona en los embriones clonados.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta este momento se demostré que las lineas
celulares utilizadas como donante de nicleo no sélo presentan diferencias en su capacidad de
generar embriones clonados en estadio de blastocisto, sino que estos embriones difieren en
cuanto a su calidad, medida en términos morfolégicos y de expresion génica. Aun cuando
ninguna de las dos lineas celulares generan embriones clonados con un patrén de expresion
génica idéntico al de los embriones de FIV, los embriones clonados, producidos a partir de la
linea CWA fueron mas “cercanos” a los de FIV que los creados con la linea LCF. Ademas, las
células adultas no sélo fueron maés eficientes para la produccién de embriones clonados sino que
estos embriones presentaron un mayor porcentaje de blastocistos clase 1. Estos datos demuestran
que existe una relacién entre la capacidad de una linea celular de generar embriones en estadio
de blastocisto y la calidad de estos en términos morfoldgicos y de expresion génica. Por tanto los
métodos no invasivos podrian ser predictivos de la calidad de la expresién génica en embriones

clonados.
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Evaluacion del desarrollo peri-implantatorio de embriones clonados

Debido a la alta eficiencia de la linea celular adulta para generar embriones clonados, ésta fue
elegida para evaluar la calidad y capacidad de desarrollo in vivo de embriones clonados
producidos por HMC. Hasta este momento, la mayoria de los trabajos relacionados con la
expresion génica en embriones bovinos, se ha enfocado en la etapa de blastocisto, debido
probablemente a la disponibilidad de las muestras a estudiar. Es muy posible que muchos genes
que regulan las etapas mds tardias de diferenciacion no se encuentren expresados durante el
periodo pre-implantatorio, de ahi la utilidad de estudiar la expresién génica en la etapa peri-
implantatoria.

La capacidad de desarrollo de los embriones clonados producidos a partir de la linea celular
CWA fue evaluada a través del desarrollo in vivo (elongacidon del trofoblasto y presencia del
botén embrionario) asi como mediante el estudio de los patrones de expresion génica comparado

con embriones de FIV.

Evaluacion morfologica

Las tasas de recuperacion de embriones bovinos en estadio peri-implantatorio, coinciden con lo
reportado por otros investigadores (Degrelle et al., 2005; Arnold et al., 2006; Sawai et al., 2007)
y estas a su vez no fueron significativamente diferentes entre clones y embriones de FIV. El
100% de los embriones recuperados al dia 17 de desarrollo se encontré en estadio filamentoso o
de elongacién por lo que se concluye que tanto los embriones clonados como los de FIV fueron
capaces de continuar su desarrollo in vivo. A pesar de esto, la talla de los clones fue
significativamente menor que la de los embriones de FIV (promedio de 91.8 mm y 174 mm
respectivamente). Ademds el nimero de embriones clonados con botén embrionario fue
significativamente menor que el nimero de embriones de FIV con ésta estructura claramente
definida (63% y 83% respectivamente).

Estos datos sugieren que existen diferencias entre la capacidad de desarrollo de embriones
clonados y embriones producidos por FIV, ya que la elongacién de los embriones varia
significativamente de acuerdo a la calidad de los mismos (Vajta, 2000b; Bertolini et al., 2002).

No obstante, la desviacion estdndar en la longitud de los embriones clonados (91.8 mm + 45.8)
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demuestra que muchos de ellos, alcanzaron una talla similar a la de los embriones de FIV y la
reportada para embriones producidos in vivo (Betteridge y Flechon 1988; Hue et al., 2001;
Maddox-Hyttel et al., 2003). Siguiendo este criterio de evaluacion, se podria plantear que
muchos de los embriones producidos por HMC utilizando la linea CWA tendrian la misma

capacidad de desarrollo in vivo que los embriones de FIV.

Evaluacion de los patrones de expresion génica

A pesar de los datos morfologicos presentados y los supuestos planteados, es muy probable que
éstos no permitan establecer conclusiones sobre la eficiencia de la implantacion de los embriones
clonados asi como el mantenimiento de las gestaciones a término. Después de la expansion y
protrusion del blastocisto y durante el periodo peri-implantatorio se produce una nueva onda de
diferenciacion celular. En este momento, en embriones bovinos, las células del trofoblasto
proliferan activamente y se diferencian para formar las células monucleadas y células
binucleadas (células gigantes o TGC; Arnold et al., 2006). Esto s6lo constituye un ejemplo que
demuestra los cambios que se producen en los embriones durante esta etapa de desarrollo y que
son el resultado del establecimiento de nuevos patrones de expresion génica. La correcta
expresion de los genes involucrados en esta etapa podria predecir el éxito de la implantacién y el
desarrollo post-implantatorio.

En esta etapa de desarrollo se estudi6 mediante PCR tiempo final la expresion de los mismos
genes estudiados durante la etapa pre-implantatoria (OCT4, FGF4, NANOG, SOX2, CDX2,
INFtau y EOMES). Dichos genes fueron seleccionados con dos objetivos: 1- determinar sus
patrones de expresion durante esta etapa de desarrollo en embriones bovinos y 2- definir las
diferencias que se producen ente la etapa pre y peri-implantatorias. Los embriones de FIV
expresaron todos los genes estudiados, incluyendo EOMES, lo cual podria ser consecuencia de la
correcta diferenciacion del TB acompafiada de un adecuado patrén de expresion génica. EOMES
también se expresd en todos los embriones clonados lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura donde se ha detectado la expresion de este gen durante el desarrollo peri-implantatorio
(Degrelle et al., 2005). Como se mencion6 anteriormente EOMES no se detect6 en los embriones
pre-implantatorios, independientemente del método de producciéon empleado (TN o FIV), lo que

indica que su expresion es diferenciada entre blastocistos expandidos y embriones elongados
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(etapa pre-implantatoria vs etapa peri-implantatoria). El patrén de expresion de EOMES descrito
en este trabajo, constituye el primer reporte que indica la expresion diferencial de este gen en
embriones bovinos durante los periodos pre y peri-implantatorios.

Otro dato interesante en los resultados obtenidos durante la etapa de elongacion es la expresion
de SOX2 en todos los grupos de embriones estudiados (clones y FIV), a diferencia de lo
observado en los blastocistos clonados. Es muy probable que sélo los embriones pre-
implantatorios que expresaron SOX2 continuaran su desarrollo in vivo, teniendo en cuanta la
funciéon de SOX2 sobre el mantenimiento de las caracteristicas pluripotentes del ICM en
embriones de ratén (Masui et al., 2007). También semejante a lo observado en los blastocistos, la
expresion conjunta de OCT4 y SOX2 no fue suficiente para inducir la expresion de FGF4 y
NANOG en los embriones clonados elongados, 1o que sustenta la hipétesis de la existencia de
mecanismos alternativos para la regulacion de la expresion de estos genes y posiblemente de
otros necesarios para la formacién del ICM y mantenimiento del botén embrionario en bovinos.
A diferencia de los embriones elongados producidos por FIV, los clones presentaron un patrén
de expresion génica diferencial, representado por los genes NANOG y FGF4. El gen FGF4 se
expreso en uno de tres grupos de clones elongados (HMCS) mientras que NANOG se detect6 en
dos de los tres grupos de clones (HMC4 y HMCS). La derregulacion de la expresion de FGF4
puede estar relacionada con el bajo nimero de clones elongados que presentaron botén
embrionario. Daniels y colaboradores demostraron que la expresion de FGF4 varia entre
embriones clonados y producidos por FIV pero sélo a nivel de blastocistos, hasta este momento,
no existen reportes que indiquen el comportamiento de este gen en embriones bovinos clonados
en la etapa de elongacion (Daniels et al., 2001).

Es interesante que el grupo HMCS5, compuesto por un embrién alongado producido por
clonacion, presentara el mismo patrén de expresion que los embriones de FIV. Esto significa que
en algunos casos (1/6 equivalente al 16%, en este estudio) ocurre una adecuada reprogramacion
nuclear en los embriones clonados, incluso al momento de la peri-implantacion. Este dato
coincide con el promedio de la tasa de nacimientos vivos de animales clonados, reportada
internacionalmente (10-15%).

Con respecto a NANOG, existen evidencias que demuestran la expresion de este gen en
embriones bovinos durante la etapa de elongacién (Degrelle et al., 2005). Durante el estadio de

blastocisto, la expresion de NANOG se limita al ICM pero a medida que el embridn se elonga la
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activacion de este gen también se extiende al TB (Degrelle et al., 2005). Se sabe que este gen al
igual que FGF4 juega un papel importante en la regulacion de la proliferacién y diferenciacion
de los diferentes linajes celulares. Aun asi no existen reportes cientificos que demuestren los
mecanismos de regulacion de la expresion de NANOG asi como el efecto de este gen durante la

etapa peri-implantatoria en bovinos u otras especies con implantacion retardada.

Cuantificacion de la expresion de genes cruciales para el desarrollo (etapa peri-implantatoria)

Similar a los ensayos realizados en la etapa pre-implantatoria, se cuantificaron los niveles de
transcripto de los genes en estudio en embriones elongados de 17 dias de desarrollo. En este caso
tampoco estuvieron incluidos los genes CDX2 ni SOX2 pero se logré la amplificacion en la
region cuantificable de los genes EOMES y NANOG a diferencia de lo obtenido en los
blastocistos. Este trabajo de tesis es el primer reporte de la cuantificacién de los niveles de
expresion de los genes OCT4, NANOG, EOMES y FGF4 en embriones elongados. Los niveles
de expresion de todos los genes estudiados (los mencionados anteriormente e INFtau) fueron
mayores en los embriones producidos por FIV que los embriones clonados, siendo diferentes
estadisticamente los niveles de ARNm de los genes NANOG, EOMES y FGF4. El hecho que los
niveles de expresion de todos los genes estudiados sea menor en los embriones clonados puede
estar explicado por una inadecuada regulacion de la expresion producto de la clonacion.

Interesantemente y a diferencia de lo observado en la etapa pre-implantatoria, no se encontraron
diferencias significativas en la expresion de OCT4 entre los embriones elongados clonados y de
FIV e incluso los niveles de expresion fueron menores en los embriones clonados. Este dato
sugiere que durante la etapa de elongacién existen otros mecanismos de regulacion de la
expresion de OCT4 que lograron silenciar de alguna forma, los altos niveles de expresion que se
observaron en los blastocistos clonados producidos con las células adultas. Otra hipdtesis es que
en etapas mas tardias del desarrollo embrionario, la regulaciéon de la expresion de factores de
pluripotencia como OCT4 es mucho mas fuerte ya que en este momento existen mds eventos de
diferenciacion celular que en blastocistos. Los niveles de ARNm de OCT4 en los embriones de
FIV (blastocistos y elongados) se mantuvieron constantes e iguales a los observados en los
clones elongados. Beyhan y colaboradores (2007b) demostraron que tanto en embriones

producidos por FIV como en clones producidos a partir de diferentes lineas celulares, los niveles
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de OCT4 aumentan durante el desarrollo pre-implantatorio, observandose los mayores niveles de
expresion en estadio de blastocisto expandido. Los datos obtenidos en este trabajo de tesis
demuestran que la expresion de OCT4 no varia durante la etapa peri-implantatoria y que ademas
existen mecanismos que aseguran la correcta expresion de este gen durante este periodo de
desarrollo.

Por otra parte la expresion de FGF4 fue significativamente menor en los embriones clonados que
en los embriones de FIV al dia 17 de desarrollo. Este resultado coincide con lo observado en los
ensayos de expresion mediante PCR tiempo final, donde se determiné que la mayoria de los
embriones clonados no expresaron este gen, por 1o menos a niveles detectables por dicha técnica.
Con respecto a lo observado en los embriones pre-implantatorios, la expresion de FGF4
normalizada contra un gen enddgeno, disminuy6 significativamente en los embriones elongados
independientemente de su origen (clonacién y FIV), siendo esta disminucion significativamente
mayor en los embriones elongados producidos por clonacion. Probablemente los bajos niveles de
la expresion de FGF4 en los clones, estén relacionadas con la disminucion de OCT4 en estos
embriones con respecto al estadio de blastocisto.

Estos datos sugieren que los niveles de FGF4 disminuyen en embriones bovinos durante la etapa
peri-implantatoria, ain cuando los niveles de OCT4 se mantienen constantes y que todos los
embriones expresaron SOX2 como se menciond anteriormente. Sin embargo, NANOG aument6
en los embriones elongados con respecto a los embriones pre-implantatorios atin cuando este
aumento fue significativamente mayor en los embriones de FIV. Todo esto sugiere que NANOG
y FGF4 presentan mecanismos de regulacion diferentes, al menos en embriones bovinos peri-
implantatorios. A juzgar por estos resultados, parece que en embriones bovinos existen otros
mecanismos de control de la expresion de FGF4, los cuales posiblemente estén relacionados con
la represion de la expresion de este gen si se considera que similar a lo que ocurre en ratén
(Figura 22), OCT4 y SOX2 actian como inductores de la expresion de FGF4. NANOG por su
parte tiene un patréon de expresion que pudiera ser la causa de mecanismos de regulaciéon
similares a lo descrito en ratones donde la expresion de este gen es regulada positivamente por
OCT4 y SOX2 (Masui et al., 2007).

Similar a lo observado con NANOG, la expresion de EOMES aument6 a niveles cuantificables
mediante PCR tiempo real, en embriones elongados con respecto a los blastocistos, ya sean

producidos por TN o FIV. Esto indica que la expresion de este gen aumenta durante la etapa
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peri-implantatoria, lo que puede estar relacionado con la alta proliferacion, durante esta etapa de
desarrollo, de las células trofoblasticas encargadas de la expresion de EOMES. Es muy probable
que similar a lo que ocurre con otros miembros de la familia de factores de transcripcion de la
caja T (T-box), los niveles de la proteina de EOMES sean importantes para determinar su
funcién. Se ha observado que en otros miembros de esta familia, los alelos mutantes producen un
fenotipo de haploinsuficiencia, indicando que los niveles de proteina de los genes T-box son
importantes para determinar su funcién (Wilson y Conlon, 2002). En este caso, el aumento de la
expresion de EOMES puede indicar que tanto en los embriones clonados como en los embriones
de FIV se ha producido una regulacién correcta de la expresion de este gen. Aun asi, las
diferencias significativas encontradas en los niveles de expresion de EOMES entre clones y
embriones de FIV indica que los primeros no logran una activaciéon completa de los genes
embrionarios en esta etapa de desarrollo lo que puede influir més tarde, en la capacidad de
desarrollo post-implantatorio. Como se menciond anteriormente, no existen reportes previos para
embriones bovinos contra los cuales se puedan discutir estos hallazgos.

INFtau es el gen mayormente expresado con respecto a todos los genes estudiados y a su vez su
expresion fue significativamente mayor en los embriones elongados que en los embriones pre-
implantatorios independientemente del método de produccién (TN y FIV). Estos resultados
coinciden con los datos obtenidos por Ushizawa y colaboradores (2004), quienes realizaron un
estudio de los perfiles de expresion génica en embriones bovinos, donde demostraron que la
expresion de la mayoria de los genes aumenta significativamente entre los dias 7 y 14 del
desarrollo. Uno de los genes mads estudiados durante las etapas pre y peri-implantatorias en
embriones bovinos es INFtau y se ha demostrado que al igual que en estos ensayos, los niveles
de expresion aumentan significativamente a medida que avanza el desarrollo. En estos trabajos
se plantea que la expresiéon de INFtau es detectada al momento de la formacidn del blastocele
(Hernandez-Ledezma et al., 1992) y se mantiene hasta los dias alrededor de la implantacion (dias
25-28), observandose los mayores niveles de expresion a los dias 16-18 de desarrollo
embrionario (Roberts et al., 1992).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion de INFtau en los
embriones clonados y de FIV a los 17 dias de desarrollo. Este resultado coincide con lo
reportado por Arnold y colaboradores (2006) quienes demostraron que no existen diferencias en

los niveles de expresion de INFtau en embriones bovinos producidos por FIV y clones
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producidos mediante transferencia nuclear somadtica convencional utilizando células fetales.
Estos dos reportes son una evidencia de que los embriones clonados, independientemente de la
metodologia utilizada, funcionan normalmente con respecto a la expresion de INFtau, por tanto,
el reconocimiento materno de la gestacion no se veria afectado en el caso de los embriones
clonados. Esto indica que las pérdidas tempranas de las gestaciones, que se producen
generalmente en los clones no son el resultado de aberraciones en el reconocimiento de la

gestacion mediada por INFtau.

Analisis global de la expresion génica en embriones peri-implantatorios

Como se ha discutido hasta este momento, existen evidencias que indican que la clonacion
somadtica afecta los patrones de expresion génica durante las etapas pre y peri-implantatorias y
esto a su vez se ve reflejado en el bajo potencial de desarrollo de los embriones. La mayoria de
estos datos son el resultado de estudios de genes especificos que son expresados en determinados
momentos del desarrollo embrionario pero existen muy pocos reportes que describan el estado
global de la expresion génica en embriones clonados. Hasta el momento s6lo existe un reporte
que estudia la expresion génica de embriones bovinos elongados en los dia 14 y 21 de desarrollo
pero no hace referencia al dia 17 de desarrollo (Ushizawa et al., 2004). En bovinos, durante la
etapa peri-implantatoria ocurren multiples mecanismos de diferenciacion celular que permiten la
correcta embriogénesis y la implantacién. Estos procesos de proliferacion y diferenciacion estdn
gobernados por una amplia red de sefializacion en la que participa un gran nimero de moléculas,
por lo que el entendimiento de los mecanismos de regulaciéon se hace mds complejo. La
derregulacion de genes como OCT4, FGF4 6 INFtau puede conllevar a la aberraciéon de otros
genes o por el contrario ser el resultado de la derregulacion de otros sistemas.

Teniendo en cuenta los aspectos antes mencionados, el conocimiento de los perfiles de expresion
génica de los embriones clonados con respecto a los embriones producidos por fecundacidn,
permitiria conocer con mds detalle los mecanismos moleculares que estdn involucrados en las
etapas tempranas de desarrollo embrionario y que son afectados por la transferencia nuclear
somatica. Ademds de los métodos moleculares tradicionales empleados para el estudio de la

expresion de un gen en un momento determinado, el microarreglo de ADNc es una herramienta
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util para el anélisis de miles de genes en un solo experimento y la identificacién de genes criticos
durante el desarrollo temprano.

Una de las principales limitaciones para el uso de este sistema analitico para el estudio de la
expresion génica en embriones pre y peri-implantatorios es la disponibilidad de material
biolégico. Por lo general los sistemas de hibridacion requieren no menos de 5 pg de ARNm de
cada muestra en estudio. Si se tiene en cuenta el bajo nimero de células que presenta un embrion
en estadio de blastocisto, es imposible realizar un experimento de hibridacién con un nimero de
embriones razonable desde el punto de vista técnico y biolégico. Los datos publicados sobre los
perfiles globales de expresion génica en embriones pre-implatatorios, se basan en la
amplificacién lineal del ARNm (Ushizawa et al., 2004; Beyhan et al., 2007b). Atn cuando esta
técnica permite disponer de material bioldgico suficiente para la hibridacion, la amplificacién del
ARNmMm no es exacta y es muy probable que no ocurra de forma lineal para todos las moléculas
existentes lo que introduciria errores técnicos a la hora de determinar diferencias en los niveles
de expresion de los genes en estudio. Por otra parte los ensayos de microarreglos en la etapa peri-
implantatoria en bovinos ademds de indicarnos el estado de expresion génica en una etapa mas
cercana a la implantacién, permite disponer de material suficiente para la hibridacién debido a la
activa proliferacién que se produce durante esta etapa.

En este trabajo de tesis se obtuvo el perfil de expresion génica de embriones clonados producidos
con la linea celular adulta comparados con embriones producidos por FIV. Para nuestro
conocimiento, este es el primer trabajo que se realiza donde se obtiene un perfil global de la
expresion génica en embriones bovinos clonados durante la etapa de elongacién. De los 1800
genes representados en el microarreglo, 1322 se encontraron expresados en las muestras
estudiadas. Los datos obtenidos fueron el resultado de experimentos de hibridacién que ademads
de réplicas bioldgicas incluyeron réplicas técnicas que consistieron en el cambio de marcaje de
las muestras bioldgicas para sustraer los errores producto de la intensidad de la sefal. Del total
de genes expresados en los embriones clonados y de FIV, el 3.6% se encontré diferencialmente
expresado o aberrado en los clones si asumimos como controles los embriones de FIV. Este
resultado concuerda con los datos discutidos anteriormente, demostrando que efectivamente la
transferencia nuclear somatica afecta los patrones de expresion génica durante la etapa de

elongacién en los embriones clonados.
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El propésito de este experimento fue identificar la mayor cantidad de genes que pudieran estar
relacionados con funciones celulares que a su vez ayudaran a predecir cuales son los principales
sistemas que son afectados por la transferencia nuclear somadtica durante el desarrollo
embrionario. Esto permitié identificar genes que no han sido descritos previamente y que se
encuentran activos transcripcionalmente durante la etapa de elongacién de embriones bovinos, lo
cual contribuye a la comprension de los mecanismos de regulacién durante este periodo. La
funcién especifica de algunos de los genes identificados no se ha estudiado en embriones pre o
peri-implantatorios por lo que es muy complejo vincularlos con procesos biolégicos durante esta
etapa. No obstante, la mayoria de los genes que se encontraron derregulados estdan involucrados
en funciones celulares importantes como metabolismo, respuesta a estrés (HSP70), expresion
génica (SNRPB1), traduccion de sefiales (SPARC, CBPP22) e incluso funciones mds especificas
de esta etapa del desarrollo como proliferacion celular (NPM1, WEE1), embriogénesis (NASP,
TPT1) e interaccién del embrion con el ambiente materno (TP1, TKDP1, KRT18, KRTS).
Ademas de los resultados obtenidos a través del microarreglo, se determinaron mediante qPCR,
los niveles de expresion de los genes SNRPB1, SPARC, CBPP22, HSP70, TP1 y TKDP1. Estos
genes fueron seleccionados para validar los datos obtenidos a partir del ensayo del microarreglo
debido a que algunos presentan funciones bioldgicas directamente relacionadas con el desarrollo
embrionario y el reconocimiento de la gestacion y otros se han visto derregulados en embriones
clonados en la etapa pre-implantatoria. La relacion de los niveles de expresion entre clones y
embriones de FIV de cinco de los genes estudiados, tuvieron un comportamiento similar a lo
observado en el microarreglo con un coeficiente de correlacién de 0.92. Este resultado demuestra
que es posible predecir el comportamiento de la expresion de los genes en las muestras
estudiadas, utilizando los slides bovinos no comerciales (Bovine Blue Chip).

TKDP1 y TPl son genes cuya funcién tiene una relacion mdas directa con el desarrollo
embrionario, mediando el reconocimiento de la gestacion y la interaccién entre el embrion y el
ambiente materno. Se ha visto que la maxima expresién de ambos genes se produce en los dias
inmediatos a la implantacién (MacLean et al., 2003). Teniendo en cuenta el comportamiento de
la expresion de estos genes y su funcién podriamos decir que comparten mecanismos de
regulacién asi como las vias de sefializacién. Esto pudiera explicar que ambos se encuentren
sobre expresados significativamente en los embriones clonados, ademds demuestra que en estos

embriones existe una derregulacion de la expresion de genes trofobldsticos. Otra evidencia de
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este planteamiento es la sobre expresion de KRT8 en los embriones clonados. En un estudio
realizado por El-Sayed y colaboradores (2006), KRT8 se encontré sobre expresado en
blastocistos bovinos que resultaron en gestaciones que fueron reabsorbidas. Estos datos sugieren
que la elevada expresion de este gen en los clones, puede influir sobre las tasas de pérdidas de
gestaciones que se reportan para éstos embriones.

Un alto porcentaje de los genes que se encontraron sobre expresados en los embriones clonados,
son expresados por el trofoblasto lo cual puede ser un indicativo de la existencia de una tasa
elevada de aberraciones de la expresion génica en esta estructura. Durante esta etapa el
trofoblasto se encuentra en activo cambio debido a los procesos de proliferacion y diferenciacion
celular que se producen para dar lugar a la implantacién y mantener la comunicacién con el
ambiente materno. Coincidentemente, existe consenso con respecto a que las mayores causas de
pérdidas y anomalias gestacionales en los clones, son producto de una inadecuada placentacion
(First et al., 2002) lo que a su vez estaria ocasionado por la incorrecta expresion de los genes
trofoblasticos. La activa proliferacion de las células trofoblésticas durante la elongacion estd
acompafiada por un aumento de la expresion de genes relacionados con dicho proceso. No
obstante, la derregulacion de dicha expresion podria entrar en contradiccion con los mecanismos
de diferenciacién que también se producen durante esta etapa.

El gen NPM1 codifica para una chaperona que regula la proliferacion celular y se ha descrito que
el crecimiento celular estd acompafiado por un aumento de los niveles de su proteina (Chan et al.,
1989). En embriones ovinos, la expresion del gen NPM1 aumenta significativamente durante la
etapa peri-implantatoria y posteriormente decrece cuando finaliza la elongacién (Cammas et al.,
2005). Por el contrario, WEEI se encuentra sobre expresado en los embriones producidos por
FIV. WEEI ademais tiene una funcién contraria a NPM1 ya que actia como regulador negativo
de la activacion de la mitosis y por tanto de la proliferacion celular, mediante el bloqueo de la
entrada al nidcleo del complejo activo del factor promotor de la mitosis (MPF). Estudios
anteriores han demostrado que WEEI se expresa durante las etapas tempranas de desarrollo
hasta estadio de blastocisto en embriones bovinos (Adjaye et al., 2007) pero no existen
evidencias del comportamiento de este gen durante la elongacion. Los datos obtenidos en este
trabajo de tesis, a partir del andlisis del microarreglo, demostraron la baja expresion de WEEI y
la sobre expresion de NPM1 en los embriones clonados durante la elongacion. Es evidente que

durante esta etapa se produce una derregulacion de los sistemas de control de la proliferacion
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celular en los clones, lo que podria tener una influencia negativa sobre la implantacién y el

desarrollo placentario.

Consideraciones generales del desarrollo embrionario pre y peri-implantatorio

A pesar de los datos presentados, la relevancia bioldgica de los multiples cambios de la
expresion génica que se produce en los embriones clonados no estd completamente clara. La
transferencia nuclear somatica induce aberraciones significativas en los patrones de expresion
global de los genes que gobiernan cada etapa de desarrollo. Atdn cuando los embriones clonados
pueden ser producidos hasta la etapa de blastocisto, con porcentajes tan elevados como los
presentados en este trabajo de tesis y posteriormente continuar su desarrollo hasta etapas mds
avanzadas como la elongacion al dia 17, existen mecanismos de regulacion que estin afectados y
que posiblemente se hagan evidentes en etapas mds tardias. Posiblemente, aquellos embriones
clonados que logran implantarse y dar lugar a animales vivos son el resultado de combinaciones
de patrones de expresion génica no letales similares a las que ocurren de forma natural o por otra
parte, representan un bajo porcentaje de aquellos embriones en los que ocurrié una

reprogramacion total del niicleo donante.

Desarrollo post-implantatorio de embriones clonados

Si se toma en cuenta la naturaleza de los cambios del material genético, incluso durante el
proceso de fecundacién natural y del desarrollo embrionario posterior, es poco probable que el
proceso de dediferenciacion de una célula somética produzca embriones, sin mencionar fetos y
crias viables. Atin cuando un ovocito es capaz de borrar los patrones de expresién génica de una
célula diferenciada, este proceso no esta exento de errores y dafios al material genético que se
traducen en un menor potencial de desarrollo de los embriones obtenidos. El nacimiento de
animales clonados demuestra que en algunos casos esos dafios son compensados. Sin embargo, a
juzgar por la pérdida de gestaciones que por lo general acompana al proceso de clonacidn, sobre
todo en los tercios 1 y 3 de la gestacion, este proceso de compensacion es muy complejo.

De este modo se han reportado variaciones del desarrollo normal de los embriones bovinos, lo

que incluye, disminucién de la capacidad de desarrollo in vivo, anomalias del desarrollo,
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anomalias cromosOmicas y de placentacion, tal como se describié en la seccién de revision
bibliogréfica.

En este trabajo y como colofén de la generacidén de embriones clonados con viabilidad suficiente
como para generar animales nacidos, se transfirid grupo de éstos (17 blastocistos) a 14
receptoras. La tasa de gestacion temprana, medida a los 35 dias por no retorno al celo y
confirmada por ultrasonografia, fue de un 50%, lo que estd en concordancia con lo reportado
para la especie bovina (Heyman et al., 2004). En esta especie alrededor de un 50% de las
transferencias dan lugar a implantaciones, 0 sea a gestaciones tempranas, cifras que coinciden
con lo reportando por Hills y colaboradores en los afios 1999 y 2000. Los datos publicados por
estos autores se refieren a clonaciéon somdtica con micromanipuladores, lo que implica la
transferencia de los embriones contenidos en sus propias zonas peldcidas. Los resultados con
clonacién convencional (datos no publicados) de trabajos anteriores (afios 2002-2004) resultaron
en 14 gestaciones de 28 transferencias, o sea un 50% al igual que en este trabajo de tesis.

Sin embargo, la transferencia de embriones producidos por HMC podria implicar una diferencia
en las tasas de implantacion, dada por la ausencia de zona pelicida, lo que en teoria podria
ayudar a la implantacion por obviarse el paso de la eclosién. Se ha visto que en embriones
humanos la eclosion asistida por ldser, aumenta la tasa de gestacién (Balaban et al., 2006). Por
otra parte, la ausencia de zona, también podria repercutir negativamente en la gestacién por dos
razones fundamentales, la primera, una mayor adhesion del embrién al endometrio uterino, lo
que seria negativo, ya que se abortaria el proceso de elongacion y la segunda podria ser una
mayor exposicion del embrién a agentes potencialmente dafiinos, tanto de los medios de cultivo,
como del acto de transferencia, asi como del ambiente uterino. Adicionalmente con la ausencia
de la zona pelicida se pierden las barreras fisicas que delimitan en el estadio inicial de
desarrollo, las funciones del embrion de las del endometrio.

En la prictica, existen muy pocos datos sobre la transferencia de embriones clonados sin zona a
hembras receptoras, en el unico estudio comparativo, llevado a cabo por Tecirlioglu y
colaboradores (2005), los autores encontraron una tasa de gestacion temprana (al dia 30)
significativamente mayor en las hembras bovinas que recibieron embriones clonados producidos
por HMC (62.9%) que en las que fueron transferidas con embriones clonados por la via
convencional (37.8%) e incluso en las que recibieron embriones fecundados in vitro (46.4%). Sin

embargo, al dia 120, las tasas de pérdida de gestacion entre las hembras que recibieron
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embriones clonados fueron similares (75 vs 76.9%). En este estudio las hembras gestadas con
embriones de FIV fueron sacrificadas al dia 17, por lo que no existen datos para comparar. La
eficiencia de clones nacidos vivos en relacion a los embriones transferidos fue de 5.2 y 6.3%
respectivamente sin que hubiesen diferencias significativas entre los grupos que recibieron
embriones clonados.

Otros grupos, si bien pocos, han trabajado la técnica de HMC en bovinos, obteniendo disimiles
tasas de gestacion tempranas, de este modo Lewis y colaboradores (2000) reportaron 35% de
gestaciones, mientras que Vajta y colaboradores en el 2003 y 2004 reportaron 85% (6/7) y 100%
de gestacion (3/3) respectivamente. En este trabajo de tesis, la tasa de gestaciéon en el
experimento de transferencia de embriones clonados fue de 50% (7/14) y se sitia mds cercana a
los datos de Tecirlioglu y colaboradores (2005), los cuales parecen mds consolidados al utilizar
un mayor tamafio de muestra (61 gestaciones de 97 transferencias).

Independientemente de la importancia que reviste el evento de implantacién o gestacion
temprana, es indudablemente la gestacion a término y el nacimiento de crias vivas, lo que define
la eficiencia del proceso de clonacion. En ese sentido, las pérdidas de las gestaciones de
embriones clonados se encuentran cercanas al 80% en todos los estudios revisados que
involucran HMC (Lewis et al., 2000; Tecirlioglu et al., 2005; Vajta et al., 2004 y 2005). En este
trabajo se perdieron 5 de 7 gestaciones 6 71.5%. Estos datos son similares a las pérdidas que se
observan en las gestaciones con embriones clonados por el método tradicional (Kato et al., 1998;
Hill et al., 1999 y 2000; Wells et al., 1999; Pace et al., 2002).

En nuestro trabajo se perdieron 3 gestaciones antes de los 150 dias y dos posteriores a los 7
meses (una a los 210 y otra a los 240 dias). Dos gestaciones llegaron totalmente a término dando
lugar al nacimiento de dos terneras clonadas. Este trabajo de tesis reporta resultados que se
encuentran entre los mayores eficiencias al ser comparados con los datos de los autores
mencionados anteriormente por ser los unicos reportes existentes. Por ejemplo Tecirlioglu y
colaboradores (2005) obtuvieron 5.2% de clones nacidos vivos con respecto al total de
embriones transferidos, Lewis y colaboradores (2000) 10%, Vajta y colaboradores (2003) 15% y
Vajta y colaboradores (2004) 20%. En este trabajo se obtuvo un 14% de crias nacidas vivas con
respecto a los embriones clonados transferidos.

El total de embriones clonados transferidos, asi como el nimero de receptoras empleado fue

relativamente bajo, por lo que es dificil sacar conclusiones. Algo similar ocurre con los escasos
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reportes discutidos, que salvo en el caso de Tecirlioglu y colaboradores (2005) emplean sélo
unas pocas receptoras y embriones. Esto se une al hecho de que tanto en esos trabajos, como en
el nuestro se empled sélo una linea celular para la generacién de clones a término, por lo que no
se pueden hacer inferencias comparativas al potencial clonogénico de nuestra linea celular adulta
(CWA). No obstante, si se puede concluir que los resultados de la clonacién sin
micromanipuladores empleando la linea celular adulta de Wagya (CWA) redunda en eficiencias
de gestacion temprana, tardias y a término similares o incluso superiores que las reportadas en la
literatura mundial, lo que avala el uso de esta linea en futuros experimentos de transferencia
nuclear somatica.

Como resultado global de esta tesis se confirmé la hipdtesis propuesta, resultando que la
clonaciéon somadtica afectd esencialmente, los patrones de expresién génica de embriones
clonados, tanto en la etapa pre-implantatoria, como en la peri-implantatoria. Ademadas se
observaron diferencias morfoldgicas durante la elongaciéon de los embriones clonados. No
obstante, los resultados presentados en este trabajo indican que bajo ciertas condiciones se logra
la reprogramacion del genoma donante, asi como una adecuada diferenciaciéon morfoldgica y
funcional de los embriones clonados, lo que conllevé al desarrollo a término de los embriones y

el nacimiento de animales vivos.
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CONCLUSIONES

- Se generaron embriones clonados con las dos lineas celulares empleadas, no obstante con
la linea celular adulta (CWA) se pueden generar de modo mads eficiente embriones

clonados que con la linea celular fetal (LCF).

- Los embriones producidos por TN a partir de la linea celular adulta presentaron mejor

calidad morfoldgica que los embriones producidos con la linea celular fetal.

- Los embriones pre-implantatorios producidos por TN a partir de las dos lineas celulares
(CWA y LCF) presentaron patrones de expresion génica diferentes entre ellos y con

respecto a los embriones de FIV.

- Los embriones clonados producidos con la linea celular adulta (CWA) son capaces de
continuar su desarrollo una vez transferidos a hembras receptoras y dar lugar a crias

vivas, demostrandose la capacidad de reprogramacion de la misma.

- Los niveles de expresion de los genes incluidos en este estudio, variaron entre los
estadios pre y peri-implantatorios tanto para los embriones clonados producidos a partir

la linea celular adulta (CWA) como para los producidos por FIV.

- Se describieron (y cuantificaron) por primera vez para embriones elongados bovinos los

patrones de expresion de varios genes cruciales para el desarrollo embrionario.

- Se demostr6é mediante PCR la expresion diferencial de genes cruciales para el desarrollo

durante la peri-implantacion en embriones clonados y producidos por FIV.

- Se demostré mediante microarreglo, la diferencia en los patrones globales de expresion

génica entre los embriones clonados y los embriones producidos por FIV.
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Anexo 1. Esquema cronoldgico de desarrollo del proyecto de Tesis

Primera Etapa de Trabajo (12 meses)

Evaluacién del desarrollo in vitro de embriones clonados

Aislamiento de
lineas celulares

Estandarizacion de
protocolos de HMC

Generacién de embriones

_I Evaluacion del desarrollo in vitro |

pre-implantatorios

| Seleccion de la linea celular de mayor
capacidad de desarrollo

Segunda Etapa de Trabajo (12 meses)

Evaluacion del desarrollo in vivo de embriones clonados

Evaluacién de la capacidad de
desarrollo y calidad morfoldgica
de embriones peri-implantatorios
clonados y de FIV

Evaluacién de la capacidad de
desarrollo a término de embriones
clonados

Tercera Etapa de Trabajo (6 meses)

Estudio de la capacidad de desarrollo durante
los periodos pre y peri-implantatorios, de
embriones clonados comparados con embriones
de FIV, mediante el analisis de la expresion
génica

U

> Chile, Universidad

de Concepcion,
Campus Chillan

> Chile, Universidad
de Concepcion,
Campus Chilldn

Alemania,
Universidad Libre de
Berlin
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Esquema de analisis estadistico del proyecto

Andlisis Estadistico

Evaluacién del desarrollo de embriones clonados producidos por
dos lineas celulares diferentes (fetales y adultas) durante la
etapa pre-implantatoria

Efecto de |a linea celular sobre la eficiencia de la TNS y efecto pasos de la TNS sobre el desarrollo embrionario

1- Efecto de la linea celular sobre: porcentajes de fusién y sobrevida de los embriones
Correlacion de Pearson

2- Efecto de los porcentajes de fusion y sobrevida a la fusién sobre los porcentajes de blastocistos totales
Correlacion de Pearson

Efecto de la linea celular sobre el porcentaje de blastocistos clonados su calidad morfolégica
1- Porcentaje de blastocistos producidos y porcentaje de blastocistos Tipol y I

Wilcoxon
2- Células totales de blastocistos clonados con células adultas y fetales

t de student

Efecto de la linea celular utilizada como donante de nucleo para la TN y la TN en si sobre los niveles de
expresién de genes seleccionados
1- Se realiz6 una analisis multiple de los niveles de expresién de los genes seleccionados (tres grupos):
Blastocistos clonados de células fetales y adultas y Bastocistos de FIV
Kruskal Wallis
2- Variabilidad de la expresién génica inherente al grupo de TN para cada linea celular
Analisis de residuos
prueba t para analisis de residuos
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Esquema de analisis estadistico del proyecto (Continuacion)

Evaluacién del desarrollo de embriones clonados producidos con
la linea celular adulta durante la etapa peri-implantatoria

v

Efecto de la linea celular sobre |a eficiencia de la TNS y efecto pasos de la TNS sobre el desarrollo embrionario

1- Comparacion de la tasa de recuperacién, tamafo de los embriones y presencia de disco embrionarios entre
clones y embriones de FIV

t de student
2- Niveles de expresion de genes seleccionados entre clones y embriones de FIV

Wilcoxon

Variacién de los niveles de expresion de genes seleccionados durante las etapas pre y peri-implantatorias
1- Comparacion de los niveles de expresion de ciertos genes en blastocistos clonados y de FIV y en embriones
elongados producidos por TN y FIV

Kruskal Wallis

Validacion de los datos de expresién obtenidos por microarreglo
1- Correlacion entre los niveles de expresién de genes seleccionados y los datos obtenidos en el microarreglo
Correlacion de Pearson
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Anexo 2. Produccion de embriones clonados mediante HMC a partir de dos lineas celulares, fetal (LCF)

y adulta (CWA)
enucleados | reconstruidos (%) (%) cultivados | blastocistos | blastocistos

LCF 30 14 14 (100) 14 (100) 14 7 50
LCF 4 50 25 25 (100) 25 (100) 25 5 20
LCF 4 50 23 22 (95,6) 22 (95,6) 22 4 18,2
LCF 4 59 24 24 (100) 23 (95,8) 23 7 30,43
LCF 4 70 29 29 (100) 27 (93,1) 27 12 44.44
LCF 70 33 32 (97) 27 (84,4) 27 12 44.44
LCF 70 29 28 (96,5) 28 (100) 28 13 46,2
LCF 7 59 27 27 (100) 26 (96,3) 26 9 34,61
LCF 8 66 22 22 (100) 21 (95,4) 20 12 60
LCF 524 226 223 (98,7) | 213(95.5) 212 81 38,2
CWA 3 76 33 33 (100) 31 (93,9) 31 17 54,8
CWA 4 68 33 32 (97) 31 (96,9) 31 22 70,9
CWA 4 65 32 30 (93,6) 28 (93,3) 28 20 71,4
CWA 6 70 32 32 (100) 32 (100) 32 24 75
CWA 65 31 30 (96,8) 26 (86,7) 26 17 65,4
CWA 67 32 32 (100) 27 (84,4) 27 19 70
CWA 85 41 28 (68,3) 28 (100) 28 20 71,4
CWA 75 34 34 (100) 33 (97) 33 16 48,5
CWA 571 268 251(93,6) 236 (94) 236 155 65,7

1095 494 474 449 448 236 52,7
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Anexo 3. Clasificacion de la calidad de los blastocistos producidos a partir de dos lineas

celulares.
Linea |Blastocistos | Blastocistos Total
celular tipo | tipo II | blastocistos
LCF 3 4 7
LCF 3 2 5
LCF 2 2 4
LCF 5 2 7
LCF 10 2 12
LCF 9 3 12
LCF 10 3 13
LCF 5 4 9
LCF 10 2 12
57 24 81
CAW 13 4 17
CAW 19 3 22
CAW 17 3 20
CAW 22 2 24
CAW 13 4 17
CAW 17 2 19
CAW 17 3 20
CAW 12 4 16
130 25 155
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Anexo 4. Secuencias del gen OCT4 de las células donantes, embriones pre-implantatorios
clonados y producidos por FIV

Blastocistos clonados a partir de células adultas

LOCUS
COMMENT
ORIGIN
1
61
121
181
241
301

Sequences producing significant alignments:

Accession

NM_174580.1

Contig\1l

305 bp

DNA

This file is created by Vector

CACGTCTTTC
CGGGCACTGC
CTTTCTICTTT
GTTGTCAGCT
ACTGAGCTGC
AACCA

Description

TCCAGCCCGA
AGGAACATGC
CGGGCCTGCA
TCCTCCACCC
AAAGCCTCAA

GCTGCTGGGC
TCTCCAGGTT
CAAGGGTCTC
ACTTCTGCAG
AACGGCAGAT

Max
score

03—

NTI Advance

GATGTGGCTA
GCCTCTCACT
TGCCTTGCAT
CAGGGGCCGC
AGTCGTTTGG

Total
score

uer
coverage

ATTTGCTGCA
CGGTTCTCGA
ATCTCCTGCA
AGCTTACACA
CTGAACACCT

E

value

Bos taurus POU class 5 homeobox 1
(POU5SF1), mRNA

551

Blastocistos clonados a partir de células fetales

LOCUS
COMMENT
ORIGIN
1
61
121
181
241
301

Sequences producing significant alignments:

Accession

NM_174580.1

Contig\2

304 bp

DNA

This file is created by Vector

TACACTCGGG
AGGGTGGGCT
ATACTCGTCC
AGATTCTCGT
ATGTTCTTGA
TTTC

Description

ACCCGTICTTT
TCGGGCACTG
GCTTTCTCTT
TGTTGTCAGC
AACTGAGCTG

CTCCAGCCCG
CAGGAACATG
TCGGGCCTGC
TTCCTCCACC
CAAAGCCTCA

Max
score

551

99%

Te-154 99%

03—

NTI Advance

AGCTGCTGGG
CTCTCCAGGT
ACAAGGGTCT
CACTTCTGCA
AAACGGCAGA

Total
score

coverage

CGATGTGGCT
TGCCTCTCAC
CTGCCTTGCA
GCAGGGGCCG
TAGTCGTTTG

uer E

Bos taurus POU class 5 homeobox 1
(POU5SF1), mRNA

549

549

99%

3e-153 99%

DEC-2007

GGGTGGGCTT
TACTCGTCCG
GATTCTCGTT
TGTTCTTGAA
TTCAAAAAAG

Max
ident

DEC-2007

AATTTGCTGC
TCGGTTCTCG
TATCTCCTGC
CAGCTTACAC
GCTGAACACC

Max

value ident

Links

Links
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Blastocistos de FIV

LOCUS
ORIGIN
1
61
121
181
241
301

Sequences producing significant alignments:

Accession

AY490804.1

Contig\3

TGGTTCTCTT
TCAGTTTCAA
ACAACAACGA
GAAAGCGGAC
GCCCGAAGCC
ACGGGTCCCG

Description

Bos taurus oct4 (oct4) mRNA,

partial cds

314 bp

TTGAAAGGTG
GAACATGTGT
GAATCTGCAG
GAGTATCGAG
CACCCTGCAG
AGTG

Linea celular adulta (CWA)

LOCUS
COMMENT
ORIGIN
1
61
121
181
241
301

Contig\4

314 bp

DNA

TTCAGCCAAA
AAGCTGCGGC
GAGATATGCA
AACCGAGTGA
CAAATTAGCC

score

CGACTATCTG
CCCTGCTGCA
AGGCAGAGAC
GAGGCAACCT
ACATCGCCCA

Total
score

uer
coverage

497

DNA

This file is created by Vector

TGGTTCTTTT
TCAGTTTCAA
ACAACAACGA
GAAAGCGGAC
GCCCGAAGCC
ACGGGACCCG

TTGAAAGGTG
GAACATGTGT
GAATCTGCAG
GAGTATCGAG
CACCCTGCAG
AGTG

TTCAGCCAAA
AAGCTGCGGC
GAGATATGCA
AACCAAGTGA
CAAATTAGCC

Sequences producing significant alignments:

Accession

AY490804.1

Description

Bos taurus oct4 (oct4) mRNA,

partial cds

Max
score

497 87%

NTI Advance

CGACTATCTG
CCCTGCTGCA
AGGCAGAGAC
GAGGCAACCT
ACATCGCCCA

Total
score

uer
coverage

497

497 87%

03-DEC-2007

CCGTTTTGAG
GAAGTGGGTG
CCTTGTGCAG
GGAGAGCATG
GCAGCTCGGG

E

value

le-137

GCTTTGCAGC
GAGGAAGCTG
GCCCGAAAGA
TTCCTGCAGT
CTGGAGAAAG

ﬁt Links

99%

03-DEC-2007

CCATTTTGAG
GAAGTGGGTG
CCTTGTGCAG
GGAGAGCATG
GCAGCTCGGG

E

le-137

value

GCTTTGCAGC
GAGGAAGCTG
GCCCGAAAGA
TTCCTGCAGT
CTGGAGAAAG

ident

99%

Links
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Linea celular fetal (LCF)

LOCUS Contig\1l 242 bp DNA
ORIGIN
1 CCAAACGACT ATCTGCCGTT TTGAGGCTTT
61 GCGGCCCCTG CTGCAGAAGT GGGTGGAGGA
121 ATGCAAGGCA GAGACCCTTG TGCAGGCCCG
181 AGTGAGAGGC AACCTGGAGA GCATGTTCCT
241 TA

Sequences producing significant alignments:

20-DEC-2008

GCAGCTCAGT TTCAAGAACA TGTGTAAGCT
AGCTGACAAC AACGAGAATC TGCAGGAGAT
AAAGAGAAAG CGGACGAGTA TCGAGAACCG
GCAGTGCCCG AAGCCCACCC TGCTGCAAAT

Accession Description Max Total Query E Mﬂ
score score coverage value ident
NM 174580.1 Bos taurus POU class 5 homeobox 1 442 442 100% 36-121 99%

(POUSF1), mRNA

Links

U G|
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