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Animales clonicos para usos biomédicos

SANDRA TORRADES
Bidloga.

Desde que, en julio de 1996, los cientificos del Instituto Roslin
comunicaron el nacimiento de la oveja Dolly, la posibilidad de clonar seres
vivos es un tema candente en nuestra sociedad. Los éxitos parciales en
la clonacién de embriones humanos han suscitado muchos debates éticos.
Pero, sy la clonacion de otros mamiferos? ;Es simplemente un capricho?
Est4 claro que no. Constituye el punto de partida de una nueva era:
la del uso de las técnicas de la clonacién para usos biomédicos.

roducir organismos genética-

mente idénticos a otros no es
algo nuevo en la naturaleza. Muchos
seres vivos utilizan esta forma de
reproduccion asexual para perpe-
tuarse.

El término «clon» procede del
griego y significa «rama». Desde
hace millones de afios las plantas
pueden reproducirse por clonacién
mediante esquejes. Basta cortar un
tallo o una rama y plantarlo.
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Cuando el esqueje enraiza, se
obtiene un individuo nuevo gené-
ticamente idéntico a la planta ori-
ginal.

Las bacterias también se pueden
reproducir de forma asexual, ya
que una Unica bacteria puede dar
lugar a miles de millones de des-
cendientes idénticos, como si se
tratara de una clonacién a escala
industrial. Sin embargo, también
las bacterias, al igual que las plan-

tas, pueden reproducirse de forma
«sexual». Intercambian material
genético entre ellas mediante la
conjugacion. Este proceso es
imprescindible para aportar la
diversidad genética necesaria para
su supervivencia.

También son clénicos los geme-
los univitelinos u homocigotos.
Son genéticamente idénticos pues-
to que proceden de la divisién de
los primeros estadios del embrién.
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Sin embargo, de los 2 millones,
aproximadamente, de especies des-
critas hasta ahora, s6lo alrededor
de 2.000 se reproducen habitual-
mente de forma asexual. A la vista
de estas cifras, la pregunta es ;por
qué la mayoria de animales ha ele-
gido la reproduccién sexual para
perpetuar su especie? La respuesta
es muy simple: porque la principal
ventaja de la reproduccion sexual
es aportar diversidad genética a la
descendencia y conferir ventajas
adaptativas y evolutivas.

Conociendo las ventajas de la
reproduccion sexual respecto a la
asexual, resulta dificil entender
por qué existen algunas especies
que se reproducen de forma ase-
xual, mediante «clonacién natu-
ral». La verdad es que las especies
facultativas (con capacidad de
reproduccion sexual y asexual)
saben aprovechar muy bien ambos
tipos de reproduccién dependien-
do de las condiciones ambientales
de cada momento.

Esto es lo que estan haciendo los
cientificos. Aunque saben que la
mejor opcion para la perpetuacion
de una especie es la reproduccion
sexual, la técnica de la clonacion
animal puede ofrecer ventajas en
aspectos muy concretos que vamos
a comentar mas adelante.

Técnicas de clonacion animal

A finales de la década de los seten-
ta y principios de los ochenta, los
cientificos ya consiguieron obtener
ovejas, vacas, caballos y otros ani-
males genéticamente iguales.
Desarrollaron experimentalmente
lo que ocurre de forma natural
cuando se originan los gemelos
univitelinos.

Esta técnica consiste en dividir
un embrioén y los productos de esta
division se introducen en el ttero
donde se desarrollan los gemelos.
Asi se pueden obtener dos, cuatro
y hasta ocho individuos clénicos
(gemelos), pero de este modo, el
nuimero de clénicos se limita al
numero de células que se puede
dividir el embrién. La alternativa
es la clonacién por transferencia
nuclear, puesto que permite pro-
ducir un ntimero ilimitado de clo-
nes. Esta técnica consiste en fusio-
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De una célula, obtenida del tejido mamario de una oveja adulta, se extrae el nicleo.
Este se fusiona con un ovocito al que previamente se le ha extraido el nlcleo. A partir
de ahi se obtiene un embrién que se implantara en la madre adoptiva. Puesto que el
nucleo (material genético) proviene de una oveja blanca, la madre adoptiva negra dara
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Fig. 1. Clonacidn por transferencia nudear.

nar una célula donante con un
ovocito anucleado al que se le ha
extraido el ntcleo previamente.

Se realizé con éxito por primera
vez en 1952 con anfibios. Desde
entonces, se ha utilizado de forma
habitual para estudiar el desarrollo
embrionario de éstos. Asi, se demos-
tr6 la totipotencia (células capaces
de originar cualquier linaje celular
adulto) de las células resultantes de
la primera divisién del ovocito.

Sin embargo, la transferencia
nuclear en mamiferos es mucho
mas compleja. La investigacién en
el campo de la transferencia nucle-
ar en especies estabuladas y, en
particular, en el ganado vacuno ha
sido alentada por los beneficios
econdmicos que se derivan de la
multiplicacion —ilimitada— de
embriones con un «interés espe-
cial», como por ejemplo, obtener
de forma ilimitada animales trans-
génicos.

A mediados de los afios ochenta
varios grupos de investigacion
habian conseguido clonar ovejas y
otras especies de ganado vacuno
transfiriendo directamente ntcleos
de embriones muy tempranos. Sin
embargo, para lograr una «substi-
tucion dirigida de genes» (para
obtener animales modificados
genéticamente) en especies estabu-
ladas se debia de producir anima-
les vivos a partir de células proce-
dentes de cultivos in vitro (en el
laboratorio).

No fue hasta 1996 cuando lo
consiguieron. En el Instituto Ros-

lin lograron el nacimiento de dos
ovejas —Megan y Morgan—
engendradas mediante transferen-
cia nuclear de células de embrio-
nes tempranos cultivadas in vitro
durante varios meses.

Este fue el inicio de las investi-
gaciones con distintos tipos celula-
res derivados de embriones con
estadios mas tardios. Y en febrero
de 1997 se publicé en la prestigio-
sa revista Nature el nacimiento de
un cordero clonado por transferen-
cia nuclear a partir de una célula
mamaria adulta, la oveja Dolly. Se
confirmé su origen por medio del
andlisis de marcadores de ADN.

Paradigma de la reprogramacion
nuclear

El nacimiento de Dolly cuestiona
uno de los principios fundamenta-
les de la biologia evolutiva, puesto
que la mayoria de los cientificos
crefan que la diferenciacion celular
era irreversible; es decir, se creia
que una vez las células embriona-
rias totipotentes inician la diferen-
ciacién a un linaje celular especifi-
co, el proceso ya no es reversible. El
nacimiento de una oveja a partir de
una célula adulta puso en entredi-
cho esta teorfa. A partir de este
experimento muchos investigadores
han demostrado que existen distin-
tos linajes celulares, como las célu-
las epiteliales o las células neurona-
les capaces de ser reprogramadas y
originar otro tipo celular distinto.
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El caso de la oveja Dolly ha
abierto nuevas lineas de investiga-
cién, quizd més interesantes que la
propia clonacién, como conocer
cémo afectan las mutaciones somé-
ticas en el proceso de envejeci-
miento e incluso el desarrollo de
los tumores.

Entender los procesos de «repro-
gramacién» podra aportar nuevos
datos sobre el control de la expre-
sién génica en células diferencia-
das y abrir nuevas perspectivas en
la terapia celular.

Clonar animales transgénicos

El instituto Roslin es también
lider en el desarrollo de la tecnolo-
gia de animales transgénicos. A
mediados de los afios ochenta, el
Dr. Clark y sus colaboradores
demostraron que era posible diri-
gir la expresiéon de un gen humano
en la glandula mamaria de otro
mamifero.

Este éxito y la sintesis de una
oveja transgénica, Tracy, que secre-
taba 35 g de una proteina huma-
na, la alfa-1-antitripsina (AAT) en
cada litro de leche, proporcioné la
creacién de PPL Therapeutics.

PPL se dedica hoy a la produccién
de proteinas recombinantes huma-
nas, entre ellas la AAT sintetizada a
gran escala por animales transgéni-
cos. Esta molécula se estd probando
en ensayos clinicos para el trata-
miento de la fibrosis quistica.

En un principio, la tinica manera
de conseguir animales de granja
modificados genéticamente era
mediante el método de la inyec-
cién pronuclear. Consiste en inyec-
tar directamente en 6vulos recién
fecundados de 200 a 300 copias del
gen que se desea transferir. Poste-
riormente, las células microinyec-
tadas se implantan en madres
adoptivas. Pero s6lo el 2-3% de los
animales que nacen son transgéni-
cos de linea germinal (es decir,
transmiten el gen incorporado a la
siguiente generacion) y ademads,
s6lo una pequena proporcion de
éstos, muestran valores suficiente-
mente altos de expresién del gen
transmitido para ser comercial-
mente interesantes.

La inyeccion pronuclear es sim-
plemente una metodologia para
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La técnica esth aun en fase de
experimentacion. El cerdo tiene un
corarén y un higado compatibles, por
sus dimensiones, con el organismo
humano. Pero, al transplantarios tal y
como son, podrian desencadenar una
crisis de rechazo. Los clentificos
intentan eliminar este problema
modificando genéticamente a los
cerdos con la

introduccion en su

ADN de genes

humanos. Una vez

clonados, estos
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incorporar genes. En cambio, la
manipulacion genética de células
en cultivo permite realizar modifi-
caciones mucho mdas complejas,
como la substitucién o delecién de
genes concretos.

La metodologia de «substitucién
dirigida de genes», conocida como
gene targeting, se utiliza de forma
rutinaria en células madre embrio-
narias de ratén. Pero el Instituto
Roslin ha sido pionero en la trans-
ferencia nuclear con objeto de
disefiar una ruta alternativa al gene
targeting en ganado.

v
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Se seleccionan solo las células
en las que han sido introducidos
genes humanos

En ¢l évulo no fecundado, privado
del nicleo, se transfieren

los nucleos de las células del cerdo
en las que han sido introducidos
genes humaneos

Nacen asi clones de cerdos
transgénicos con genes humanos

Finalidades biomédicas

La industria biotecnolégica parece
que, de momento, es la mas bene-
ficiada del conocimiento de las
técnicas de transferencia nuclear,
puesto que proporciona métodos
mas fiables para conseguir anima-
les transgénicos y reducir el nime-
ro de animales necesarios para
establecer una linea transgénica.
Los cientificos del Instituto Ros-
lin, usando células embrionarias
clénicas en cultivo, lograron incor-
porarles el gen del factor IX
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humano, proteinas de la coagulacién
sanguinea usadas para el tratamiento
de la hemofilia B. Asi, nacieron, en
1997, las primeras ovejas clénicas
transgénicas, como Polly.

Estas ovejas son capaces de segre-
gar esta proteina humana como si
fuera un componente normal de su
leche. Ello demostré que mediante
la clonacién se pueden introducir
genes especificos de otros mamife-
ros y, también, la posibilidad de
obtener verdaderos rebafios porta-
dores y capaces de expresar los
genes exOgenos.

A partir de ahi empez6 una
carrera, llena de obstdculos, para
conseguir otros animales de gana-
do vacuno y porcino mediante la
técnica del gene targeting y la trans-
ferencia nuclear, puesto que los
beneficios pueden ser enormes, tal
como veremos a continuacion.

Una de las posibilidades que
ofrece la técnica de la clonacién
por transferencia nuclear son los
xenotrasplantes. Las reacciones
inmunitarias hiperagudas imposi-
bilitan, por ahora, los trasplantes
de 6rganos de origen animal.
Mediante las técnicas de manipu-
lacién genética se pretende elimi-
nar la reaccion autoinmunitaria. A
partir de ahi, se podrian obtener
animales clénicos, como el cerdo,
con Organos trasplantables a pacien-
tes humanos.

Otra de las posibilidades de la
clonacion es la obtencién de mode-
los animales con enfermedades
humanas. En ocasiones la insercién
de mutaciones especificas en rato-
nes ha resultado ser de gran utili-
dad para la creacién de modelos de
enfermedades genéticas humanas
como la fibrosis quistica o la obe-
sidad. La transferencia nuclear per-
mite aumentar el abanico de
modelos animales para experimen-
tar terapias para los hombres.

Otra posibilidad es la terapia
celular. Actualmente, se utilizan
células de dadores para tratar
enfermedades como la leucemia o
la enfermedad de Parkinson, pero
ademds, normalmente, para evitar
el rechazo deben ser de parientes
proximos. La idea es obtener clo-
nes del propio paciente para obte-
ner la estirpe celular necesaria para
la terapia y evitar los rechazos de
las células exdgenas.
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Finalmente, ya en un marco dis-
tinto del biomédico, la clonacién
por transferencia nuclear esta
abriendo nuevas perspectivas para
los animales de granja (con el fin
de mantener linajes que tienen
caracteristicas como la alta pro-
duccién de leche), la clonaciéon de
animales de compariia e incluso la
clonacién de especies en extincion.

Obstaculos en la clonacién

Aunque cada semana escuchamos
los logros en distintos centros de
investigacion de la obtencién de un
clon de vacuno, un clon de caballo
o un clon de gato, lo cierto es que
aun quedan muchos problemas
técnicos por resolver. Los investi-
gadores atiin se mueven, en gran
parte, de modo empirico, con
numerosas tentativas de ensayo y
error para mejorar los protocolos.

Por un lado, se da una alta inci-
dencia de nacimientos muertos y
abortos. Wilmut et al han descrito
que existe un patrén de muertes
durante el desarrollo embrionario
y fetal, llegando al término sdlo 1-2%
de los embriones. Por otro lado,
también se dan malformaciones y
anomalias en el desarrollo. En el
ganado bovino los intentos de clo-
nacién se saldan, a menudo, con
gestaciones complicadas, abortos y
nacimientos de terneros con tama-
fo anormalmente grande. De los
terneros clénicos de tamafio anor-
mal, muchos presentan hipercale-
mia (alta concentracién de potasio)
y pulmones poco maduros.

También se ha planteado la cues-
tién de la «edad bioldgica» de los
clones. ;Qué edad genética tiene el
clon? ;Corresponde a la edad de la
célula dadora? ;Supone esto un
mayor peligro de acumulacién de
mutaciones y de envejecimiento
celular? Hay informes sobre estas
anomalias, como el acortamiento
de los telémeros, lo que parece un
indicio de edad celular.

Parece ser que uno de los mayo-
res problemas estd en los genes
que se conocen como «genes de
impresion». Estos genes son indis-
pensables para la expresion génica
en el desarrollo embrionario.

El grupo de investigacion del
Centro de Investigacion Biomédi-

ca del Instituto Whitehead obser-
v6 que clones que parecian norma-
les presentaban graves anomalias
que afectan a la expresién genética
y que no se manifiestan en las
caracteristicas externas. Estos
investigadores se han centrado en
analizar los mecanismos de la esca-
sa supervivencia y el sobrecreci-
miento de los animales clonados.
Mediante ratones clonados obteni-
dos a partir de células embriona-
rias, monitorizaron la actividad de
estos genes impresores. El estudio
sirvi6 para discernir si los proble-
mas de los clones venian dados por
alteraciones en las células donantes
o en el procedimiento de la clona-
cién. Y observaron que muchos de
los problemas procedian de las
células madre donantes, puesto
que provenian de cultivos extre-
madamente inestables.

En definitiva, la clonacién atin
no es una técnica eficaz, pero pare-
ce que puede ofrecer importantes
oportunidades médicas. Como
sociedad, debemos adoptar actitu-
des criticas ante los cambios que se
nos avecinan, pero, por otro lado,
no debemos desaprovechar las
posibilidades que nos ofrece la
ciencia para mejorar nuestra cali-
dad de vida ﬁ la de las generacio-
nes futuras.
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