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COMUNICACION

Gestaciones producidas con embriones bovinos clonados por transferencia nuclear?

Pregnancies produced by bovine embryos cloned by nuclear transfer

M A Martinez Diaz'* , R Gatical, J E Correa', W Eyestone?
nstituto de Reproduccién Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

2 Department of Large Animal Clinical Sciences, Virginia-Maryland Regional College of Veterinary Medicine,
Virginia Technology, USA.

SUMMARY

With the aim of obtaining pregnancies from nuclear transfer embryos reconstituted with somatic cells and enucleated oocytes, bovine oocytes
from slaughterhouse were matured in vitro and enucleated by micromanipulation. Nuclear donor cells were obtained from the ear of an adult cow,
cultured for 9 to 14 days and cryopreserved in liquid nitrogen. Confluent cells were inserted individually in the perivitelline space of enucleated
oocytes and treated with 2 electric pulses to induce fusion. The reconstituted zygotes were then cultured for 2 hours and treated with ionomycin and
6-dimethylaminopurine for their activation. The embryos were cultured in synthetic oviduct fluid for 8 to 9 days to obtain the blastocyst stage. These
blastocysts were transferred to recipient heifers 7 to 9 days after oestrus. The ultrasound pregnancy diagnosis was done about 30 days after recipient
oestrus. Five pregnancies were obtained from 25 transfers (20%). Two of them were lost at 42 days and a third at 120 days. This seems to be the first

report on pregnancies obtained by cloned embryos in Chile.
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INTRODUCCION

La clonacién por transferencia nuclear (TN) de células
somdticas es un método mds efectivo para producir
animales transgénicos que la técnica de inyeccién
pronuclear (Hodges y Stice 2003).

La clonacién en bovinos puede ser utilizada para la
multiplicacién de animales de alta productividad, por
ejemplo, la multiplicacién de toros con una progenie
probada, o bien, para animales que expresan otras
caracteristicas productivas altamente deseadas. Otra
alternativa para esta especie es la produccién en la leche
de proteinas especificas para uso farmacéutico, los
denominados biorreactores (Brophy y col 2003). La
generacion de bovinos resistentes a enfermedades ofrece
otra posibilidad en produccién y sanidad animal. Se ha
reportando obtencién de embriones bovinos resistentes a
mastitis (Wall y col 2005) y a encefalopatia espongiforme
bovina (Will Eyestone, comunicacion personal).

La TN de células somdticas envuelve varios
procedimientos, todos ellos pueden afectar de forma
substancial la viabilidad embrionaria y fetal. Entre los
factores importantes se pueden sefialar, la linea celular
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utilizada como donante de nticleos (revisado por Tian y
col 2003), el proceso de transferencia nuclear (fusién o
microinyeccién (Kurome y col 2003), la coordinacién
del ciclo celular entre la célula donante y el ovocito
receptor (Campbell y col 1996) y el tiempo entre la fusion
y la activacién inducida (Akagi y col 2003, Martinez Diaz
y col 2003). En el desarrollo de estos procesos es posible
generar anormalidades en la expresion génica, resultando
en altas tasas de mortalidad embrionaria y fetal. Ha sido
reportado que solamente 1 a 10% de los embriones
transferidos llegan a término (Tamada y Kikyo 2004,
Wells 2005).

Después del nacimiento de la oveja Dolly (Wilmut y
col 1997), clones bovinos fueron publicados por primera
vez en Japon (Kato y col 1998) y Estados Unidos (Vignon
y col 1998), luego en América Latina, Brasil (Iguma y
col 2005). En Chile, se ha estudiado la clonacién en
bovinos (Martinez Diaz y col 2004), y en la presente
comunicacion describe la implementacion de un sistema
de produccién de embriones clonados de células
somaticas por transferencia nuclear y el establecimiento
de prefieces postransferencia de estos embriones en
vaquillas receptoras.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de ovocitos receptores de niicleos. Los
complejos ovocito-cumulus (COCs) fueron recuperados
de ovarios de hembras bovinas faenadas en un matadero
ubicado a 100 km del laboratorio. Los COCs fueron
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recolectados de acuerdo a protocolos antes descritos
(Atabay y col 2001). Brevemente, foliculos pequefios
(2-7 mm de didmetro) fueron aspirados con agujas de
18 Gy jeringas de 10 ml. El liquido folicular fue colocado
en tubos conicos de 50 ml (Falcon) mantenidos a 37°C.
Después de 20 minutos de decantacion, el sedimento fue
aspirado y diluido con medio oviductal sintético
modificado suplementado con 25 mM Hepes (mSOF-
Hepes, Takahashi y First 1992) y 1 mg/ml de albimina
sérica bovina (BSA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA). Los ovocitos con citoplasma homogéneo y con
mds de tres capas de células del ctimulos fueron cultivados
bajo aceite mineral (Sigma) en gotas de 50-ul
(10-15 COCs en cada gota) de medio de cultivo de tejidos
(TCM-199) con 25 mM de Hepes (Sigma) suplementado
con 10% (v/v) de suero fetal bovino (Sigma),
0,02 unidades/ml de hormona foliculo estimulante
(Sigma), 1 ug/ml de estradiol-17f (Sigma), 0,2 mM de
piruvato de sodio (Sigma) y 50 pg/ml de sulfato de
gentamicina (Sigma) por 18 h, bajo atmdsfera himeda
con 5% de CO, en aire a 39°C. Después del cultivo de
maduracion, los ovocitos fueron separados de las células
del cimulus por agitaciéon durante 4 min en 0,5 ml de
solucién Fosfato Buffer Dulbecco (DPBS) libre de Ca*™*
y Mg** conteniendo 0,1% hialuronidasa (Sigma). Los
ovocitos que poseian citoplasma homogéneo fueron
seleccionados para su enucleacion.

Preparacion de las células donantes de niicleos. De una
vaca adulta de la raza Overo Colorado se obtuvo una
biopsia de manera aséptica de aproximadamente 0,5 cm,
del margen inferior auricular con un sacamuescas. El
tejido fue introducido en un tubo (Falcon 2097) y
suspendido en medio Dulbecco Modificado Eagle: Ham’s
F12 (DMEM/F12, Gibco) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (Sigma) y 50 pg/ml de sulfato de
gentamicina y transportado al laboratorio en condiciones
de refrigeracién. El cartilago fue removido y la piel fue
seccionada en cubos de 1 mm. Estos cubos fueron
colocados en placas de cultivo celular (Falcon 3001) con
medio DMEM/F12 y recubiertos con un cubre objeto.
Los explantes de piel fueron cultivados a 39°C bajo
atmosfera himeda con 5% de CO, en aire durante 7-14
dias. Las células que se multiplicaron alrededor de los
explantes fueron tratadas con DPBS libre de Ca*ty Mg*™,
conteniendo 0,05% tripsina (Sigma) para su desa-
gregacién, y luego cultivadas en DMEM/F12 hasta
alcanzar 90% confluencia (9-14 dias). Posteriormente,
las células fueron suspendidas en medio DMEM/12
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 50 pg/ml
de sulfato de gentamicina y 10% de dimetilsulféxido y
almacenadas en tubos Ependorf de 1,5 ml (15-20 x 10*
células/ml) a —20°C durante 18 h. Luego fueron
introducidas en nitrégeno liquido a —195°C. Al momento
de su uso, las células fueron descongeladas a 37°C y
después de repetidos lavados por centrifugacién a 700 g
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en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de suero
fetal bovino y 50 pg/ml de sulfato de gentamicina fueron
cultivadas durante 1 a 2 semanas a una concentracion de
15-20 x 10* células/ml en placas de cultivo celular de 4
pocillos (16 mm de didmetro; Nalge Nunc International,
Roskilde, Dinamarca) hasta obtener 90-100% de
confluencia.

Enucleacion de ovocitos y transferencia de niicleos. Los
ovocitos fueron cultivados bajo aceite mineral en gotas de
100 pul de medio mSOF-Hepes adicionado de 5 pg/ml de
citocalasina B (Sigma) y 5 pug/ml de Hoechst 33342 por
20 min en incubadora con atmodsfera al aire a 37,5°C.
Luego, su cromatina en metafase fue removida
mecdanicamente (enucleacién), utilizando un par de
micromanipuladores (Narishige, Jap6n) acoplados a un
microscopio invertido (Eclipse TE 300, Nikon, Tokyo,
Japén) y luz ultravioleta (filtro bloqueador UV-1A, y 365
nm de excitacién y 400 nm de emisién). Las células
somadticas confluentes segregadas 15 minutos antes con
tripsina fueron insertadas individualmente en el espacio
perivitelino de un ovocito enucleado utilizando el mismo
orificio hecho durante la enucleacién. Para inducir fusion,
cada par ovocito-célula obtenido fue colocado
individualmente en un instrumento de electrofusion celular
(LF 101 Bex Co., Tokyo, Jap6n) entre dos electrodos de
alambre (fijados a un portaobjeto y separados por 1 mm),
recubiertos con 1 ml de solucién de 0,2 M de manitol
conteniendo 0,1 mM de MgSO,, 0,05 mM de CaCl,,
0,5 M Hepes y 0,5 mg/ml de BSA. Luego, fueron tratados
con dos pulsos eléctricos de corriente directa de 140 volts
por 40 useg, separados por 1 segundo.

Activacion y cultivo embrionario in vitro. Después del
estimulo eléctrico los cigotos reconstituidos fueron
cultivados bajo aceite mineral en gotas de 30 ul de medio
mSOF-Hepes por 2 horas adicionales, en incubadora con
atmosfera al aire a 37,5°C. Ellos fueron luego cultivados
en mSOF-Hepes conteniendo 1 UM de ionomicina (Sigma)
por 4 min. y posteriormente fueron cultivados por 4 h en
mSOF suplementado con 3 mg/ml de BSA, 2 mM de
6-dimetilaminopurina (6-DMAP) y 50 pg/ml de sulfato
de gentamicina en atmédsfera himeda con 5% de CO, en
aire a 39°C . Los embriones fueron finalmente cultivados
bajo aceite mineral en gotas de 30-50 pul de mSOF
suplementado con 3 mg/ml BSA, y 50 pig/ml de sulfato de
gentamicina por 8-9 dfas en atmésfera de 5% de CO,, 5%
de O, y 90% de N, a 39°C. La divisién celular y el
desarrollo hasta el estado de blastocisto fue examinada a
los 2 'y 8-9 dias después de la transferencia nuclear.

Transferencia de embriones y diagnostico de gestacion.
Las vaquillas receptoras de embriones, de razas Overo
Colorado y Frison Negro, de peso entre 350 a 400 kg
fueron mantenidas en pradera y suplementadas con heno
y 1 kg/animal/dia de concentrado peletizado durante la



estabulacion nocturna. El estro fue sincronizado con una
o dos inyecciones de 0,75 mg intramuscular de Tiaprost
(liren, Intervet). Embriones en estado de blastocisto
(figura 1) fueron transferidos convencionalmente al
cuerno uterino ipsilateral al ovario que posefa cuerpo liteo
7 a 9 dias postcelo. Las vaquillas fueron vigiladas
diariamente, durante las primeras horas de la mafana y
ultimas horas de la tarde, para deteccién de retorno al
estro. En aquellas receptoras que no retornaron al estro
postransferencia se realiz6 examen de gestaciéon por
ultrasonografia (SSD210DXII Aloka Co., Japén) a los
30 dias postcelo. Las receptoras prefiadas fueron
monitoreadas mensualmente hasta los 120 dias de
gestacion.

Figura 1. Blastocistos producidos por transferencia nuclear de
células somaticas.

Cloned blastocysts produced by somatic cell nuclear
transfer.

Figura 2. Gestacion producida a través de embrién bovino
clonado por transferencia nuclear.

Pregnancy obtained by bovine cloned embryos produced
by nuclear transfer.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron 25 transferencias (50 embriones trans-
feridos) a vaquillas receptoras y se logré prefiez en 5
(20%) de ellas. Dos de estas vaquillas abortaron a los 42
dias y una tercera a los 120 dias. Las dos vaquillas recep-
toras restantes mantuvieron gestacion por mas de 45 dias
(figura 2) al momento de escribir este reporte. Se ha se-
nalado que los embriones clonados presentan alta tasa
de mortalidad embrionaria (60% o mas) durante la ges-
tacion temprana y luego disminuye hasta el octavo mes
de gestacion (aproximadamente 30%) (Galli y col 2003,
Tamada y Kikyo 2004). Las pérdidas embrionarias han
sido relacionadas a defectos epigenéticos o de expresion
génica del embrion (Daniels y col 2000, 2001, Wrenzycki
y col 2001), que conllevan a alteraciones renales en el
feto y/o anormalidades placentarias, entre otras altera-
ciones (Palmer y col 2004, Tamada y Kikyo 2004, Farin
y col 2006). De acuerdo a nuestros antecedentes, este es
el primer reporte en Chile de gestaciones producidas por
transferencia de embriones bovinos clonados por trans-
ferencia nuclear, utilizando células de un animal adulto.

RESUMEN

El presente estudio comunica la obtencién de gestaciones de
embriones clonados por transferencia nuclear de células somdticas en
bovinos por primera vez en Chile. Ovocitos bovinos obtenidos de
ovarios de matadero fueron madurados in vitro y enucleados por
micromanipulacion. Células donantes de nicleos fueron obtenidas de
la oreja de una vaca adulta, cultivadas por 9-14 dias y criopreservadas
en nitrégeno liquido. Células somdticas confluentes fueron
desagregadas e insertadas individualmente en el espacio perivitelino
de un ovocito enucleado. Cada par ovocito-célula obtenido fue tratado
con dos pulsos eléctricos para inducir su fusién y luego los embriones
fueron cultivados por 2 horas y tratados con ionomicina y 6-
dimetilaminopurina para su activacién. Los embriones fueron
cultivados en medio sintético oviductual por 8-9 dias hasta el estado
de blastocisto. Blastocistos fueron transferidos a vaquillas receptoras
7 a 9 dias postcelo. Se realizaron 25 transferencias a vaquillas
receptoras y se logré la prefiez en 5 (20%) de ellas. Dos de éstas
abortaron a los 42 dfas y una tercera a los 120 dfas. Las dos vaquillas
prefadas restantes mantuvieron su gestacion (mds de 45 dias) hasta el
momento de escribir esta comunicacion.
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