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Resumen

Cortez, J.V.; Segura, G.T; Murga, N.L.: Impacto de la reprogramacion celular (células

de fibroblastos y cumulos) en la produccion de clones bovinos. Rev. vet. 32: 2, 216-220,
2021. La clonacién convencional consta de varios procesos que tienen un efecto directo en

la produccién embrionaria y la tasa de gestacidon, un factor primordial es la reprogramaciéon

de la célula utilizada como donante de nucleo. El objetivo del presente estudio fue evaluar
el impacto de la reprogramacion celular (células de fibroblastos y cimulos) en la produccién

de clones bovinos. Las células donantes de nicleo se obtuvieron de fibroblastos y células de

cumulos para su reconstrucciéon con 6vulos y cultivado durante 7 d hasta la fase de incuba-
cidén/eclosion de blastocisto, para posteriormente ser transferidos a receptoras y evaluadas en

los dias 28, 60 y 75 de gestacion. Se evaludé nimero y porcentaje de citoplastos reconstruidos

a la hora de fusioén, obteniendo una mayor eficiencia con las células de camulos (51,7+7,8)

(p<0,05). El porcentaje de embriones obtenido al dia 7 fue mayor con las células de fibroblas-
tos (36,1+8.4) en comparacion con las células de camulos (34,1£10,0). A los 28, 60 y 75 dias

post-transferencia se evalué permanencia de prefiez, siendo significativamente superiores

(p<0,05) los embriones generados con cumulos de 16 células (12,0%). La eficiencia de 1a re-
programacién celular es similar en la procedencia de la célula, sin embargo existe un mayor
porcentaje de retencidn de prefiez con células de cimulos como donante de nicleo.
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Abstract

Cortez, J.V.; Segura, G.T.; Murga, N.L.: Impact of cell reprogramming (fibroblast cells
and clusters) on the production of bovine clones. Rev. vet. 32: 2, 216-220, 2021. Conven-
tional cloning consists of several processes that have a direct effect on embryonic production
and the pregnancy rate, a primary factor is the reprogramming of the cell used as a nucleus
donor. The objective of the present study was to evaluate the impact of cell reprogramming
(fibroblast cells and clusters) on the production of bovine clones. The nucleus donor cells
were obtained from fibroblasts and cumulus cells for their reconstruction with ovules and
cultured for 7 d until the blastocyst incubation / hatching phase, to be subsequently trans-
ferred to recipients and evaluated on day 28, 60 and 75 of gestation. The number and per-
centage of reconstructed cytoplasts were evaluated at the time of fusion, obtaining greater
efficiency with the cumulus cells (51,7 = 7,8) (p<0,05). The percentage of embryos obtained
on day 7 was higher with fibroblast cells (36,1 + 8.4) compared to cumulus cells (34,1 + 10,0).
At 28, 60 and 75 days post transfer, pregnancy permanence was evaluated, being significantly
higher (p<0,05) the embryos generated with cumulus 16 cells (12,0%). The efficiency of cell
reprogramming is similar in the origin of the cell, however there is a higher percentage of
pregnancy retention with cumulus cells as nucleus donor.

Key words: assisted reproduction, cleavage, reconstruction, cell / ovule complex.

INTRODUCCION asi como para optimizar la activacion y el periodo de
cultivo in vitro .
Se han realizado diversos esfuerzos para superar el Las mayores limitaciones bioldgicas de la clona-

tratamiento de células somaticas con agentes quimicos  cidén fueron que las células somaticas son completa-
o bioldgicos y asi facilitar la reprogramacion o aumen- mente diferenciadas, con patrones de expresion génica
tar la capacidad de los ovocitos enucleados para inducir  que se correlacionan con la funcién del tejido del cual
el proceso; para encontrar la etapa 6ptima de tiempoy  sc originaron.

ciclo celular para la enucleacion, fusion y activacion;
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Por esta razén, la mayoria de los investigadores
concentraron sus trabajos en encontrar el tipo celular
y las mejores condiciones de las células donantes para
que la informacion genética pudiera ser reprogramada
de forma eficiente en el citoplasto receptor, aumentan-
do la eficiencia de la clonacion somética.

Hasta la fecha se han utilizado muchos tipos ce-
lulares como donantes de nlcleo para la produccion
de animales clonados. Dolly fue creada a partir de la
reprogramacion del nicleo de una célula de glandula
mamaria 8. Sin embargo, otros resultados exitosos in-
cluyen la utilizacion de células de cimulos T, fibroblas-
tos fetales y adultos 8 12, entre otras.

Por consiguiente, el presente trabajo tuvo como ob-
jetivo evaluar el impacto de la reprogramacion celular
(células de fibroblastos y cimulos) en la produccion
de clones bovinos que permitan seleccionar el tipo de
célula més eficiente como donante de nudcleo en la clo-
nacion.

MATERIAL Y METODOS

Localizacion del estudio y materiales utilizados.
El estudio se realiz6 en el Laboratorio Genescol S.A.
(Colombia), con apoyo logistico de los investigadores
del Laboratorio de Biotecnologia Animal, Reproduc-
cién y Mejoramiento Genético del Instituto de Inves-
tigacién en Ganaderia y Biotecnologia, Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (Peru).

Colecta de los ovocitos. Los ovocitos fueron re-
cuperados de foliculos de 3 a 6 mm por el método de
puncidn. El contenido folicular fue depositado en tubos
con medio de manipulacion TCM199-HEPES suple-
mentado con 50 gg/ml de gentamicina y 10% (vol/vol)
de suero fetal bovino (SFB).

Maduracién in vitro de ovocitos. Los ovocitos se
maduraron en grupos de 25 en placas de cuatro poci-
llos con medio TCM199 tamponado con bicarbonato
suplementado con 0,6 mM de glutamina, 0,2 mM de
piruvato, 0,01 Ul/ml de FSH y LH, 1 mg/ml de estra-
diol, 50 gg/ml de gentamicina, 10 ng/ml de factor de

Figura 1 Proceso de enucleacion.
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crecimiento epidérmico (EGF) y 10% de SFB a 38,5°C
en 5% CO2con humedad maxima por 21 horas.

Preparacion de citoplastos. Los 6vulos maduros
se incubaron en una solucién de hialuronidasa de 0,3
mg/ml, seguidos de una agitacion vorticial durante 6
minutos. Se confirmo¢ la enucleacién mediante tincion
usando Hoechst 33342 y posterior visualizacion bajo
luz UV. Para la manipulacion se utilizd un par de mi-
cromanipuladores (Narishige, Japén) acoplados a un
microscopio invertido (IX73, Olympus, Tokyo, Japon)
y luz ultravioleta (filtro bloqueador UV-1a con 365 nm
de excitacion y 400 nm de emision) (Figuras 1y 2).

Preparacion de células somaticas. Las células so-
maticas fueron obtenidas de una vaca de la raza Gyr,
siguiendo los protocolos establecidos por Tovar X4. Las
células de camulos fueron extraidas directamente de
los ovocitos recuperados por aspiracion folicular guia-
da por ecografia (Ovum Pick Up-OPU, Easote, Italia).
Las células fueron separadas por pipeteo constante y
luego fueron cultivadas por 5 dias (pase 0). Después se
crioconservaron utilizando un procedimiento estandar
(sistema Mister Frosty). Las células descongeladas con
minimo 24 horas de confluencia (G” fueron utilizadas
como donantes de nicleo para la reconstruccién em-
brionaria (Figura 3 - Ay B).

Emparejamiento y electrofusién de célula do-
nante con el citoplasto. Se emparejé una célula soma-
tica con un citoplasto. La fusion se realizé con un elec-
trofusor BLS (Budapest, Hungria) y camara de fusion
(Modelo 450, 01-000209-01; BTX Corp, San Francis-
co, CA), en una solucién de manitol a 0,3 M, 0,05 mM
CaCl2 0,1 mM MgCI2y alcohol polivinilo (PVA) a 1
mg/ml inducida por un Unico pulso de corriente conti-
nua de 2 kV/cm por 9 gs. Los complejos fueron coloca-
dos en medio de retencion con 20% de FBS durante 30
minutos para completar la fusion.

Activacion y cultivo in vitro de embriones. Los

embriones reconstruidos sin signos de lisis fueron in-
cubados por 2 horas en medio TCM-bicarbonato con

Figura 2. Proceso de transferencia nuclear somatica.
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10% de SFB en 5% de CO2a 38,5°C para iniciar su re-
programacion. Posteriormente estos fueron activados
mediante incubacion durante 5 minutos a temperatura
ambiente en 7% de etanol en medio de mantenimiento
suplementado con 20% de SFB, seguido de una incuba-
cion de 5 horas en el mismo medio suplementado con 5
gg/ml de citocalasina B y 10 gg/ml de cicloheximida a
38,5°C en atmosfera de CO2al 5%. Posteriormente, los
embriones se cultivaron en placas de cuatro pocillos en
medio SOFaaci 7 suplementado con alblimina bovina
(BSA) al 0,3%. La placa de cultivo se sell6 en unabolsa
herméticay se gasificd con una mezcla de aire que con-
tenia 5% CO2 5% O2y 90% de N2 para posteriormente
ser incubado por 7 dias a 38,5°C b.

Transferencia de embriones y control de la pre-
fiez. Las transferencias se realizaron en el departamen-
to de Santander (Colombia), en vacas receptoras sincro-
nizadas con cuerpo liteo de mas de 16 mm de diametro
en uno de los ovarios. Se transfirieron los embriones al
cuerno uterino ipsolateral del CL funcional con el uso
de una pistola de transferencia de embriones (21”) con
fundas punta de acero. La tasa de gestacion se evaluo a
los dias 28, 60 y 75 mediante ultrasonografia.

Andlisis estadistico. Los dos tipos de células so-
maticas fueron comparadas en funcién a la proporcion
de dobletes fusionados, produccion de embriones clo-
nados y permanencia de prefiez. Para ello se aplico una
prueba «t» de Student para muestras o grupos de obser-
vaciones independientes, con un nivel de significancia
de 0,05. Previamente se realiz6 una prueba de homoge-
neidad de varianza, ademas de haberse determinado el
comportamiento normal de las observaciones.

RESULTADOS

Un total de 3244 ovocitos de grados |y Il fueron
seleccionados para maduracion, presentando cuerpo
polar 89%, de los cuales se formaron 2887 complejos
célula/camulos.
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Se utilizaron dos lineas celulares (fibroblastos de
piel adulta y células de cimulos) para ser empleados
como carioplastos (nicleo) y evaluar su impacto de re-
programacion en la produccion de embriones clones.

Se obtuvo una mayor eficiencia de reconstruccion
con células de cimulos (N°=168) a comparacion con
las células de fibroblasto, siendo la variacion entre
los dos tipos de células estadisticamente significativa
(p<0,05; Tabla 1).

En total, se reconstruyeron 1285 citoplastos por
transferencia nuclear de las dos células somaticas, sin
embargo, solo entraron a cultivo el 76% (n=976). Se
obtuvo una diferencia del 2% en los porcentajes de tasa
de clivaje evaluado a los 2 dias de cultivo in vitro, sin
embargo, esta no fue significativa (p<0,05). Los por-
centajes de blastocistos se registraron el dia 7 de cultivo
in vitro presentando una minima diferencia porcentual,
la cual no fue estadisticamente significativa (p<0,05;
Tabla 2).

Se transfirieron 246 blastocistos viables de 7 dias a
246 receptoras sincronizadas en el dia 7 después de la
ovulacién, 113 embriones producidos a partir de fibro-
blastos de piel y 133 embriones producidos a partir de
células de cimulos (Tabla 3). Se evalu6 permanencia
de gestacion a los 28 y 60 dias sin encontrar diferencias
significativas (p<0,05) entre los tipos de células utili-
zados para la reprogramacion celular. Nuevamente se
evalud permanecia en el término de la etapa critica del
primer tercio de gestacion (75 dias), presentando dife-
rencias significativas (p<0,05) en ndmero y porcentaje
con células reprogramadas de la granulosa (Tabla 3).

DISCUSION

La transferencia nuclear de células somaticas, ori-
ginalmente propuesta a principios de 1900 como una
forma de probar la retencion de la potencia genémica
durante la especializacion celular, ahora se lleva a cabo
en una gran cantidad de especies, utilizando diversas
combinaciones de células nicleo donante-receptor y
una amplia gama de metodologias 1

Figura 3. Fibroblastos de piel y células de cimulos en cultivo in vitro. A) células de piel en confluencia. B) célu-

las de cimulos en crecimiento.
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Tabla 1 Citoplastos reconstruidos con fibroblastos de piel y células del
cumulos.

. con]alef'o reconstruidos reconstruidos
célula/ dwlo (N°) (\°) @

fibroblastos de piel 1487 556 37,4+6,8b

células del cimulos 1400 724 51,7+7,8a

absuperindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica
(p<0,05).

Tabla 2. Desarrollo embrionario con fibroblastos de piel y células del
cumulos.

4 reconstruidos cultivados clivaje blastocistos
- ) 0 0
fibroblastos de piel 427 711+51 34,1+ 100
células del ciimulos 549 731+54 361+84

absuperindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica
(p<0,05).

Tabla 3. Gestaciones generadas con fibroblastos de piel y células del
cumulos.

) embriones o permanencia
celulas transferidos ) da2  dia0  dia
0 Mey M (O
fibroblastos de piel 113 13 52(46,0) 28(24,8) 8(7,D)a
células de cmulos 133 13 63(47,4) 33(25,6) 16(12,0)b

absuperindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica
(p<0,05)

La capacidad de reconstruccion de la célula con el
citoplasto y la reprogramacion celular son factores pri-
mordiales para tener éxito en un proceso de produccion
de embriones clones, estos factores se ven influencia-
dos por el tipo de célula utilizada como donante de nu-
cleo (carioplastos) 1.

El estudio presenté mayor eficiencia de reconstruc-
cion con células de cimulos (51,7+7,89 a comparacion
con las células de fibroblasto (37,4+6,80), presentando
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05). Ello

nipuladores 4.
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difiere del estudio realizado en el afio
2017 con parte del mismo equipo de
investigadores, donde no se encontra-
ron diferencias estadisticas entre re-
construidos con células de fibroblas-
tos y células de cimulos (cumulus), lo
cual podria estar influenciado por la
técnica de clonacién utilizada 2

El porcentaje de reconstruccion
de las dos lineas celulares utilizadas
en la reprogramacion para la forma-
cién de embriones clones se encuentra
en el promedio (37,4%; 51,7%) de re-
sultados reportados por otros autores
con referencia a la técnica de clona-
cién con micromanipuladores y HMC,
independientemente de las células do-
nantes 6 6.

La produccion de blastocistos al
dia 7 de cultivo no se vio influencia-
da por la diferencia estadistica en los
porcentajes de reconstruccion, siendo
los porcentajes de produccion simila-
res con la reprogramacion de células
de fibroblastos (34,1%) y células de
cimulos (36,1%), presentando una
ligera superioridad con el empleo de
células de cimulos.

Tales resultados son similares a
los reportados en un trabajo anterior 9
donde se evalu6 la produccion de em-
briones clones (blastocistos) generados

a partir de células donantes de ndcleos provenientes de
diversos tejidos (adultos, fetales, pantorrilla, gametos
femeninos y masculinos), no encontrandose diferencias
en los porcentajes de produccion.

Los promedios de produccion de blastocistos de
la investigacion se encuentran dentro del promedio
mundial (30%) de produccidn de blastocistos bovinos
mediante transferencia nuclear somética con microma-

Figura 4. Terneros clonados mediante la técnica de transferencia nuclear de células somaticas (SCNT). A: ter-

nera Gyr Ofelia-C1, en el dia del nacimiento. B) ternera Gyr Ofelia-C2.
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Los resultados de esta investigacion -en permanen-
cia gestacional evaluada a los 28 y 60 dias- se encuen-
tran dentro de los promedios > 50% de trabajos previos
realizados %3, lo cual concuerda con otros autores !°,
quienes obtuvieron un porcentaje de permanencia con
células del camulus de 28%y piel de 50% en los prime-
ros meses de gestacion, y con porcentajes de nacimien-
tos de 19% con células de camulus y 20% células de
piel, conjuntamente se conoce que los embriones clo-
nados presentan una tasa elevada > 60% de mortalidad
embrionaria en ¢l periodo de gestacion temprana > 13,

Ello concuerda con los resultados obtenidos a los
75 dias de gestaciéon donde la permanencia disminuy6
en un porcentaje de 7,1% para embriones producidos a
partir de la reprogramacion de células de fibroblastos y
12,0% a partir de la reprogramacion de células de ci-
mulos.

En conclusién, los estudios demostraron que las li-
neas celulares de piel y camulos son células que pueden
ser utilizadas como donantes de nicleos para la clona-
cion de terneros (Figura 4).

Sin embargo, es importante continuar con las inves-
tigaciones en biologia celular para saber la procedencia
exacta de las células donantes de micleo, ya que podria-
mos estar utilizando fibroblastos todo el momento.
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