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Resumen

Esta revision describe los trabajos que hemos realizado en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos
Aires y trabajos hechos en colaboracion con una empresa de biotecnologia
argentina. Los experimentos realizados fueron principalmente en el area de
micromanipulacién embrionaria y transgénesis animal. Se describen
experiencias de transgénesis por transplante nuclear utilizando células
genéticamente modificadas incluyendo la reclonacion de animales
transgénicos. Luego se presentan resultados en que mediante la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) permitieron producir embriones
trasgénicos en cinco especies domésticas diferentes. Otros trabajos descriptos
exploran numerosas alternativas para generar transgénesis por ICSI en bovinos
y ovinos. Seguidamente se analizaron varias estrategias para producir animales
transgénicos entre ellas la inyeccién en oocitos o cigotos de células del cimulos,
vesicula ooplasmica ambas previamente incubadas durante 5 minutos con la
transgen o la inyeccién del plasmido solo. Todos estos tratamientos fueron
eficientes induciendo la expresion de ADN exdégeno en embriones
preimplantados. Sin embargo hubo un gran mosaiquismo en la expresion del
transgen. Varias estrategias fueron analizadas para revertir el mosaiquismo
incluyendo una novedosa técnica de clonacion de gametos. Concluimos que
miultiples métodos nuevos de micromanipulacién y transgénesis estan
disponibles ahora para ser empleados en las especies domésticas.

Introduccién

El objetivo fundamental de este trabajo no es realizar una revision exhaustiva
de las investigaciones en el area sino presentar métodos prometedores
recientemente desarrollados o evaluados en nuestro laboratorio.

Clonacion por transferencia nuclear

Clonacién de células somaticas por transferencia nuclear ha permitido la
propagacién animales domésticos de élite y la generacidon de animales
transgénicos para fines agricolas o biomédicos. Brevemente, la transferencia
nuclear (TN) implica la enucleacién de un ovocito receptor, seguido por la fusion
0 inyeccion con una célula donante. El desarrollo es inducido artificialmente
por la activaciéon quimica o fisica. La produccién de animales clonados por
transferencia nuclear de células somaticas se ha logrado con éxito en ovejas
(Campbell et al., 1996; Wells et al., 1997; Wilmut et al., 1997); (Baguisi et al.,
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1999) cabras y vacas (Cibelli et al., 1998; Kato et al., 1998; Wells et al., 1998)
entre otras especies.

Hay varios factores que influyen en los resultados de TN, incluyendo los métodos
de enucleacion (Moro et al, 2011), fusion, activacion (Vichera et al., 2009, Canel
et al., 2010), la célula donante (Salamone et al., 2008) asi como el grado de
sincronia del ciclo celular donante/recipiente. La fusion de la célula donante y
el ovocito receptor enucleado depende de numerosos factores (Collas et al.,
1993). El nucleo también puede ser inyectado (Canel et al, 2010). La activacion
y desarrollo a blastocistos de embriones de clonacién hoy ya son equivalentes
a la de los ovocitos fecundados in vitro (Liu et al., 1998).

Un problema con los sistemas existentes de clonacidn por transferencia nuclear
es la baja supervivencia de los embriones y fetos clonados. Una posible
explicacion es que el nicleo de donantes no es correctamente reprogramado
(Heyman et al, 2006, Renard et al., 2002).

Evaluamos la combinacién de ionomicina con un compuesto aislado
recientemente en la Argentina, la Dehidroleucodina (DhL) para la activacion
quimica, tanto en la ICSI como el TN (Vichera et al., 2009). En un trabajo realizado
por Canel et al. (2010) demostramos que al contrario del 6-
dimethylaminopurine (DMAP), ionomicina-DhL induce una dinamica de
formacion pronuclear similar a la fertilizacion in vitro (FIV) y que la ionomicina-
DhL en combinacién con Citochalasina B induce un mayor desarrollo a
blastocisto de los embriones de clonacion. Ademas, todos los tratamientos
con DhL produjeron menos embriones con blastomeros poliploides que los
tratamientos con lonomycin-DMAP, pero tasas similares de blastocistos (Canel
et al, 2010).

Una de las principales aplicaciones del TN es la clonacion de animales de
valor genético. Para mejorar los resultado se evalud una nueva alternativa para
producir clones equinos anteriormente descrita para el bovino (Ribeiro et al.,
2009). La cual consiste en la agregacion de embriones libre de la zona pelucida
originados por TN de células sométicas de un animal. Para esto se colocan
tempranamente 2 o tres embriones en estrecho contacto en micropozos al
momento de la compactacion los embriones se integran. La agregacion del
embrién mejord el desarrollo in vitro, y el porcentaje de prefiez. Lo mas
interesante es que la clonacién equina por agregacion de dos o tres embriones
no implico la utilizacién de oocitos adicionales. Una de las ventajas es que es
una buena estrategia para mejorar las tasas de prefiez de clonacién equina
sin transferir embriones adicionales, evitando producir mellizos, factor que no
es deseado en esta especie. El primer potro clonada viable obtenido con este
método naci6 el 4 de agosto de 2010 (Gambini et al, 2010).

Transferencia de genes por microinyecciéon pronuclear

El primer método para producir animales transgénicos fue la microinyeccién
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de ADN exd6geno (ADNe) en el pronucleo masculino de cigotos (Gordon et al.,
1980). La transgénesis por microinyeccion todavia se utiliza en ratones
principalmente para generar conocimientos en investigacion basica. Este
procedimiento ha demostrado ser util en especies como conejos, ovejas y
cerdos (Hammer et.al, 1985), pero es dependiente de la visualizacion adecuada
del pronucleo masculino y en algunas especies como la bovina tiene muy baja
eficiencia (Eyestone, 1999).

Transgenesis por clonacioén

Con el advenimiento de la clonacion por transferencia nuclear, la microinyeccion
nuclear tendié a ser reemplazado por la TN utilizando células sométicas
genéticamente modificadas (Schnieke et al., 1997; Cibelli et al, 1998).
Trabajando en conjunto con la empresa Biosidus en septiembre de 2002
produjimos una vaca capaz de expresar la hormona de crecimiento humana
(hGH) que fue la primera producida en América del Sur. La produccién de hGH
humana en leche y el potencial de utilizar vacas transgénicas como biorreactores
fueron analizadas y publicados por Salamone et al. (2006). Se demostrd que
es posible producir en leche hGH humana y que las vacas transgénicas
constituyen una forma eficiente de producir esta proteina. Estimamos que serian
necesario s6lo unos 15 animales para cubrir las necesidades mundiales
actuales de esta proteina (Salamone et al., 2006). Sin embargo, producir
animales clonados y transgénicos por TN nuclear es costoso y tiene en general
baja eficiencia, explicada en parte por fracaso de reprogramacion epigenética
(Rideout et. al., 2001).

Aunque la clonacion es una técnica poderosa para generar animales
transgénicos, aparecen varios problemas adicionales en la clonaciéon
convencional al momento de producir animales transgénicos. El evento de
transfeccion puede afectar el proceso y diferentes transfecciones de la misma
linea de células somaticas a pesar de producir semejante porcentajes de
blastocistos pueden diferir en la supervivencia fetal. Se realizd un experimento
con la empresa Biosidus, con una linea de células fetales de un feto femenino
de raza Jersey de 75 dias de edad, la cual se utiliz6 como control y ademas fue
transfectada con ADNe en 3 oportunidades utilizando el mismo protocolo. Los
eventos se llamarén transfeccion 1, 2 y 3 las células fueron modificadas con
una construccion de ADN y liposomas. Un nacimiento fue obtenido del control.
Cuatro y 7 nacimientos se obtuvieron de Transfecciones 1y 3, respectivamente.
Aunque transfeccién 2 tenia buen desarrollo in vitro, este tratamiento no produjo
ningun prefiez. Este hecho demuestra que el evento de transfeccién proporciona
una fuente adicional de variabilidad en la obtencién de animales vivos de
transgénicos. Nuestros resultados sefialaron la necesidad de controlar la
supervivencia fetal por ecografia para detectar lo antes posible las deficiencias
de desarrollo presentado por transfeccion.

En un programa de clonacién a gran escala destinado a obtener animales
transgénicos, es muy importante producir la integracién del transgen y expresion
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génica bien caracterizados. Sin embargo, después de transfecciéon no homadloga
se introducen a cada célula un nimero heterogéneo de copias del transgen
asi como ubicaciones en diferentes cromosomas, se puede realizar la
propagacion clonal pero esto puede comprometer la viabilidad de células
donantes. La reclonacién de la primera generacion de terneros transgénicos
ofrece la oportunidad de aumentar la homogeneidad entre los animales
transgénicos. Terneros de reclonacidon se obtuvieron en un experimento
(n=procedimiento de clonacion de 1739) En este ensayo se evalud la tasa de
supervivencia después de una segunda ronda de la clonacion utilizando
fibroblastos transgénicos obtenidos del cordén umbilical y de la oreja de
terneros clones. Siete nacimientos se obtuvieron de la linea original de células
fetales, un nacimiento fue obtenido de la reclonacion del cordon umbilical y
dos terneros se generaron de la reclonacidn a partir de los fibroblastos de
oreja. Desarrollo de blastocistos fue diferente entre fibroblastos fetales
transfectados y ambos grupos de tratamiento de reclonacidn. Se observaron
diferencias en las tasas de embarazo entre blastocistos generados por las
diferentes fuentes de células donantes. Aunque con menor produccion de
blastocisto, nuestros resultados sugieren que reclonacidn proporciona un
método adicional para obtener animales transgénicos, donde fibroblastos de
cordon umbilical podrian dar mejores resultados para reclonacion que los
obtenidos a partir de oreja de ternero.

Inyecciodn intracitoplasmatica de espermatozoides

(ICSl)La ICSI ha sido utilizado en los seres humanos y ratones (Palermo et al.,
1992; Kimura y Yanagimachi, 1995). En estas especies, la inyeccién del
espermatozoide en el oocito provoca la activacion de los mismos (Nakano et
al., 1997). Sin embargo, después de la ICSI la mayoria de los animales
domésticos la activacion no se desarrolla correctamente (McEvoy et al., 2003;
Malcuit et al., 2006). Con frecuencia, los protocolos de activacion quimica para
ICSI utilizan ionomicina, un ionoéforo de calcio, seguido de 3 h de incubacién
con DMAP (Rho et al., 1998). La mayoria de los grupos realiza ICSI utilizando un
dispositivo piezoeléctrico y obtienen aceptables porcentajes de blastocistos,
nosotros reemplazamos este costoso equipo utilizando protocolos de activacion
quimica y produjimos un cordero vivo Fig. 2 (Pereyra Bonnet, 2009). En equinos
esta técnica tiene un gran potencial, debido a que los ovocitos pueden ser
colectados por aspiracion transvaginal guiados por ecografia en animales vivos.
Desgraciadamente hasta el dia de hoy no se los puede fertilizar eficientemente
con las técnicas regulares de fertilizaciéon in vitro (FIV). La ICSI parece solucionar
este problema y actualmente estamos generamos buenos porcentajes de
blastocistos en equinos. Recientemente, hemos explorado el uso de esta técnica
en gatos con una alta tasa de blastocistos sin la necesidad de activacion
quimica, simplificando el procedimiento y permitiendo su aplicacién en felinos
en extincién (Moro y Salamone, 2010).
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Transferencia de genes por ICSI (TG-ICSI)

Varios autores publicaron alternativas a las técnicas de transferencia nuclear
de células somaticas y la microinyeccién pronuclear para obtener animales.
Estas son la transfecciéon del espermatozoide seguida de inseminacion
laparoscdpica (IL) (Lavitrano et al., 2002), la FIV (Lavitrano et al., 1989) y la ICSI
(Perry et al., 1999). IL y FIV permitirian generar animales transgénicos en forma
mas simple. Sin embargo, los resultados han generado un gran debate
(Lavitrano et al., 1989; Brinster et. al, 1989). Por otro lado, ICSI demostr6 ser
una técnica eficaz para producir descendencia en ratones (Perry et al., 1999).
La transferencia de genes mediada por ICSI con frecuencia da una alta tasa de
expresion mosaico del transgen. Una explicacion posible es que la transgen
no se integra en el genoma del embrién antes de primeras divisiones celulares
(Smith y Spadafora, 2005; Perry et al 1999; Szczygiel et al., 2003; Kaneko et al
2005). Ademas, el trangen podria permanecer extracromosémico y perderse
durante sucesivas divisiones mitéticos (Celebi et al., 2002).

En un experimento, utilizamos «TG-ICSI» asistida por activacién quimica
demostramos en cinco especies incluyendo a los ovinas, porcinas, felinas,
bovinas y equinos, que es posible obtener embriones que expresan la proteina
verde fluorescente (EGFP) en todos estas especies. Los espermatozoides
fueron coincubados con plasmido pCX-EGFP e inyectados en el ovocito MIl. El
Protocolo de activacion quimica fue ionomicina seguido luego de 3 horas por el
tratamiento con DMAP de 3 horas. Hemos detectado altas proporciones de los
embriones EGFP fluorescentes en las cinco especies (23 a 60%) en el cuarto
dia y se produjo blastocistos verde en bovinos, ovinos y gato (Pereyra Bonnet et
al, 2008).

En el ganado, la TG-ICSI no fue evaluada hasta nuestro reporte (Pereyra et al,
2008). La razon principal de la falta de intentos previos son los pobres resultados
obtenidosdespués de la ICSI convencional en esta especie. En otro estudio
determinamos las mejores condiciones para la TG-ICSI en bovinos. Se
evaluaron los diversos aspectos de la fecundacion y desarrollo embrionario
tras cinco tratamientos de activacion. Los espermatozoides fueron co-incubados
con el plasmido pCX-EGFP e inyectados en ovocitos en metafase Il, que luego
fueron tratados con ionomycin (lo), antes de la activacion a los que se les sumé
algunos de los siguientes compuestos: DMAP (lo-DMAP), un tratamiento
adicional de lo sumado al DMAP (2lo-DMAP), s6lo un segundo tratamiento de
lo (2l0), etanol (EtOH lo) o cloruro de estroncio (lo-Srcl2:). Se evaluaron las
tasas de fertilizacion a las 16 h después de ICSI, la presencia de una cabeza
de espermatozoide condensada en el dia 4, el porcentaje de blastocistos y la
expresion de EGFP al dia 7. Las tasas de fertilizacion no difirieron
significativamente entre los tratamientos. Todos los embriones EGFP positivo
(100%) eran fertilizados, mientras que al menos el 60% de los embriones
EGFP negativo tenia una cabeza de espermatozoides condensada. La
produccién de blastocistos después 2lo-DMAP no eran significativamente
diferentes de lo-DMAP o lo-EtOH, pero fueron superiores a 2lo o tratamientos
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de lo-Srcl2- (25,9, 18,7, 14,7, 9.4 y 10,9% respectivamente). En bovinos, TM-
ICSI demostré ser una técnica poderosa porque mas del 80% de los blastocistos
expresoé proteina EGFP (Bevacqua et al 2010Para). En otro trabajo evaluamos
IL, la FIV y la ICSI como métodos para producir embriones transgéncos ovinos
utilizando el plasmido egfp. Todos los tratamientos los espermatozoides habian
sido expuestos al plasmido pCX-EGFP. Se obtuvieron altas tasas de morulas/
blastocistos con LI y la fecundacion in vitro, pero no hubo embriones que
expresaran egfp. En contraste, el 91,6% morulas y blastocistos expresando
egfp cuando se usaba la TG-ICSI (Pereyra Bonnet, et al 2011).

Transferencia de genes por microinyeccion citoplasmética

Basado en nuestro resultado en ICSI, determinamos que no solamente el
espermatozoide sino que otras células e incluso fragmentos celulares podian
transferir el ADN exdgeno (ADNe) al embrion. Cuando inyectamos células del
cumulos, fragmentos celulares (los cuales llamamos vesiculas ooplasmicas)
incubados con el ADNe, o ADNe desnudo en el citoplasma de ovocitos MiIl,
cuando se inducia el desarrollo embrionario de estos habia expresion de ADNe
(Pereyra Bonnet et al, 2011, Bevacqua et al., 2010b). Utilizando la microscopia
confocal demostramos que interaccion del ADNe marcado con FITC se adheria
a las células de cumulos y vesiculas ooplasmicas. En un experimento mas,
evaluamos si podian producir embriones que expresasen el transgen por
medio de la inyeccidn de vesicula, seguido de la fecundacion in vitro. El analisis
preliminar de los embriones indica en 1/5 de los blastocistos eventos de
integracién detectable producidos por TN. Nuestros estudios demuestran por
primera vez que un corto periodo de co-incubation con el transgen de células
somaticas utilizadas luego para TN en mamiferos se logran embriones que
expresan el transgen. También se pueden obtener embriones que expresan
ADNe por inyeccion de vesiculas ooplasmica o por la inyeccién del ADNe sélo
en cigotos producidos por FIV, lo que simplificaria enormemente las técnicas
de transgénesis.

En otros experimentos se estudiaron diferentes alternativas para mejorar la
eficiencia de la transgénesis y evitar patrones de expresion mosaico de
transgen. Estructuras circulares y lineales plasmido e inhibidores de ciclo
celular (DMAP y DhL) fueron probados con este objetivo (Bevacqua et al., 2010b).
EGFP expresion fue mayor cuando se incubé el plasmido lineal en comparacién
con el circular pCX-EGFP vy las tasas de blastocistos verde fueron mas altos
para los grupos inoculados con el transgen lineal con vesiculas que soélo el
plasmido lineal. Andlisis de FISH mostraron evidencias de la integracion del
transgen en embriones verdes. El inhibidor del ciclo celular DMAP produjo
mayor area de focos de H2AX histonas fosforilada (que es un indicador de
ruptura doble de la cadena de ADN), y reducida expresion de mosaico.
Intentamos obtener una mayor simplificacion de la técnica utilizando ovocitos
bovinos y cigotos, que fueron inyectados intracitoplasmaticamente con
complejos formados por ADNe y liposomas. Aproximadamente 70% de los
embriones inyectados y 50% de los blastocistos expresaron EGFP, cuando
egfp—liposoma se inyect6 post-fertilization h 16 (Vichera et al., 2010).
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El porcentaje de integracion de todos estos métodos queda por confirmar con
el nacimiento de animales transgénicos.

Diferentes enfoques para la reversién de multiplicacion y mosaicismo de
embriones

Nuestro primer intento consistié en la produccidon de embriones transgénicos
FIV por microinyeccién de vesicula para luego utilizar estos blastomeros
transgénicos como célula de donantes para la clonacion. Se produjo una alta
eficiencia en la inversion de mosaiquismo y multiplicacién de embriones
transgénicos (Bevacqua 2010b).

Otra experimento que estamos realizando consiste en la separacion de
blastémeros transgénicos verdes (expresando eGFP), seguido de la agregacion
de una blastdmera transgénica con dos estructuras provenientes de la fusién
embriones de 2 células. A esto se lo acompafio o no de agregaciones
asincrénico. Esta técnica permite multiplicado embriones transgénicos. El
blastémero verde originara el embrién (en general una célula). los blastémeros
fusionados y mas tempranos al momento de la agregacion tienden a formar
trofoblasto. Teéricamente, puede reducirse la tasa de mosaiquismo de la futura
descendencia (Hiriart et al, 2010). Esta metodologia también podria utilizarse
para multiplicar los embriones de animales de alto valor genético, al poder
dividir estos embriones en sus blastomeros para darle masa mediante
agregacion con futuras células trofoblasticas generadas de embriones de poco
valor. Asi de un embrién originar varios.

Otra opcion para reducir el mosaiquismo que exploramos es la clonacion de
gametos. Hemos demostrado que el espermatozoides y los oocitos pueden
ser eficiente clonado (Vichera et al, 2007, 2011a, 2011b). Produjimos
blastémeros verdes androgénicos haploides por la inyeccidon de un solo
espermatozoide por egfp TG-ICSI a oocitos a los que se les retira en ndcleo
femenino. Luego utilizamos a las blatdbmeras androgenéticas para fertilizar
ovocitos, resultando en varios embriones que expresan homogéneamente el
transgen. Este enfoque ofrece un enorme potencial, ya que permite determinar
el sexo del nucleo de esperma antes a la fertilizacion. También es posible
clonar oocitos a los que se les incorpor6é previamente ADNe (Vichera et al.,
2011b) seguido de la reconstruccion de embriones bovinos biparental para
después de generar embriones que expresen en transgen en forma
homogéneos. Esto abre la posibilidad de que el genoma de espermatozoides
o de ovocitos pueden se clonados multiplicandolos, es probable que en un
futuro pueda lograrse la generacion de lineas haploide. Esto tendria el potencial
para generar un numero ilimitado de embriones biparentales combinando
estas células haploides con hemizigotas haploide del sexo opuesto.

Las aplicaciones de estas tecnologias estan sujetas a nuestra capacidad de
imaginacion e innovaciéon. Los animales que se han generado con algunos
métodos (Fig. 1, 2 y 3) forman una especie de postales del futuro que
demuestran la posibilidad de utilizar estas tecnologias en nuestro pais.
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Fig. 2: Pampas: clones producidas a partir de células transfectadas con hGH, 2002.
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Fig. 3: Esperanza cordero generado por ICSI producido en 2008.
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