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INTRODUCCION

El nacimiento de la oveja Dolly, producida por transplan-
te de nicleos, ha supuesto la demostracion de algo que has-
ta ahora se crefa era biolégicamente imposible: la clonacién
de un mamifero adulto. Este resultado espectacular ha pues-
to en primer plano de actualidad los estudios en transferen-
cia de nicleos que ya desde el inicio de los afios cincuenta
se han estado llevando a cabo. En este articulo me gustaria
exponer como €l progreso en estos estudios ha permitido ad-
quirir los conocimientos y desarrollar 1a metodologia nece-
saria para realizar un experimento semejante.

Los experimentos en transferencia de micleos fueron pro-
puestos por primera vez por Spemann en 1938 como una for-
ma de investigar el potencial del genoma del niicleo de cé-
lulas diferenciadas (1). La idea consistia en transferir nicleos
de células de embriones en estadios progresivamente mas
avanzados en su desarrollo, a embriones en estadio de una
célula previamente enucleados. Este experimento se plante-
aba a comienzos de siglo como una de las respuestas a la
forma en que las células se diferencian. Por esas épocas,
existian dos hipétesis. Una sugeria que la diferenciacién ce-
Iular se conseguia a través de la pérdida de genes. Es decir,
conforme avanzaba la diferenciacion de una estirpe celular,
la cantidad de informacién genética almacenada en el nicleo
iba disminuyendo, guarddndose la que era necesaria para el
correcto funcionamiento del tejido diferenciado y desechan-
dose la informacién que no fuera a utilizarse en el futuro.
Asi, en el nicleo de las células diferenciadas tan solo se en-
contraria el DNA necesario para el desarrollo y el manteni-
miento de ese tipo celular concreto. El resto se habria ido
perdiendo a Jo largo del proceso de diferenciacion celular.

La segunda hipdtesis ofrecia una explicacidén distinta. En
este caso la cantidad de informacién presente en el nicleo
de cualquier célula diferenciada seria la misma que la que
se encontraba en el micleo del zigoto. La diferenciacion ce-
lular no se produciria por perdida de material o informacién
genética sino que serfa debida a la distinta utilizacién de esa
informacién por las diversas estirpes celulares. Es decir, en
el nicleo de cualquier célula diferenciada de un organismo

aduito se mantendria toda la informacién necesaria para ge-
nerar un nuevo organismo aduito.

Es en este contexto en el que Spemann propone su expe-
rimento: tomemos el nicleo de una célula somadtica diferen-
ciada proveniente de un individuo adulto; introduzcimoslto
en el citoplasma de un zigoto enucleado y veamos si el em-
brién reconstituido de esta forma es capaz de desarrollarse.
Si lo consigue, serd la prueba de la existencia de toda la in-
formacién necesaria en el ntcleo de las células diferencia-
das, esto es, el nicleo de las c€lulas diferenciadas es totipo-
tente. Si por el contrario, este embrién no se desarrolla,
significard que el nidcleo de las células diferenciadas no es
totipotente.

Examinando las condiciones propuestas por Spemann mas
detaliadamente, veremos que las condiciones que han de dar-
se para que una transferencia de nicleos permita conseguir
un embrién capaz de desarrollarse, no sélo hasta el naci-
miento, sino hasta el estado de adulto fértil, son las siguien-
tes. Primero, toda la informacién genética presente en el zi-
goto debe estar presente también en la célula utilizada como
donante del nicleo transferido, esto implica que no se pro-
duzcan pérdidas de DNA durante el desarrollo. En segundo
lugar, esta informacién debe ser accesible una vez el nicleo
es transferido al nuevo citoplasma (esto significa que, por
ejemplo, los genes deben ser accesibles para los factores de
transcripcién) permitiendo que la expresién génica del nd-
cleo transferido sea modulada hacia una expresién equiva-
lente a la de los pronticleos (reprogramacién). Si alguna de
estas dos primeras condiciones no puede cumplirse, nos en-
contrariamos ante una barrera biolégica para la clonacién por
medio de transferencia de nicleos. En tercer lugar, la trans-
ferencia de micleos no debe producir consecuencias dafiinas
o letales para el embrién reconstruido. La investigacion de
posibles situaciones en las que se produzcan dichas conse-
cuencias dafiinas y el disefio de nuevas metodologias que
permitan evitarlas, constituird una aproximacién a la mejo-
ra de la tecnologia de transferencia de niicleos. Un factor que
se ha demostrado que tiene importantes implicaciones para
el desarrollo posterior a la transferencia de niicleos es la re-
plicacién anormal del DNA que ocurre al usar células do-
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nadoras de niicleos y de recipiente en momentos inapropia-
dos del ciclo celular.

PROGRAMA DE DESARROLLO:
REPROGRAMACION

Antes de explicar el concepto de reprogramacion, convie-
ne exponer lo que entendemos por programa de desarrollo.
En el momento de la fertilizacién, el espermatozoide, ade-
mas de completar la dotacién genética del zigoto, activa el
desarrollo del embrién resultante de dicha fertilizacién. El
oocito completa la meiosis, se forman los pronicleos, se re-
plica el DNA y a continuacién se lleva a cabo la primera di-
visién mitdtica. A partir de este momento el desarrollo del
embrién conlleva la aparicién de distintos tipos celulares que
poco a poco acabaran diferenciandose en el ingente nimero
de células que constituyen los distintos organos y tejidos de
un organismo adulto. Lo que entendemos por programa de
desarrollo es el conjunto de instrucciones que cada estirpe
celular necesita para llegar, partiendo del zigoto, al estadio
de diferenciacion final. El final de todas estas células, en un
grado mayor o menor de diferenciacion sera la muerte, bien
durante la vida del organismo del cual forman parte, bien a
consecuencia de la muerte de este organismo. Tan solo un
pequeiio ndmero de células escaparan a esta suerte: las cé-
lulas germinales. Estas, después de unirse a otra formaran
un nuevo individuo que crecera y repetira el ciclo.

Al realizar una transferencia de nicleos, lo que estamos
pidiendo al niicleo que transferimos es que detenga su dife-
renciacién y vuelva atrds en este programa de desarrollo.
Una especie de “rebobinado” de las instrucciones de dife-
renciacion, de tal forma que se situe al inicio del proceso.
Esto es, que de alguna forma se convierta en el equivalen-
te, en terminos de diferenciacién, de los pronucleos del zi-
goto. Esta vuelta al inicio, este “rebobinado”, es lo que de-
nominamos reprogramacion.

Para conseguir una adecuada reprogramacion es necesario
que exista totipotencia del nicleo, es decir, se requiere que
sean cualesquiera los mecanismos utilizados durante la dife-
renciacion celular, su accién sea completamente reversible. En
otras palabras, el niicleo transferido al interior del citoplasma
(provenga este de un oocito o de un zigoto) debe convertirse
en semejante a un prontcleo desde el punto de vista del de-
sarrollo. La expresion de los genes caracteristicos de su ante-
tior tejido o estadio de desarrollo debe silenciarse y, en el mo-
mento adecuado, la expresién de los genes requeridos para el
desarrollo durante estos estadios iniciales ha de ser activada.
Realmente, el tnico test valido para comprobar la totipoten-
cia de un niicleo sigue siendo su capacidad para dirigir el de-
sarrollo de un embrién reconstruido por transferencia de nd-
cleos hasta llegar a un individuo adulto fértil.

EXPERIMENTOS CON ANFIBIOS

Los primeros experimentos en clonacién por transferencia
de nicleos fueron realizados con embriones de anfibios (2, 3).

En estos experimentos, micleos tomados de células de em-
briones en estadio de bldstula y de géstrula fueron inyectados
dentro del citoplasma de oocitos enucleados de Rana pipiens.
Los embriones asi reconstruidos completaron su desarrollo
normal y se convirtieron en individuos adultos fértiles. En los
afios siguientes, la transferencia de nicleos fue probada de una
forma extensiva utilizandose principalmente dos especies de
anfibios: Xenopus laevis y Rana pipiens (ver 4 - 8).

Estos experimentos de transferencia de niicleos realizados
con embriones de anfibios sugirieron que, al menos en los
estadios iniciales del desarrollo, la diferenciacién se consi-
gue por medios que no conllevan ia pérdida de totipotencia
nuclear. (2, 3, 9 - 12). Incluso se consiguieron individuos
adultos a partir de células tomadas de la mucosa del intesti-
no de renacuajo (12). De todas maneras, aunque existian evi-
dencias que probaban la multipotencialidad genética de los
nicleos de células somadticas especializadas, en ningiin caso
se demostré que células somaticas diferenciadas de indivi-
duos adultos fueran totipotentes. En otras palabras, no fue
posible obtener individuos adultos a partir de células dife-
renciadas de individuos adultos. Esto es, no se consigui6 clo-
nar un individuo adulto (13 - 18).

Quisiera resaltar que ya en estos primeros experimentos
se realizaron dos observaciones muy importantes, que al
cabo de los afios Ilevarian a desarrollar una metodologia efi-
ciente de clonacion. En primer lugar, se vié que se obtenfan
mejores resultados al utilizar oocitos, en lugar de zigotos,
como recipientes del niicleo. (8, 13, 18, 19). En segundo lu-
gar, se observ6 que una gran proporcién de embriones clo-
nados morian debido a errores en la segregacién de las cro-
madtidas durante las primeras mitosis. Como explicaré mas
adelante, estos errores aparecian a consecuencia de la trans-
ferencia de niicleos. Es decir, los embriones no morian por
una incapacidad del nicleo transferido para dirigir el desa-
rrollo (falta de totipotencia), sino por lesiones causadas al
embrién debido al mismo proceso de transferencia de ni-
cleos (20).

EXPERIMENTOS CON MAMIFEROS:
AVANCES EN LA METODOLOGIA

Aunque los primeros experimentos en transferencia de nd-
cleos utilizando embriones de mamifero se iniciaron en la
decada de los setenta (21 - 28) habrd que esperar a una se-
rie de avances metodolégicos para que se realizen de una
forma rutinaria y en una proporcién similar a los realizados
con embriones de anfibios.

Estos primeros experimentos en transferencia de nicleos
con embriones de mamifero toparon con graves dificultades
técnicas debidas principalmente al tamafio del oocito y del
zigoto (unas 1000 veces menor que el huevo de rana), y a
su mayor sensibilidad a las manipulaciones de microcirugia.
No fue hasta el establecimiento de un método de enuclea-
cién no invasivo (29) que los experimentos en transferencia
de nticleos con embriones de mamifero se realizaron en una
escala similar a los ya llevados a cabo con anfibios (30 - 35).
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Los primeros experimentos se realizaron utilizando como
donantes de niicleos células embrionarias procedentes de
embriones no implantados. Como recipientes para estos ni-
cleos fueron wutilizados zigotos. Rapidamente se observd,
como habia sucedido con Ios anfibios, que los oocitos en me-
tafase proporcionaban un recipiente mas adecuado (36 - 39).
Un nuevo avance técnico fue el uso de fluorocromos espe-
cificos para el DNA que permitié visualizar los cromosomas
y facilité enormemente la enucleacién de oocitos en meta-
fase II (40 - 41).

Al utilizar estos nuevos protocolos de transferencia de ni-
cleos, rapidamente se obtuvieron individuos adultos, a par-
tir de células embrionarias, en la mayoria de especies do-
mésticas (38, 42 - 44). El estadio de desarrollo mas avanzado
a partir del cual se obtuvieron individuos adultos era el blas-
tocisto. Se obtuvieron individuos adultos después de trans-
ferir micleos de células de Ia masa celular central (ICM) del
blastocisto de embriones de oveja (45), conejo (46) y vaca
(47). Por otro lado se obtienen embriones que completan el
desarrollo hasta blastocisto utilizando como donantes de ni-
cleos células diferenciadas como timocitos (48), células pri-
mordiales masculinas (49), células de la granulosa y fibro-
blastos (47). También se obtuvo desarrollo hasta blastocisto
con embriones producidos por transferencia de nicleos in-
terespecifica (50).

En resumen, los datos de experimentos en transferencia
de nucleos realizados tanto con embriones de anfibios
como con embriones de mamifero, sugerian la existencia
de una progresiva restriccion desde el punto de vista del
desarrollo, cuando céiulas en estadios progresivamente
mas avanzados se utilizan como donantes de nidcleos.
Diversos investigadores han sugerido la existencia de una
relacion entre este hecho y el estadio del desarrollo en el
cual se produce el inicio de la transcripcién del genoma
embrionario en las diversas especies (34, 51 - 53). Sin em-
bargo no estaba claro si esta relacion era debida a una pér-
dida de totipotencia del nicleo transferido o si era produ-
cida por la distinta duracién del periodo de tiempo desde
la transferencia de nidcleos hasta el inicio de la transcrip-
cién del genoma embrionario. Durante este periodo, el nu-
cleo transferido puede recuperarse de la transferencia y
adaptarse al nuevo ambiente citoplasmatico. De esta for-
ma, en los embriones de especies con una activacién més
tardia del genoma embrionario - por ejemplo, la oveja -
los nicleos transferidos tendrian mds tiempo para adap-
tarse y ser reprogramados que en el caso de embriones de
especies con una activaciéon inmediata del genoma em-
brionario.

(BARRERA BIOLOGICA O PROBLEMA
METODOLOGICO?

La elevada proporcion de embriones que completan su de-
sarrollo al transferir niicleos entre embriones de ratén que se
encuentran en un estadio similar de desarrollo (29, 51, 54)
demostraba que las técnicas de transferencia de nicleos, per
se, no tienen un efecto importante en el desarrollo del em-

brién reconstruido. Por lo tanto, cuando la totipotencia de
nicleos tomados de estadios més avanzados fue puesta a
prueba mediante experimentos de transferencia de niicleos,
la incapacidad de desarrollarse observada en los embriones
reconstruidos de esta manera fue interpretada como la prue-
ba de la pérdida de la totipotencia del nicleo transferido, y
de la incapacidad de reprogramar dichos niicleos por parte
del citoplasma del zigoto (51, 52).

Asi, a finales de los afios ochenta, las opiniones de los in-
vestigadores se dividian entre quienes pensaban que no era
posible clonar individuos adultos mediante transferencia de
nicleos, debido a la existencia de una barrera bioldgica que
impedia la reprogramacién del nicleo transferido, y la de
aquellos que, aun sin negar la posible existencia de dicha ba-
rrera, pensaban que todavia no se habia alcanzado. Para es-
tos ultimos, la metodologia utilizada en la transferencia de
nicleos era mejorable.

Esta opinién se fundamentaba en dos observaciones re-
alizadas tanto en experimentos con embriones de mami-
fero como de anfibio. En primer lugar, como ya se ha
mencionado, se tenia la evidencia de que el tipo de reci-
piente utilizado afectaba de una forma dramaética al desa-
rrollo del embrién reconstruido por transferencia de nd-
cleos. Esta observacién indicaba que factores externos al
nicleo —que fueron denominados factores de reprograma-
cién— y, por afiadidura, a su grado de diferenciacién, afec-
taban al proceso de reprogramacién. La segunda observa-
cion era que la fase del ciclo celular en la que se
encontraba tanto la célula donadora de niicleos, como la
célula de la cual se obtenia el citoplasma afectaba al de-
sarrollo del embrién resultante de la transferencia de nd-
cleos (55).

Conjuntamente, estas observaciones sugerfan que las re-
laciones nucleo-citoplasmaéticas inmediatamente después de
la transferencia de nicleos, y no la totipotencia del niicleo
transferido, podrian ser responsables de la falta de desarro-
llo observada en los embriones producidos por transferencia
de nicleos.

Es decir, estas observaciones indicaban que el desarrollo
del embrién producido por transferencia de miicleos no era
Unicamente una cuestién de totipotencia del niicleo. Ademas
de ello, existian una serie de factores que debian ser inves-
tigados para conocer con mayor detalle las relaciones nu-
cleo-citoplasmaticas que se dan después de la transferencia.
Este mayor entendimiento podria conducir, posiblemente, al
disefio de protocolos y técnicas de transferencia de nicleos
mas eficientes.

INFORMACION GENETICA EN EL NUCLEO
DE LA CELULA DONANTE

Otro de los argumentos a favor de la inexistencia de ba-
rreras biologicas a la clonacién, lo constituye el hecho de la
conservacién de la integridad del genoma durante el desa-
rrollo del organismo y la diferenciacién celular.
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Perdidas de DNA se han descrito en unas pocas especies de
protozoos ciliados, nemdatodos, crusticeos e insectos (56 - 58).
Entre los vertebrados, se producen pérdidas de DNA en la re-
organizacion de los genes de la immunoglobulina en gallinas
(59), en los linfocitos B (60) y en los receptores de los lifoci-
tos T en mamiferos (61, 62).

Exceptuando dichas ocasiones, puede decirse que la evi-
dencia disponible hoy en dia indica que la integridad del ge-
noma es retenida a lo largo del desarrollo incluso en células
somadticas especializadas. Esta evidencia indica que un ele-
vado niimero de genes silenciados pueden mantenerse en el
génoma en ausencia de expresion, y que en las condiciones
favorables pueden ser estimulados para funcionar y perma-
necer funcionales. Esta activacién ha sido documentada en
cultivos celulares, experimentos de transdiferenciacion, he-
terokariones e hibridos celulares, cancer y transferencia de
micleos (8, 63 - 72).

REPROGRAMACION DE LA EXPRESION
GENICA DESPUES DE LA TRANSFERENCIA
DE NUCLEOS

La reprogramacion de la expresion del genoma después
de la transferencia de nicleos puede ser estudiada de di-
versas formas: observacién directa de cambios en el RNA
y la produccién de péptidos (14, 52, 73 - 79), observacion
de la estructura del nicleo (80), cambios en antigenos de
membrana regulados durante el desarrollo (81) y la reca-
pitulaciéon de eventos que ocurren durante el desarrollo
preimplantatorio (38, 42-46, 82). A partir de la evidencia
disponible, puede concluirse que la reprogramacion del
nicleo transferido, aunque puede ser incompleta o parcial,
es un fenémeno comin después de la transferencia de ni-
cleos.

No esta claro cual es el mecanismo mediante el que se
consigue esta reprogramacion. Cambios en la morfologia
del nidcleo transferido han sido descritos extensivamente.
Estos cambios, debidos fundamentalmente a intercambios
de protefnas entre el nicleo y el citoplasma han sido des-
critos tanto en anfibios (4 - 6) como en mamiferos (31, 36,
44, 83)).

Parece probable que esta remodelacién del niicleo trans-
ferido este relacionada con la reprogramacién que sufre.
Asi, uno de los candidatos que han sido propuestos como
responsables de esta reprogramacién es el proceso, o gru-
po de factores, envuelto en los intensos cambios morfold-
gicos que ocurren después de la fertilizacidn en el nicleo
del oocito y del espermatozoide. Estos cambios causan la
remodelacién de los cromosomas del oocito y del nicleo
del espermatozoide en pronudcleos funcionales capaces de
sintetizar DNA (84 - 87). La evidencia publicada sugiere
que esta remodelacion esta producida por factores exis-
tentes en el citoplasma del oocito en metafase II de la
meiosis que son-inactivados o secuestrados de alguna for-
ma durante el proceso de formacién de los proniicleos. (36,
88 - 90)

DANOS PRODUCIDOS POR O A CONSECUENCIA
DE LA TRANSFERENCIA DE NUCLEOS. EFECTO
DEL CICLO CELULAR EN LA TRANSFERENCIA
DE NUCLEOS

Ya los experimentos realizados con embriones de anfibios,
sugerian que el fracaso observado en el desarrollo de em-
briones producidos mediante transferencia de nicleos, al
usar como donantes de nicleos células diferenciadas, era un
resultado del dafio ocasionado a los cromosomas por la in-
capacidad de estos niicleos de células diferenciadas en ad-
quirir la caracteristicamente mas rapida pauta de replicacién
de! DNA que se da en los estadios iniciales del desarrollo
(3, 5, 91 - 94). Como resultado de esta incapacidad, cromo-
somas que estaban todavia inmersos en la replicacién del
DNA eran obligados a entrar en mitosis y sufrian dafios me-
canicos debidos a una anormal separacion de las cromatidas
en la anafase (18).

También se han detectado importantes efectos del ciclo ce-
lular post transferencia de nicleos en mamiferos.La fase del
ciclo celular tanto del niicleo como del citoplasma utilizados
en la transferencia afecta, de una manera vital, a la replica-
cién del DNA del nicleo transferido.

La replicacién del DNA ocurre solamente una vez duran-
te cada ciclo celular. Asi, en el ciclo celular mitético normal
existen controles que evitan la re-replicacién del DNA (para
una revision ver 95). Este control parece ser que se estable-
ce mediante un factor permisivo (“lisensing factor” LF) que
se une a los cromosomas durante la mitosis e induce la re-
plicacién del DNA durante la interfase. Este factor es con-
sumido o inactivado de alguna manera una vez que la repli-
cacién del DNA se ha producido. La integridad de la
membrana nuclear durante la interfase es crucial para evitar
que nuevo LF entre en el nicleo e induzca la re-replicacién
del DNA antes de que las cromatidas hermanas se separen
durante la fase de mitosis (96 - 98).

Al investigar la sintesis del DNA del nicleo transferido
en embriones vacunos producidos por transferencia de na-
cleos (99, 100), se observd que los resultados variaban de-
pendiendo de si el nicleo era transferido a un oocito en me-
tafase II o en fase de sintesis (S).

Al usar un oocito en metafase Il como recipiente, la mem-
brana nuclear del nicleo transferido se desmantelaba y se
producia replicacién del DNA, independientemente de la
fase del ciclo celular en la que se encontrase el nuicleo trans-
ferido (99, 100). El desmantelamiento de la membrana nu-
clear es producido por la actividad del factor promotor de la
mitosis (MPF). Si los niicleos son transferidos a recipientes
que tienen altos niveles de actividad del MPF puede indu-
cirse re-replicacion de DNA que ya ha sido replicado, lo cual
puede acabar produciendo aneuploidia. Una forma de evi-
tarlo es transferir niicleos en fase G1, ya que en este caso,
la replicacién normal del DNA todavia no se ha producido.
Sin embargo si se transfieren niicleos que se encuentran en
fase de sintesis, la re-replicacién inducida por la perdida de
membrana nuclear puede provocar graves errores. Si se
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transfieren niicleos en G2 pueden obtenerse células hijas te-
traploides.

Por otro lado, si el oocito era activado y cultivado el tiem-
po suficiente para permitir la desapariciéon de MPF activo,
era la fase celular del nucleo transferido quien determinaba
si se producfa o no replicacién del DNA (99, 100). En este
caso se observo replicacion de DNA al transferir nicleos en
fase G1 y S; pero no al transferir nicleos en fase G2.

Estos resultados sugerian que para evitar anomalias en la
replicacién del DNA, que pueden resultar letales para el em-
brién reconstruido, existen dos estrategias. Bien se transfie-
ren Gnicamente ndcleos en G1 o bien se utiliza Gnicamente
recipientes en los cuales la actividad del factor promotor de
la mitosis (MPF) ha desaparecido. Esta segunda aproxima-
cién permitirfa utilizar cualquier tipo de ndcleo (G1, S o G2)

EVITAR LA RE-REPLICACION DEL DNA:
EL RECIPIENTE UNIVERSAL

Al poner a prueba esta segunda estrategia con embrio-
nes de oveja, se observé un incremento del 50% en el de-
sarrollo a blastocisto de los embriones producidos por
transferencia de nicleos (101). Los blastocistos obtenidos
pasaron del 20% al 67% de los embriones recontruidos.
Este resultado confirmaba que una gran parte de la mor-
talidad embrionaria observada hasta ahora en los embrio-
nes producidos por transferencia de niicleos era causada
por una inadecuacién de las fases del ciclo celular del ni-
cleo y recipiente que, muy probablemente, causaba altera-
ciones en la replicacion del DNA después de la transfe-
rencia.

Una de las ventajas de esta aproximacion es que permite
utilizar todos los niicleos de un embridn, sin necesidad de
sincronizarlos en una fase determinada. Por ello, al cito-
plasma con bajos niveles de actividad MPF se le llamé “re-
cipiente universal”.

Hay que mencionar aqui que la combinacién de nicleos
en G1 con citoplasma en metafase II incrementaba de una
manera similar la eficacia de estas técnicas de clonacién (102
- 103).

Sin embargo, al utilizar embriones de ratén como mate-
rial para un experimento en el que estudiabamos mds deta-
lladamente el efecto del ciclo celular en el desarrollo des-
pués de la transferencia de nicleos (Otaegui et al, en
preparacion), realizamos unas observaciones que nos hicie-
ron cambiar la hipétesis de trabajo. Las células embrionarias
de ratén, a diferencia de las de oveja, pueden ser ficilmen-
te sincronizadas de manera que podemos utilizar nicleos en
distintas fases del ciclo celular (G1, inicio S, final S, G2).
Tedricamente, y en ausencia de otros factores distintos a la
re-replicacién del DNA, al transferir nicleos en cualquiera
de estas fases a un “recipiente universal” obtendriamos si-
milares proporciones de desarrollo a blastocisto. Los resul-
tados no cuadraron con esta hipétesis. Los embriones re-

construidos con niicleos en el periodo inicial de la fase G1
se desarrollaban hasta blastocisto en una proporcién varias
veces superior a lo que obteniamos al utilizar nicleos en
otras fases. Ademads, este resultado coincidia con que esta
fase del ciclo celular (inicio de G1) era la tnica que podia
utilizarse como donante de niicleos si el recipiente estaba en
metafase II. Claramente, estos nucleos en el inicio de la fase
G1 tenian alguna caracteristica que los hacia especiales. Por
un lado eran mds facilmente reprogramables al ser transfe-
ridos a un recipiente universal. En este caso, tomamos como
prueba de su mayor reprogramabilidad su mayor proporcién
de desarrollo a blastocisto. Por otro lado, eran resistentes a
la induccién de re-replicacion del DNA después del des-
mantelamiento de la membrana nuclear provocada por altos
niveles de MPI.

LA HIPOTESIS DEL DNA “DESNUDO”

Las diferencias en la configuracién de la cromatina po-
drian ser responsables de las diferencias observadas entre los
grupos donde se predecia una replicacién normal del DNA.
Asi, el 43 y el 60% de los embriones producidos al transfe-
rir ndcleos de células en la fase inicial de G1, tomados de
embriones en 4 células, a citoplasma en metafase I y en fase
S respectivamente, se desarrollaron hasta blastocisto.
Mientras que dnicamente el 15% de embriones lo hacian al
transferir nicleos en fase S a citoplasma en fase S. La hi-
potesis del DNA “desnudo” propone que estos resultados re-
flejan diferencias de accesibilidad de los factores de trans-
cripcién (y de reprogramacién) al DNA cromosémico del
nucleo transferido.

Aunque no es un fenomeno totalmente generalizado, un
gran nimero de factores de transcripcion se separan de los
cromosomas durante la mitosis (104, 105). En circunstan-
cias normales, una vez completada la mitosis, estos facto-
res que controlan la transcripcion retornan a la cromatina
para seguir regulando la expresién génica de las células hi-
jas. Sin embargo, si nicleos desprovistos de dichos facto-
res de transcripcidén son transferidos a un ambiente cito-
plasmaético distinto, los factores de transcripcion que
migrardn al niicleo transferido seran los presentes en este
nuevo citoplasma que, una vez unidos a la cromatina, mo-
dulardn una expresion génica apropiada a la fase del desa-
rrollo del citoplasma. El desplazamiento de factores de
transcripcién de los cromosomas mitéticos antes de la trans-
ferencia de nucleos puede asi resultar en un periodo permi-
sivo para la modificacién de la expresién génica de los nd-
cleos transferidos. En células Hela, se ha descrito un
periodo en el inicio de la fase G1 donde la membrana nu-
clear ya se ha formado y la cromatina esta todavia parcial-
mente condensada (106). Los protocolos de transferencia de
nicleos podrian aprovechar esta situacién utilizando nucle-
os en esta fase de inicio de G1 o incluso en mitosis. En com-
paracién, en los niicleos en fase S, la cromatina se encuen-
tra totalmente descondensada y los factores de transcripcion
ya han migrado al nicleo, dificultando considerablemente
la reprogramacién del nicleo por parte del citoplasma reci-
piente.
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«DOLLY>»

Al intentar replicar estos experimentos con células en cul-
tivo (“stem cell” de ratén), la mayor dificultad técnica que
nos encontramos fue la de sincronizar una proporcién ade-
cuada de células en este inicio de la fase G1. Dificultades
que hicieron abandonar esta aproximacion.

Sin embargo, existia otra forma de conseguir nicleos ca-
rentes o, al menos, suficientemente desprovistos de factores
de transcripcion: inducir la entrada de las células donadoras
en quiescencia. Intuitivamente, puede explicarse esta situa-
cién si imaginamos que al cultivar las células donadoras de
nicleos en un medio practicamente sin nutrientes, se provo-
ca una especie de situacién de emergencia en la que la cé-
Iula dedica todas sus reservas a mantenerse viva. Esto lo con-
sigue minimizando el nimero de genes que se expresan y
desviando la mayor cantidad de moléculas estructurales a la
combustion y la obtencién de energia. En este estado, llega-
rd un momento en el que la presencia de factores de trans-
cripcién unidos a la cromatina del niicleo celular se ve re-
ducido al minimo compatible con la vida. Utilizando esta
aproximacion, los doctores Wilmut y Campbell del Instituto
Roslin consiguieron el afio 1995 dos ovejas adultas a partir
de células fetales ovinas mantenidas en cultivo por trece pa-
sajes (107). Animados por estos resultados, el afio 1996 uti-
lizaron como donantes de niicleos células mamarias mante-
nidas en cultivo. De estos experimentos nacio Dolly (108).

APLICACIONES DE LAS TECNICAS
DE CLONACION

Al contemplar las posibles aplicaciones de estos procedi-
mientos de clonacién, me gustaria aclarar que me referiré a
ellas exclusivamente desde el punto de vista del investigador.
Debemos tener muy claro que la metodologia de clonacién
por transferencia de nicleos sigue siendo, fundamentalmente,
una importantisima herramienta de mnvestigacion. Mediante
estos experimentos podremos descifrar y conocer mejor los
mecanismos moleculares que producen la reprogramacion del
nicleo transferido y del proceso de diferenciacion celular. Aun
cuando el nacimiento de Dolly demuestra que la reprograma-
cién de micleos de células diferenciadas es posible, no sabe-
mos como se produce. Hay muchas preguntas planteadas:
(cuales son los mecanismos moleculares que intervienen? ;jes
posible clonar cualquier especie? jes posible utilizar como do-
nante cualquier célula? ;de cualquier tejido?

Conocer y explicar mejor el proceso de diferenciacion ce-
lular puede tener importantes aplicaciones en la salud, pues
permitird entender de una forma mads precisa procesos como
el cancer, el desarrolio de los individuos y el envejecimien-
to celular e individual.

Entre las aplicaciones a corto y medio plazo de estas téc-
nicas se incluye la facilitacién de la obtencién de animales
transgénicos de granja. Animales que pueden usarse como
productores -de proteinas humanas de interés farmaceutico.
Recientemente se ha comunicado el nacimiento de ovejas

obtenidas de embriones reconstruidos con niicleos de fibro-
blastos embrionarios previamente transfectados in vitro. La
obtencién de animales transgénicos mediante transferencia
de nucleos de células transfectadas y seleccionadas in vitro
reduce de una manera muy importante el coste de estos pro-
cedimientos (tanto en tiempo como en dinero) y permite la
aplicacién de técnicas de recombinacién homéloga que ha-
cen posible una manipulacién genética mucho mds precisa.

A mas largo plazo este tipo de técnicas podran llegar a ser
utilizadas en la recuperacion de razas e incluso especies en
vias de desaparicién o ya definitivamente extintas (los ma-
muts congelados de Siberia son un buen primer candidato).

Por otra parte, y ya moviéndonos en los limites de la cien-
cia ficcidn, es posible imaginar que la conjuncién de las téc-
nicas de manipulacién genética, clonacién por transferencia
de nucleos y xenotransplante de organos permitiran crear
animales donantes de organos “personalizados”. Aunque en
el momento actual este tipo de tecnologia plantea graves
cuestiones de seguridad biolégica (paso de virus de unhs es-
pecies a otras) y provoca un nimero mayor de preguntas que
de respuestas.
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