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Resumen: Este trabajo desarrolla brevemente la clonacion, sus técnicas y los problemas éticos

surgidos a raiz de ella.

Resumo: Este traballo desenvolve brevemente a clonacién, as stas técnicas e os problemas

éticos xurdidos a raiz dela.
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INTRODUCCION

En la naturaleza, la clonacion esta relacio-
nada con la reproduccién asexual, cuyas
réplicas son copias genéticas idénticas al
progenitor. Las primeras clonaciones artifi-
ciales se consiguieron utilizando plantas
(por ejemplo reproduccion mediante esque-
jes). Posteriormente, en 1952, y tras algu-
nos intentos, John Gurdon consigue clonar
sapos de la especie Xenopus laevis. Ya en
los afios 80 encontramos los primeros inten-
tos de clonacidon en mamiferos, pero estos
ensayos hechos con ratones fueron fallidos.
En la década de los 90 los experimentos
proliferan. Los ensayos persiguen el refina-
miento de las técnicas que culminan en
1997 con el anuncio al mundo de la existen-
cia de la oveja Dolly. Es en esta década
cuando surgen las primeras controversias
sobre la posibilidad de clonar humanos. Al
mismo tiempo, la comunidad cientifica duda
de la veracidad de los anuncios de clonacio-
nes en humanos puesto que hasta el mo-
mento no hay pruebas de que sea verdad.

Ya entrado el siglo XXI se asientan las ba-
ses para su aplicacion cientifica y comercial.
La clonacién como tal se consolida.

CONCEPTOS CLAVE

La clonacién es el conjunto de todas
aquellas técnicas que dan lugar a la crea-
cion de un organismo o linea celular con
idéntica dotacion genética del ser o célula
del que se parte. Por lo tanto, un clon no es
mas que una copia genética del ser del que
procede. Este hecho no implica una identi-
dad morfoldgica similar por parte del clon,
asi los gemelos son copias genéticas, clo-
nes entre si, y mantienen identidades bien

distintas el uno del otro.

Al contrario de lo que pudiera parecer, los
clones son bastante frecuentes en la natura-
leza (tumores, organismos con reproduccion
asexual como bacterias, protozoos o levadu-
ras, organismos con reproduccién por esci-
sibn como hidras, lombrices o estrellas de
mar, plantas que proceden de la reproduc-
cion vegetativa, gemelos, etc). Actualmente
se estan desarrollando técnicas para la
creacion de clones artificiales que podrian
llegar a tener un gran interés econémico.

Expresién génica: No todos nuestros ge-
nes suelen ser operativos en todas las célu-
las. Existe una relacién inversa entre espe-
cializacién y cantidad de informacién genéti-
ca expresable: las células diferenciadas
(hepatocitos, miocitos, neuronas) posible-
mente s6lo expresan alrededor del 10% de
SuUs genes como contrapartida a su especia-
lizacion.

Célula madre: En biologia, se denomina
asi a aquella célula que se encuentra en un
estado indiferenciado capaz de diferenciarse
en (de producir) otras células mas especiali-
zadas. Una célula madre cuando se divide
es capaz de generar una célula igual a si
misma y otra diferente especializada, cuan-
do y donde tal division sea necesaria. Es
decir, una célula sigue como indiferenciada
y mantiene la capacidad de proliferar, mien-
tras que la otra se especializa. Esta defini-
cion engloba a cualquier célula madre.

Una caracteristica fundamental de las célu-
las madre es que tienen capacidad de auto-
regeneracion (en el cuerpo o en una placa
de cultivo) de forma indefinida. Puesto que
al dividirse siempre forman al menos una
célula idéntica a ellas mismas, mantenién-
dose siempre una poblacién de células ma-

dres.



Existen tres tipos de células madre: totipo-
tentes, pluripotentes, y multipotentes. Basi-
camente, en biologia se trabaja con dos ti-
pos: la célula madre por excelencia el zigo-
to, que es totipotente y daréd lugar a las célu-
las madre embrionarias pluripotentes del
embrién, y con células madre multipotentes
de capacidad mas limitada para generar
células especializadas. Hay que aclarar un
punto: aunque las células de la masa celular
interna del blastocisto son pluripotentes, no
son en si mismas células madre, segin la
definicién dada anteriormente, porque no se
mantienen indefinidamente como tales in
vivo, sino que se diferencian sucesivamente
en los diversos tipos celulares durante la
fase intrauterina. Lo que ocurre es que
cuando se extraen del embrién y se cultivan
in vitro bajo ciertas condiciones, se convier-
ten en células “inmortales” dotadas con las
dos propiedades ya comentadas: autorreno-
vacion y pluripotencia. En el contexto de la
actual investigacion se pretende obtener
células madre que se mantengan como ta-
les en cultivo en el laboratorio y que al ser
estimuladas adecuadamente se pueden ob-
tener poblaciones de células diferenciadas

para ser utilizadas en la reparacion o susti-

Fig. 1. Técnicas de microinyeccion
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tucion de érganos y tejidos defectuosos.

Perspectivas con las células madre
embrionarias (CME)

El potencial terapéutico de las CME se
pondria de manifiesto sobre todo empleando
las derivadas del propio paciente, ya que no
habria problemas de rechazo de injertos:
estariamos ante un autotrasplante. Pero
¢Como es posible esto en un individuo ya
nacido, si por definicién estas células proce-
den de embriones? Este es el principal pro-
blema hasta ahora de las células madre,
que hay que crear embriones de los que
obtener células madre potencialmente (tiles
para su uso terapéutico y en investigacion.

Aqui es donde entraria el método de tran-
ferencia de nucleos a partir de una célula
somatica que veremos mas adelante (Fig.1).

Hay varios problemas éticos y algunas
implicaciones sociales de todas estas técni-
cas, pero para adentrarnos en este tema
conviene conocer dos conceptos: el de Etica
(filosofia moral o disciplina filoséfica que
estudia las reglas morales y su fundamenta-
cion) y el de Moral (define nuestras acciones
en aceptables o no aceptables).

Como podemos ver, el asunto trasciende
claramente la biologia por lo que intentar
sustentar cientificamente un problema que
es esencialmente ético (o moral) no es pro-
ductivo porque se pueden encontrar argu-
mentos a favor o en contra de forma que
siempre habra alguno en el que apoyarse.
Aunque puede que la propia ciencia esté en
camino de solventar este dilema ético. In-
vestigadores norteamericanos han conse-
guido obtener un tercer tipo de célula madre
denominadas las células madre pluripoten-

tes inducidas. Estas células son células ma-
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dre adultas capaces de desdiferenciarse a
células madre embrionarias. Este reciente
descubrimiento implicaria la obtenciéon de
clones sin necesidad de usar embriones
(Werning y col. 2007).

TECNICAS DE CLONACION ANIMAL

Hay diversas técnicas para obtener clones
animales:

1. Division artificial de embriones: en la
fase de morula, ésta se puede dividir en dos
para obtener dos embriones. La biseccién
embrionaria se puede hacer en estado de
blastocisto. En este caso tendremos que
cortar por la mitad la masa celular interna. A
cada parte resultante se le llama demiem-
brién o hemiembrién.

2. Transferencia de nucleos (Fig. 2). Se
necesita un nucleo donante y un citoplasma
receptor. Los primeros experimentos se rea-
lizaron en el anfibio Rana pipiens porque

posee oocitos de gran tamafio. Se transfirie-
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ron nucleos de células de blastula a oocitos
previamente enucleados con micropipetas.
Posteriormente la transferencia se realizé a
partir de nucleos de células epiteliales de
intestino de renacuajo, consiguiendo el de-
sarrollo hasta sapos adultos. En el proceso
se irradia el huevo para destruir el ADN ma-
terno e inyectar el nacleo donante. Los estu-
dios anteriores en el transplante de nucleos,
tanto en anfibios como en mamiferos, falla-
ron por la incompatibilidad en el ciclo celular
entre el ndcleo donante y el oocito receptor,
llevando a la aparicién de alteraciones cro-
mosomicas que impiden el desarrollo em-
brionario. El nicleo donante se encontraba
en fase S o G2 del ciclo celular, siendo in-
compatible con el oocito receptor que se
encontraba parado en la metafase Il. Cuan-
do el ndcleo en fase S 0 G2 es introducido
dentro de un oocito en metafase Il, éste tien-
de a sufrir una replicacién adicional del ADN

y una condensacion prematura de los cro-

Fig. 2. Clonacién terapéutica (El Pais )



mosomas dando como resultado un desa-
rrollo anormal.

El equipo del Dr. Wilmut consiguid iniciar el
desarrollo embrionario reduciendo la posibi-
lidad de alteraciones cromosémicas. Asi, el
nucleo de células provenientes de cultivos
deprimidos de suero se detuvo en GO y se
introdujo en un oocito receptor. De este mo-
do se logré sincronizar el tiempo de replica-
cion del ADN vy del citoplasma receptor, evi-
tando alteraciones cromosémicas.

Para que el nicleo se fusione con el cito-
plasma se le da un impulso eléctrico que a
su vez activa la multiplicacion celular. Las
células donantes del nicleo debian estar en
la fase GO en el cultivo celular, donde se
mantienen quiescentes. Es facil conseguirlo
mediante la disminucion del 10% del suero
habitual al 5% en el cultivo celular en el que
se mantiene, las células no tendran nutrien-
tes y perderan su actividad.

-Clonacién en ovejas: El equipo que ha

realizado los experimentos con la oveja Do-
lly han logrado que se formase Dolly a partir
del ndcleo de una célula totalmente diferen-
ciada de ubre de otra oveja adulta. De 277
ndcleos de glandula mamaria insertados
s6lo 29 llegaron a mérula, y sélo Dolly nacié
con fenotipo (apariencia) del nucleo donante
(oveja de cabeza blanca) frente al huevo del
receptor que era de cabeza de color negro.

-Clonacion de peces: el estudio se ha reali-

zado en un pequefio pez llamado Medaka,
Oryzias latipes, cuyos oocitos son transpa-
rentes, lo que es una ventaja para manipu-
larlos. En el experimento, un pez de color
oscuro de la variedad salvaje se utiliz6 como
donante de nucleos. Se individualizaron las
células de la blastula con micropipetas in-

yectando iones de calcio y magnesio en una
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disolucion reguladora. Las células se mantu-
vieron a 4° C y se tifieron de rojo para su
mejor identificacion. La pigmentacion oscura
es el alelo dominante B/B. La variedad na-
ranja es una mutacion con alelo recesivo b/
b. Sus oocitos no fecundados sirvieron de
recipiente. Se mantuvieron a 18° C en con-
tenedores de plastico de 35 mm en disolu-
cion de penicilina principalmente. De los 845
transplantes 27 peces fueron oscuros y 2
naranjas con la técnica intercambiada.

-Clonacién en conejos: Los conejos tienen

muchas ventajas como animal experimental.
Su estado de gestacion dura Unicamente 1
mes, permitiendo una evaluacién rapida del
desarrollo fetal y postnatal. Los conejos pre-
sentan foliculos pre-ovulares en sus ovarios
y la ovulacion se puede estimular hormonal-
mente. Los embriones se recubren con una
gruesa capa de glucoproteinas. Sin embar-
go, la zona pellucida y la membrana del oo-
cito son facilmente atravesadas. Los oocitos
se activan con esperma que aumenta la
cantidad de calcio intracelular, o con descar-
gas eléctricas. El oocito prosigue hasta la
interfase y no se detiene en metafase Il gra-
cias al descenso del factor promotor de la
mitosis (FMP) por no producirse ciclina B. El
FMP es un complejo proteico promotor de la
fase M del ciclo celular y contiene una cicli-
na y una proteina quinasa. Las ciclinas son
un grupo de proteinas que actlan regulando
distintos momentos del ciclo celular. Se en-
cuentran formando parte del dimero de qui-
nasas dependientes de ciclinas (Cdk) consti-
tuido por una subunidad quinasa y otra cicli-
na.

Tras implantar el nuevo nucleo y desarro-
llarse el cigoto a embrién, éste se introduce

en el oviducto de la hembra. Esto ha sido
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desarrollado quirargicamente y sin cirugia.

-Clonacién en ratones: Empleando la técni-

ca de transferencia de nucleos. Todas las
células sométicas pueden soportar que su
nacleo sea transferido a un blastocisto y se
desarrolle. Aun asi, lo nucleos de los fibro-
blastos son los que mayor éxito han produci-
do en lo que a descendencia se refiere. Los
oocitos son activados mediante ién estron-
cio, esperma o descargas eléctricas. Los
nuevos ratones presentan pocas diferencias
con ratones no clonados. En ejemplares
clonicos el peso corporal suele ser mas ele-
vado debido a que durante su desarrollo la
placenta es mayor. Sin embargo su descen-

dencia no heredara el aumento de tamafio.

APLICACIONES DE LA CLONACION
ANIMAL

Antes de nada debemos considerar que la
clonacién no siempre implica formacién de
embriones y uso de sus células madre. La
clonacién mas sencilla es la clonacién de
células. A partir de una célula madre epidér-
mica se puede conseguir un gran clon de
células epidérmicas genéticamente iguales y
usarlas para reparar la piel de un paciente
que sufre quemaduras graves. La técnica
del transplante nuclear, sin embargo, implica
la formacion de embriones que, por un lado
pueden usarse para producir un nuevo indi-
viduo (clonacién reproductiva) o bien, como
fuente de células madre embrionarias

(clonacion no reproductiva o terapéutica).

Clonacion de mamiferos

Clonacion de mamiferos a partir de células
adultas; ejemplo la oveja Dolly. Una ventaja
importante es que se conoce de antemano

las caracteristicas del nuevo animal. Los

ganaderos podrian beneficiarse consiguien-
do clones de los animales que son mas pro-
ductivos y resistentes a enfermedades que
otros. Por otro lado, se estd estudiando la
posibilidad de clonar animales en extincién,
o incluso hacer reaparecer especies ya ex-
tinguidas.

Clonacion y terapia génica

Se est4 estudiando el uso de la clonacién
para “corregir” fallos genéticos de un em-
brion. Del mismo modo se podrian curar
enfermedades genéticas en individuos adul-
tos, por ejemplo, el uso de virus modificados
genéticamente como vectores que transpor-
ten genes especificos al interior de las célu-
las madre de las neuronas, para el trata-
miento de enfermedades neurolégicas
(Parkinson, Alzheimer). Son aplicaciones
por ahora poco factibles, pero que en un
futuro podrian convertirse en una revolucion
médica.

También se pueden introducir genes en
células madre embrionarias que expresen
proteinas terapéuticas y luego crear anima-
les que sinteticen esa proteina, por ejemplo
en la leche.

También debemos nombrar el uso de la
clonacién para crear nuevos 6rganos, que
se usarian en transplantes, evitando recha-
zos y largas listas de espera.

Sin embargo, existen muchos problemas
gue frenan el progreso de la clonacion. Pro-
blemas relacionados con la técnica, como
son el bajo porcentaje de éxitos (tengamos
en cuenta que Dolly se consiguié tras 277
intentos) y el alto nimero de évulos requeri-
do en la clonacion de animales, asi como
los graves problemas de salud que presen-

tan. También debemos tener en cuenta, que



la manipulacion genética, ya sea de anima-
les adultos, embriones o bacterias (e incluso
de plantas) puede conllevar cambios en
otros genes. La clonacion y la manipulacion
de los genes no son técnicas exactas, por lo
gue no siempre se obtienen los resultados
esperados. Ademas de todo esto estan los
inconvenientes éticos respecto a la clona-
cién humana.

La clonacién es una técnica con expectati-
vas, sobre todo en medicina, pero todavia
debe superar varias dificultades para ser

utilizada convencionalmente.
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