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Introducción

La ciencia y la tecnología han sido elementos claves para el desarrollo de la humanidad a lo largo de la historia. Los descubrimientos que se han realizado, principalmente en el siglo XX, expanden las posibilidades científicas y tecnológicas hasta fronteras inimaginables, dando así una gran variedad de alternativas para la solución de problemas de todo tipo, desde la salud hasta cuestiones: económicas, sociales, etc., pero es necesario ver con esto que la tecnología “no” es la solución a todos los problemas de la gente.


La segunda mitad del siglo XX se ha caracterizado por un vertiginoso desarrollo científico y tecnológico. Tras el boom de la química y de la física nuclear, que a menudo  ha reportado serios problemas sanitarios y medioambientales, ahora parece que ha llegado la hora de la revolución biotecnológica.

  
Gracias a las técnicas de manipulación genética, hoy en día es posible inyectar, modificándolos si es necesario, genes provenientes de una especie, en la información de especies completamente diferentes: genes de animales en bacterias, genes humanos en animales, etc, produciendo plantas o animales transgénicos.

  
Estos nuevos organismos, no presentes en la naturaleza, frutos de la acción del hombre sobre su ADN, son denominados “OMG”, organismos modificados genéticamente. Sin embargo la polémica en la realización de estos experimentos y estudios científicos, nos muestra la otra cara de la moneda, algunos estudios son una gran amenaza contra la comunidad mundial y pone en cuestionamiento la ciencia y la tecnología.

Antecedentes.

Antigüedad biológica de la clonación.


La palabra “CLON” es una palabra griega que significa retoño, rama o brote. En el lenguaje científico es el conjunto de individuos que descienden de otro por vía vegetativa o asexual. El clon no es algo nuevo. La clonación existe en la naturaleza paralelamente a la reproducción por vía sexual. En el origen de la evolución, la reproducción se hacia de forma asexual, de modo que los descendientes de los seres microscópicos  con los que se inician la vida, eran idénticos a sus padres. Biológicamente, nuestros orígenes fueron clones. Los biólogos afirman que la reproducción sexual comienza posteriormente, o sea hace unos 1.000 millones de años.   


Hay que diferenciar el uso de la palabra clonación en distintos contextos de la biología:

· Si nos referimos al ámbito de la Ingeniería Genética, clonar es aislar y multiplicar en tubo de ensayo un determinado gen o, en general, un trozo de ADN. Sin embargo, Dolly no es producto de Ingeniería Genética. 

· En el contexto a que nos referimos, clonar significa obtener uno o varios individuos a partir de una célula somática o de un núcleo de otro individuo, de modo que los individuos clonados son idénticos o casi idénticos al original. 

Cronología de una investigación histórica.

Evolución: 

1865 - El monje agustino austriaco Gregor Mendel demuestra las leyes de la herencia, pero su descubrimiento pasa desapercibido.

1869 - El patólogo suizo Friedrich Miescher descubre en espermatozoides de peces y otro material biológico, la sustancia responsable de la transmisión de los caracteres hereditarios: el ácido desoxirribonucleico (ADN). 

1900 - Tres investigadores - el Alemán Correns, el Austríaco Tchermak y el Holandés D'Vries - redescubren, independientemente uno del otro, las leyes de Mendel. D'Vries informa en 1901 por primera vez de mutaciones. 

1952 – Se obtienen copias idénticas de ranas, con resultados de poco valor.

1953 - El biólogo estadounidense James Watson y el físico inglés Francis Crick describen la estructura de la molécula de ADN como una doble hélice.

1967 – John Gurdon demostró que era posible clonar una rana a partir de las células de su intestino. Sus investigaciones le valieron un Premio Novel.

1973 - Investigadores producen la primera bacteria genéticamente modificada.

[image: image6.bmp]1977 - Científicos norteamericanos introducen por primera vez en una bacteria material genético de células humanas. 
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1978 - Nace en Gran Bretaña el primer bebé probeta, engendrado mediante fertilización artificial o "in vitro".

1981 - Se producen los primeros clones de ratón

1982 - Sale al mercado en Estados Unidos el primer medicamento producido por manipulación genética (insulina). 
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1986 – Neal First, fisiólogo de la universidad de Madison (USA), logro crear la primera vaca por clon, luego de diez años de experimentos. Recogió una célula de un embrión bovino de 6 días y  con una descarga eléctrica lo fundió con un óvulo fecundado. El embrión resultante fue implantado en una vaca, de la que nació un ternero normal.

1990 - Se inicia oficialmente el Proyecto Genoma Humano (PGH), con financiación estatal, destinado a descifrar el código genético humano.

1991 - En Taiwán el Dr.Wu Ming-Che del Instituto de Investigación de Ganado clonó 5 cerdos de una especie en extinción, aunque sólo con 90% de similitud.

1996 - Se logró la clonación de las ovejas "Megan” y “Moran" idénticas genéticamente, pues provenían del mismo tejido.

1997 – El Instituto Roslin, de Escocia, presentan a Dolly, una oveja de siete meses. Se trata del primer mamífero producido por clonación, a partir de una célula adulta. 

1997 – Los mismos científicos que clonaron a Dolly produjeron un cordero "Polly" que porta genes humanos. 
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2000 - Craig Venter informa en abril que su empresa Celera ha descifrado el 90 por ciento del código genético humano. Meses después, bajo presión política, Venter y el PGH se unen, y anuncian el 26 de junio que han logrado el mapa del 97 por ciento del genoma y la secuencia exacta del 85 por ciento de las bases del ADN. 

2002 – En noviembre en la universidad A&M de Texas un equipo de científicos indico que ha clonado un gato domestico y presenta un cachorro de 2 meses de edad al que llamaron "CC", "Copy Cat". 

2002 – En diciembre la empresa Clonaid afirmó que el primer humano clonado nació, indican que es una niña, hija de estadouni-denses, y que pesó 3.2 kilogramos. 

¿Qué es la clonación?

 
Es un tipo de manipulación genética, la cual es una forma de reproducción asexual que produce individuos genéticamente idénticos. Esta forma de reproducción no disfruta de la riqueza que da la combinación de características maternas y paternas que es capaz de generar individuos diferentes entre sí.


También  es la acción de reproducir a un ser de manera perfecta en el aspecto fisiológico y bioquímico de la célula original. Esta definición quiere decir que a partir de una célula de un individuo se crea otra igual al anterior, ya que los caracteres que puede mostrar un ser se debe a los genes que ha heredado de los progenitores. Mediante la clonación se obtiene, que el individuo tenga los mismos genes que el padre y la madre, la reproducción sexual se sustituye por la reproducción artificial, pero los genes los aporta una única persona.

Tipos de clonación según el método.

· En la naturaleza existen especies clónicas  como los protozoos, organismos unicelulares que se reproducen por mitosis, como así también en nuestro propio organismo.

· En el laboratorio, el proceso  habitual se basa en extraer el núcleo de una célula adulta, el cual contiene el material genético, para introducirlo en un óvulo previamente despojado de su núcleo.

Existen diferentes métodos de clonación artificial:

1. Paraclonacion: transferencia de núcleos procedentes de blastómeros  embrionarios (La célula del embrión durante el estadio de segmentación) o de células  fetales en cultivo, a óvulos no fecundados previamente despojados de sus núcleos y a veces, a zigotos también previamente despojados de su núcleo. El “progenitor” de los clones es el embrión o feto.
2. Clonación verdadera: transferencia de núcleos de células de individuos ya nacidos a óvulos o zigotos previamente despojados de sus núcleos. Se originan individuos casi idénticos entre sí (salvo mutaciones somáticas) y muy parecidos al donante (del que se diferencian en mutaciones somáticas y en el genoma mitocondrial, que procede del óvulo receptor).
Temas a tratar.

                                                                     Células madre 
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                                           Natural              Células del hueso  


                                                                     Células de medula ósea

                                                                     Células vegetales naturales         

   Clonación 

                                                                  Células madre in vitro

                                     Artificial                Células animales

                                                                  Células vegetales   

Todos estos temas serán tratados a continuación en forma más detallada.

Células madres y clonación: qué sabemos, qué no sabemos y el uso en clonación terapéutica o en la reproducción por clonación en el ser humano.

 
Células madres


Una célula madre es aquella célula que tiene la capacidad de dividirse (multiplicarse) de manera ilimitada y al mismo tiempo posee la capacidad de diferenciarse o generar, por un lado, a copias exactas de si mismas (se autogeneran), y por otro lado, generar  diferentes tipos de células pertenecientes a diversos tipos de tejidos o dentro de un solo tipo de sistema o tejido. El proceso de diferenciación es central en el desarrollo; en él, las células individuales o grupos de células sufren cambios ultraestructurales y metabólicos que las distinguen funcionalmente de otras células del organismo en desarrollo.

 
Hay células madres en el embrión que tienen la capacidad de generar a todo un ser completo, éstas células se conocen como células madres embrionarias (ES cells). Hay otras células madres que existen en el adulto, llamadas células madres somáticas (AS cells), por ejemplo en la médula ósea nosotros tenemos las células madres hematopoyéticas, que son muy eficaces en regenerar todos los tipos de células de la sangre (éstas células son las que cuando se transplantan en otra persona darán lugar a nuevas células de la sangre como los eritrocitos, las plaquetas y los leucocitos o glóbulos blancos). Existen células madres de éste tipo (llamadas células madres somáticas) en muchos de nuestros órganos, en el cerebro, la piel, el intestino, el corazón, etc. Su identificación, aislamiento y expansión en el medio de cultivo y uso en terapia genética son áreas de mucha investigación en la actualidad. Muchos investigadores están convencidos de que dentro de un tiempo cercano se podrán usar éstas células madres somáticas (quiere decir obtenidas del organismo adulto) para inyectar en los tejidos apropiados y hacer que las células madres inyectadas se diferencien y reparen las áreas que hayan sido dañadas por un infarto, embolia, quemaduras u otras lesiones. Algo ya se ha logrado en ratas y ratones para restaurar la continuidad e integridad de la médula espinal y también existe un buen número de éxitos con la administración de células madres de la médula ósea de un donador y reparar las células de la sangre de personas con leucemias, mieloma múltiple o fallas de sus médulas óseas), esto es en esencia el transplante de médula ósea.


Como indicamos líneas arriba, las células madres tienen un potencial limitado de desarrollo, aunque pueden se unipotenciales o pluripotenciales. Hay otro tipo de células madres y son las células madres embrionarias totipotenciales: éstas células son obtenidas de los huevos fertilizados en la etapa de gástrula o mórula (cuando el embrión tiene solamente entre 8 y 16 células), cada una de éstas células madres tiene el potencial de formar o generar TODO un ser completo, es decir éstas células madres (ES cells) pueden generar todos los tipos de células de un ser humano, de ahí el nombre de totipotenciales. En plantas esto fue demostrado por primera vez por Steward y colaboradores, que tomaron células de floema secundario de una planta madura y las establecieron en cultivo. Se encontró que una única célula clonada en el cultivo podía ser inducida a crecer y desarrollarse hasta formar una planta madura. Aunque los mismos experimentos en animales resultaron más difíciles, Gordon y colaboradores encontraron resultados similares. 


Bien, las ES cells son las que más se han estado usando en investigación ya que es relativamente fácil mantenerlas en medio de cultivo dividiéndose continuamente, son susceptibles a manipulación genética; por ejemplo se pueden eliminar uno o mas genes específicos o poner genes con ciertas características (cuando se elimina un gen se dice que se ha hecho un "knock out" y cuando ponemos un gen extra en el núcleo de esa célula se dice que se ha construido un transgene); se puede generar con estas células genéticamente manipuladas animales ( ratones por ejemplo) que les falta el gen que hemos "knock out" o animales que expresan en gran cantidad el transgene extra que le hemos puesto en el núcleo de la célula madre embrionaria. Otra área muy importante de investigación ha sido y es el usar a las células madres embrionarias (ES cells) para que en el medio de cultivo in vitro, las podamos persuadir a que se diferencien en neuronas, células productoras de insulina o células precursoras de glóbulos rojos y glóbulos blancos de la sangre. 


Se pudo lograr que las ES cells generen células precursoras de las células de la sangre in vitro (en el medio de cultivo) las cuales pudieron restablecer todo el sistema sanguíneo de ratones deficientes. La idea aquí es la de usar a las células generadas en el medio de cultivo por las ES cells e inyectarlas en los tejidos donde puedan restablecer las células perdidas o dañadas. Para ejemplificar esto, las ES cells son inducidas a generar en el cultivo células Beta pancreáticas que producen insulina y éstas ultimas se inyectan en el páncreas o hígado de pacientes con diabetes para corregir la falta de producción de insulina.

Determinación y diferenciación


Las células madre quedan determinadas aun cuando no hayan sufrido ningún cambio ultraestructural o bioquímico a gran escala. El trabajo experimental sobre la determinación celular se ha concentrado, como dijimos anteriormente, en experimentos de manipulación de embriones. Si un grupo de células se transplanta a otro sitio del embrión y posteriormente se desarrolla como si aún estuviera en el sitio original, se dice que está determinado. Si se desarrolla de acuerdo a su nueva posición, entonces está no determinado.


Algunos estudios se han llevado a cabo utilizando la mosca de la fruta Drosiphila melanogaster. En ella, el óvulo fertilizado se desarrolla inicialmente en una forma larvaria y luego sufre cambios profundos de desarrollo (metamorfosis) antes de que aparezca la forma adulta. Las células larvarias que formarán las estructuras del adulto permanecen indiferenciadas. Se ordenan en 19 grupos separados, llamados discos imaginales, cada uno de los cuales está determinado para diferenciarse para formar una estructura adulta en particular. Este proceso se desencadena durante la metamorfosis por acción de una hormona esteroide, la ecdisona. Después de que se ha formado el adulto, el nivel de la hormona disminuye, pero alguna células del disco imaginal permanecen y proliferan a lo largo de la vida de la mosca.

Clonación nuclear


La clonación de Dolly, la famosa oveja, es considerada como una piedra fundamental en la biología de las células madres, el artículo que describió la clonación de Dolly estaba fresco aún de la imprenta cuando todos empezaron a preguntarse que será lo siguiente en este campo. En los experimentos iniciales que condujeron a la generación de Dolly, los científicos estuvieron investigando si la diferenciación celular, involucraba pérdida del potencial del núcleo, y si los núcleos de células ya diferenciadas (como las de la sangre o de la piel) podrían ser reprogramadas para recuperar dicho potencial del núcleo. La reprogramación implica la reactivación de genes no activos en el embrión y la expresión concomitante de genes activos en el adulto. El ovocito y los espermatozoides son normalmente las células capaces de reactivar genes embrionarios (genes que se expresan en el embrión). El resultado de la fusión de un núcleo de una célula somática (del adulto) donadora con una célula madre somática (AS cells) puede dar a lugar a tres resultados diferentes: fracaso, un producto anormal, o a un producto normal. Por mucho, los primeros dos eventos son los resultados más frecuentes, puesto que este proceso está supeditado a un nivel altísimo de ineficiencia.


Reproducción por clonación


La clonación se lleva a cabo aislando y quitando el núcleo de un ovocito y transfiriendo otro núcleo de una célula diploide en dicho ovocito enucleado (célula a la cuál se le removió el núcleo), lo cuál forma un clon que se divide y forma el embrión, el cuál se implanta en el útero de una fémina que puede o no ser el individuo de quién se obtuvo el ovocito.


La clonación es un proceso extremadamente ineficiente que conduce frecuentemente a la muerte del embrión clonado ni bien ha sido implantado en el útero. La mejor sobrevida se ha conseguido usando la células madres embrionarias (ES cells), las cuales han dado una sobrevida de 15 a 25% contra el 1% de sobrevida obtenida cuando se usó núcleos de fibroblastos (como fuente de células somáticas del adulto). Además, dada su toti-potencialidad, las ES cells son mas fáciles de reprogramar que las células madres somáticas del adulto (AS cells).


Ratones clonados que sobrevivieron después de la implantación mostraron una alta frecuencia de anomalías, como sobrecrecimiento fetal, defectos de la placenta, deficiencia funcional de los pulmones severa y anormalidades genéticas. Por lo que la pregunta emerge, ¿Qué tan normales son los animales adultos clonados, y si el tipo de tejido del cuál se obtienen las células para extraer el núcleo del donador para ser clonado afecta la calidad del clon generado?


Estudios recientes llevados a cabo con ES cells y células de la gástrula de huevos clonados mostraron un grado elevadísimo de disregulación de la expresión de genes en los clones y en su progenie (descendencia), con una expresión defectuosa de por lo menos 4% a 5% del genoma (donde están todos los genes de una célula o ser). Es de hacer notar que entre 30% a 40% de estos genes que se expresan defectuosamente en los clones son genes que actúan muy tempranamente en el desarrollo del individuo. De hecho y de manera consistente con lo anteriormente expuesto, el fenotipo (las características exteriores del ser) de ratones clonados de ES cells, ó de células de la gástrula de embriones mostró un grado muy alto de heterogeneidad con muchas anormalidades genéticas nuevas, así como la transmisión de los defectos genéticos de los padres de los clones.


Los problemas tempranos en la descendencia de los animales clonados se deben a una disregulación de genes claves o críticos en el embrión, mientras que las complicaciones o anormalidades tardías se deben a una disregulación de genes claves para la diferenciación del ser. Mediante análisis genético, se ha demostrado que 11 genes son activados en las ES cells y en el embrión pero no en las células del cumulus en el blastocisto (una etapa temprana del desarrollo de un embrión). Los Blastocistos expresan 100% de estos 11 genes cuando se generan con ES cells, pero solamente en 62% de ellos cuando se generan con células del cumulus. Así pues, las ES cells expresan todos los genes embrionarios y por lo tanto no requieren de reprogramación, mientras que las células del cumulus ya expresan genes de diferenciación celular, pero no todos los genes embrionarios y por lo tanto sus clones mueren de manera prematura.


Tal como se ha demostrado en experimentos usando células de ganglios linfáticos como fuente de núcleos donadores, la clonación es muy ineficiente, puesto que los clones fueron generados de un número muy pequeño de células somáticas (adultas). De 1040 clones generados en cultivo in vitro, solamente 4% pudieron llegar al estadio de blastocisto. La incubación de estos blastocistos en medio de cultivo resultó en una expansión de apenas 0.3% de ES cells.


Clonación terapéutica y terapia genética


La clonación terapéutica se lleva a cabo en cuatro etapas: 

· clonación de un núcleo somático.

· la corrección de un defecto genético in vitro mediante terapia genética.

· la expansión de las ES cells que tienen corregido el defecto genético.

· la reimplantacion en el útero.


Un modelo experimental usado para evaluar este escenario usó ratones que tienen un defecto en una enzima que ocasiona que estos ratones no puedan formar linfocitos (células importantes del sistema de defensa). Se obtuvieron ES cells de estos ratones, las cuales se indujeron a diferenciarse en células hematopoyéticas (formadoras de las células de la sangre) en cultivo in vitro y posteriormente fueron inyectadas a los ratones. Al analizar los ratones inyectados, se observaron la presencia de linfocitos y la producción de anticuerpos producidas por células sanguíneas derivadas de las ES cells "reparadas" (a las cuales se les reparó el gene defectuoso in vitro).


Como se menciona anteriormente, dos tipos de células pueden usarse para la generación de células madres in vitro: las células madres somáticas (AS cells) (aisladas del adulto) y las ES cells (aisladas del embrión temprano). 


Las AS cells somáticas normalmente se encuentran en números muy reducidos en los tejidos y son difíciles de expandir en cultivo in vitro. Por otro lado, las ES cells existen en números grandes, se expanden bien en el cultivo y se pueden usar fácilmente en manipulaciones terapéuticas genéticas, pero existen grandes cuestionamientos éticos en cuanto a su uso en la medicina. Vemos pues que la clonación terapéutica con la reparación in vitro de defectos genéticos es un campo todavía muy joven, y hasta el momento actual no tenemos evidencia científica de que ésta estrategia realmente funcionará en la medicina clínica; es obvio que se necesita más investigación con las ES cells en este campo.

Los linfocitos en el sistema inmunológico

En el sistema inmunológico existen células que pertenecen a una clase de glóbulo blanco: los linfocitos, que se encuentran en  grandes concentraciones en la sangre, en la linfa y en órganos linfoides especializados como el timo, los nódulos linfáticos, el bazo y el apéndice.


En el cuerpo humano existen 2 x 10 12 linfocitos y son los responsables de las respuestas inmunitarias, tanto las respuestas con anticuerpos como las respuestas mediadas por células.


Las respuestas con anticuerpos implican la producción de anticuerpos, que son proteínas que reciben el nombre de inmunoglobulinas; las respuestas mediadas por células implican la producción de células especializadas que reaccionan con los antígenos extraños situados sobre la superficie de otras células huésped.


Los dos tipos de respuestas inmunitarias están mediadas por dos clases diferentes de linfocitos: las células T que se originan en el timo y son responsables de las respuestas mediadas por células y las células B que en los adultos se originan en la médula ósea  y en el feto en el hígado, que producen anticuerpos.


Existen dos tipos de células T, las células T colaboradoras; que intensifican las respuestas de otros glóbulos blancos y algunos colaboran con las células B en la producción de anticuerpos y las células T citotóxicas que destruyen a las células infectadas.


Las células T y las células B son morfológicamente diferenciables después de haber sido estimuladas por un antígeno. Las células T y B no estimuladas (en reposo) tienen un aspecto muy similar, incluso al microscopio electrónico: ambas  son pequeñas, solo algo mayores que los eritrocitos, y tienen un núcleo voluminoso ( Fig 1-1 A). Ambas se activan por antígenos, pasando entonces a proliferar y a diferenciarse. Las células B activadas se convierten en células secretoras de anticuerpos, las más maduras de las cuales son las células plasmáticas, que presentan un retículo endoplasmático rugoso bien desarrollado (Fig1-1 B). En cambio, las células T activadas presentan muy poco retículo endoplasmático y no segregan anticuerpos, aunque segregan una gran variedad de mediadores denominados linfoquinas, interleuquinas o citoquinas (Fig 1-1 C).
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Los linfocitos se desarrollan a partir de células madre hematopoyéticas pluripotenciales; estas células  dan lugar a diferentes tipos de células sanguíneas diferenciadas.


Las células T se desarrollan en el timo a partir de células precursoras procedentes de los tejidos hematopoyéticos por vía sanguínea.


En los mamíferos las células B se desarrollan a partir de células madre en los propios tejidos hematopoyéticos.

                           Órganos Linfoides Primarios
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Desarrollo de las células B y T.
Selección Clonal

La teoría de la selección clonal (1950) postula que cada animal genera primero aleatoriamente una gran variedad de linfocitos y posteriormente se seleccionan específicamente las células que reaccionan contra los antígenos extraños que el animal ha incorporado.


La teoría de la selección clonal se basa  en la idea de que durante el desarrollo, cada linfocito queda destinado a reaccionar con un antígeno concreto, antes de haber sido expuesto a este antígeno. Una célula expresa este destino en forma de unas proteínas receptoras de la superficie celular que se adaptan específicamente al antígeno. La unión del antígeno a los receptores activa la célula haciendo que prolifere y madure. Por consiguiente, un antígeno extraño estimula selectivamente a aquellas células que expresan unos receptores complementarios y específicos del antígeno y que por consiguiente ya están destinados a responder ante el antígeno. Esto es lo que hace que las respuestas inmunitarias sean específicas del antígeno.


El término clonal deriva del postulado de que el sistema inmunitario está compuesto por millones de linfocitos diferentes o clones de células, cada uno de los cuales consta de células B y células T descendientes de un ancestro común. Cada célula ancestral ya está destinada a producir un tipo de proteína receptora determinada, específica del antígeno y todas las células de cada clon tienen la misma especificidad antigénica.


Cada linfocito B que se diferencia en la médula ósea está programado genéticamente para sintetizar un solo tipo de anticuerpo, a la espera de contactar con el antígeno específico.


Tras su primer contacto con el antígeno específico, cada linfocito B se multiplica y diferencia hasta dar un clon de células plasmáticas, que fabrican y excretan grandes cantidades del Ac específico para el que estaba programado el linfocito original.


La respuesta de formación de anticuerpos provocada tras el primer contacto de cada antígeno con el linfocito B se llama respuesta primaria. Este primer contacto confiere al individuo una memoria inmunológica, de forma que el cuerpo se encuentra preparado para afrontar la eventualidad de una segunda infección por el mismo agente. En la respuesta secundaria la formación de anticuerpos  es más rápida y más intensa. Ello se debe a que a partir del linfocito primario que tuvo el primer contacto, aparte del clon de células plasmáticas (responsable de la respuesta primaria), se generó en paralelo otro clon de células B de memoria: cuando el antígeno entre por segunda vez, hay en el cuerpo, más células preparadas que las que encontró en la primera ocasión. Además, estos linfocitos cebados de memoria necesitan menos divisiones celulares antes de poder diferenciarse a su vez en células plasmáticas productoras de anticuerpos.


La memoria inmunológica es específica para cada antígeno. Su base es que cada anticuerpo reconoce un solo antígeno (reconocen porciones concretas de cada antígeno, denominadas epítopos).
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Teoría De la selección clonal 


Un antígeno activa únicamente aquellos clones de linfocitos que ya están destinados a responder a él. Una célula destinada a responder ante un antígeno concreto expresa receptores de superficie celular que reconocen específicamente al antígeno y todas las células del clon expresan el mismo receptor. Se cree que el sistema inmunitario consta de millones de clones diferentes de linfocitos, cientos de los cuales pueden ser activados por un antígeno particular. Las células T actúan de forma similar.

Anticuerpos Monoclonales


La producción de anticuerpos monoclonales comienza con la sensibilización de un animal de laboratorio (casi siempre, ratones) al que se le ha inyectado previamente el antígeno frente al que se pretende desarrollar el correspondiente anticuerpo. A las pocas semanas, cuando los linfocitos B comienzan a proliferar en respuesta al antígeno, se extirpa el bazo del animal, ya que este órgano es una fuente primaria de linfocitos B.


Sin embargo, sólo algunos de los linfocitos B presentes en el bazo serán capaces de producir el anticuerpo buscado y, por otro lado, estas células no pueden ser cultivadas "in vitro". Por todo ello, es preciso recurrir a determinadas técnicas, como la de los hibridomas, para la obtención de cantidades a gran escala de anticuerpos monoclonales. La técnica fue desarrollada por Khöler y Milstein en 1975 y les supondría a ambos la concesión años después del premio Nobel de Medicina y Fisiología. 


Esta técnica consiste en la fusión "in vitro" de linfocitos B provenientes del bazo del ratón sensibilizado con el antígeno específico, con ciertas variantes celulares de mieloma (como la SP2/0), un tipo especial de tumor linfocitario cuyas células son capaces de proliferar de forma indefinida cuando son cultivadas "in vitro" bajo determinadas condiciones. 


Linfocitos B y células de mieloma son fusionados fácilmente "in vitro", mediante la adición al medio de cultivo de propilenglicol, que actúa a modo de un pegamento químico. El resultado es un hibridoma, una célula que combina la capacidad de producción de un anticuerpo determinado, propia del linfocito B, con la capacidad de la célula de mieloma de reproducirse casi hasta el infinito. Esto supone, entre otras cosas, la disposición de una fuente inagotable de anticuerpos. 


Una vez formados los hibridomas, la secuencia continúa a través de un triple proceso, consistente en selección, investigación y clonación. El primer paso es usado para seleccionar sólo aquellos linfocitos B que se hayan fusionado en forma de hibridoma, eliminando el resto de células (linfocitos y células de mieloma). 


Posteriormente, los hibridomas son investigados mediante diferentes procedimientos analíticos inmunológicos, con el fin de identificar aquellos que sean productores de moléculas de anticuerpos con la especificidad deseada. El paso final consiste en asegurar que todas las células del cultivo producen las mismas moléculas de anticuerpo con la especificidad requerida.. Para ello, se separan todas las células del hibridoma y se cultivan por separado. De esa manera, cada célula en solitario se dividirá produciendo clones de células idénticas de hibridoma. El resultado es la producción de anticuerpos monoclonales uniformes. 


Todo el proceso requiere un espacio de tiempo que con la tecnología actual disponible raramente es inferior a seis meses. 
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Usos terapéuticos de los anticuerpos monoclonales 


Al margen de los anticuerpos monoclonales utilizados en técnicas analíticas inmunoquímicas "in vitro", como ELISA o RIA, actualmente ya están disponibles comercialmente más de una decena de anticuerpos monoclonales empleados para diferentes utilidades terapéuticas o diagnósticas internas. 


Los mecanismos a través de los cuales un anticuerpo monoclonal puede resultar útil terapéuticamente son variados, yendo desde el simple bloqueo del receptor antigénico en las células efectoras, hasta la acción citotóxica sobre las células que expresan el antígeno correspondiente, pasando por múltiples opciones de modulación celular. 


Así mismo, frecuentemente se utilizan los anticuerpos monoclonales como: 

· Transportadores de toxinas para destruir las células portadoras de ciertos antígenos. 

· Trasportadores de fármacos para una acción muy localizada. 

· Transportadores de radionúclidos (elementos isotópicos radiactivos) para: 

· Radioterapia muy localizada (radioinmunoterapia). 

· Diagnóstico mediante imagen (radiodiagnóstico o radioinmunodiagnóstico). 

“PAMPITA”
El primer clon de vaca que nace en la Argentina.


Es una ternera llamada Pampa. Nació el 6 de agosto, en un quirófano instalado en un campo bonaerense. El experimento fue realizado por investigadores del laboratorio biotecnológico Bio Sidus. Forma parte de un estudio para fabricar proteínas medicinales para seres humanos.


Pampita nació el 6 de agosto por cesárea en un quirófano instalado en un campo bonaerense. Fue concebida por medio de la técnica de clonación, después de que le extrajeron células a un feto de raza Jersey.  A fines del año pasado, los investigadores de Bio Sidus S.A. (trabajaron unas veinticinco personas y contaron con el asesoramiento de científicos del Conicet) tomaron células de un feto vacuno de raza Jersey.


Partieron de fibroblastos, un tipo de células que son fáciles de cultivar. Los insertaron en óvulos sin núcleos, por una fusión eléctrica, y obtuvieron al embrión. A los siete días el embrión comenzó a dividirse,  lo tomaron y lo implantaron en su madre sustituta, una vaca adulta de raza Aberdeen Angus que había sido estimulada hormonalmente para recibir al embrión en su útero.


Esa vaca Aberdeen Angus estuvo preñada durante 278 días hasta el alumbramiento de Pampita. Finalmente, a través de una cesárea, se vislumbro el éxito de la investigación.


Entre sus planes a futuro Bio Sidus piensa producir por este método la hormona de crecimiento humano para el tratamiento del enanismo hipofisario y el llamado factor activador tisular de Plasminógeno (o TPA), que tiene una amplia utilización en el tratamiento del infarto agudo de miocardio.

EL METODO :

Clonación natural en vegetales
    
Entre los vástagos especializados que se originan en las yemas auxiliares de muchas especies vegetales, están los estolones y los rizomas. Los estolones, como los que se encuentran en la mayoría de las variedades de frutillas, son tallos largos y delgados que crecen sobre la superficie del suelo. Los rizomas también son tallos horizontales que crecen por encima o por debajo de la superficie del suelo. Tanto los estolones como rizomas producen raíces adventicias y son la fuente de nuevas plantas genéticamente idénticas a la planta materna. Las frutillas son un ejemplo familiar de plantas que se propagan vegetativamente como estolones, como la flor de Santa Lucía, que comúnmente se usa como planta péndulo. Las plantas que se reproducen por rizomas incluyen la papa, muchas perennes ornamentales, como el iris o el lirio de los valles, las gramíneas  que forman los céspedes, las pasturas, y los bambúes, la castaña de Castilla y el carrizo. En las gramíneas, por ejemplo los rizomas forman yemas que producen tallos erectos que llevan hojas y flores.

   
La producción asexual de clones genéticamente idénticos a partir de estolones y rizomas es una manera muy eficiente para que una planta se propague rápidamente e invada territorio nuevo. Las plantas jóvenes que se desarrollan  de esta forma obtienen una fuente continúa de alimentos de la planta madre y tienen una tasa de mortalidad menor que las plántulas. La reproducción de clones también puede ofrecer un mecanismo para reproducirse en ambientes que sólo periódicamente son hospitalarios para la germinación de las semillas. Los arbustos de cerosota comunes en los desiertos de América del Norte producen clones que forman un círculo o una eclipse alrededor de un área desnuda, donde la planta materna se arraigó primero. Con edades que se aproximan.

   
La apomixis es un método natural de reproducción asexual por el cual ciertos vegetales son capaces de producir crías genéticamente idénticas a la planta madre, o sea el desarrollo de un esporofito directamente de una oosfera sin unión de gametas; el esporofito es producido por fusión de una oosfera con una célula del canal ventral. Esto significa la producción de yemas de óvulos y semillas sin meiosis ni fecundación. 

   
Desde 1719 año en que Leewenhoek observó la presencia de más de un embrión en las semillas de naranjo, a la fecha el mismo fenómeno ha sido reportado en  muchas otras especies.

   
La apomixis se da de forma espontánea en algunas plantas y muchos investigadores están tratando desde hace tiempo de comprender los mecanismos que rigen el que se produzcan semillas apomícticas y como controlarlo. La apomixis tiene todas las ventajas de la multiplicación vegetativa (mantener el tipo genético), haciéndolo a partir de la formación de un embrión. La semilla apomíctica es genéticamente uniforme de generación en generación (a diferencia de los híbridos sexuales normales o de las variedades de polinización abierta).

   
El nuevo embrión vegetativo puede formarse por diferentes mecanismos. En cada caso, el efecto es que la producción de semillas se torna asexual, de manera que  tiende a originar la reproducción de un clon por semilla. Tal generación de plantas así obtenidas se conocen como plantas apomícticas. Algunas especies o individuos producen solamente embriones apomícticos y se les conoce como plantas de apomixis obligada (Paspalum notatum, Pennisetum ciliare) mientras que otras que producen  tanto embriones apomícticos como sexuales son conocidas como plantas de apomixis facultativa, como por ejemplo el blue grass.


Existen muchas clasificaciones para la apomixis, atendiendo a los diferentes procesos que ocurren a nivel del saco embrionario y de las diferentes formas de origen de los embriones pero la clasificación más  usada es la siguiente:

· Apomixis recurrente, donde el saco embrionario (gametofito femenino) se desarrolla a partir de una célula madre huevo (o de alguna célula adyacente si es que la célula madre se desintegra) sin que ocurra meiosis completa, por lo tanto el embrión tiene el mismo genotipo que la madre. Este tipo ocurre en algunas especies de Poa, Taraxacum , Allium, Rubus  y otros.

· Apomixis no recurrente, aquí la meiosis no ocurre y el embrión sale directamente del núcleo del huevo, sin fertilización. Por lo tanto, al provenir de una célula madre haploide, el embrión también resultará haploide. Esto ocurre raramente en la naturaleza y no es específico de ningún tipo de especie como sí lo es para la apomixis recurrente y la embrionía adventicia y tiene sobre todo un interés genético. Este ciclo de crecimiento no  se debería considerar apomíctico porque la semilla haploide no es un clon de la planta madre.

· Embrionía adventicia, el embrión se origina de células del saco embrionario o del integumento. Estos embriones tienen  el mismo genotipo que la planta que les dio origen. Cuando este fenómeno ocurre las semillas pueden tener más de un embrión (poliembrionía), pudiendo ser uno de los embriones de origen sexual y los otros completamente asexuales. Este tipo de reproducción caracteriza a los cítricos y algunas especies de mango.

· Apomixis vegetativa, este término es usado para el proceso de formación de un embrión dentro del óvulo de las plantas que producen flores. Es decir, que en lugar de que ocurra la producción de la flor se producen en el mismo sitio estructuras vegetativas como en el caso de Poa bulbosa y algunos Allium, Agave y especies de grass. En el norte de la costa, es común encontrar unas variedades de cebolla que producen bulbillos en vez de flores, los cuales son usados como semillas por los agricultores.

   
Apomixis como tipo de reproducción clonal natural, está presente en unas 300 especies de 35 familias diferentes de vegetales aunque es más común en las Gramíneas, Rosáceas y Rutáceas. A excepción de la manzana y los citrus el carácter no se encuentra difundido en especies de alto valor agronómico.

   
El pool de genes en la pomixis es llevado a través de la línea de generaciones en la dirección madre-progenie.
   
Los resultados disponibles sugieren que el caracter apomíctico está gobernado por herencia monogénica o por pocos genes. Sin embargo, el efecto es tan drástico que puede conducir a una célula somática nucleda a formar sacos embrionarios y a la formación de embriones sin fecundación. Otro aspecto importante es que la apomixis está estrechamente relacionada a la poliploidía y ha sido considerada como un escape, en los procesos evolutivos, a la esterilidad característica de algunos poliploides de origen híbrido. Sin embargo, en muchas especies la apomixis aparece asociada a autoploidía. No son raros, en gramíneas tropicales, los complejos agámicos autoploiploides.


Descubrimientos revelaron que existen diferencias estructurales cruciales entre los ovarios de las plantas sexuales y las asexuales, lo que ha conducido directamente al desarrollo de nuevos instrumentos de selección que a su vez permiten identificar los especímenes apomícticos, con mucha mayor certeza.

La apomixis es una es común en las Gramíneas, donde varios géneros utilizados como forrajeras cuentan con especies apomícticas. Paspalum notatum es una especie rizomatosa ampliamente difundida en los campos naturales de la región subtropical Argentina. Los citotipos tetraploides (2n=4x=40) son pastos de gran valor agronómico y la mayoría presenta apomixis como forma predominante de reproducción. 


En teoría, la semilla híbrida apomíctica podría ser altamente beneficiosa para los agricultores más pobres dado que los rasgos deseables podrían ser mantenidos indefinidamente, sin pérdida de vigor híbrido, y los productores podrían ahorrar sus semillas hibridas para plantarlas una y otra vez año tras año. La tecnología de apomixis podría ofrecer estrategias de cultivo, rápidas, flexibles y de bajo costo, que se adecuarían mejor a las necesidades locales de los cultivos.

Clonación vegetal

EL CULTIVO DE TEJIDOS Y LA MICROPROPAGACIÓN

Introducción


Durante los últimos años, la biotecnología ha aportado métodos que han hecho posible extender la capacidad de multiplicación vegetativa a muchas especies de interés, permitiendo la formación rápida de clones de individuos selectos.

Se define cultivo in-vitro de plantas como el cultivo en medio nutritivo, bajo condiciones estériles, de semillas, embriones, órganos, explantes, tejidos, células y/o protoplastos de células vegetales.


Los aspectos fundamentales del cultivo de tejidos vegetales son:

· el aislamiento de fragmentos de tejidos u órganos de una planta madre

· proveer a éstos explantes un medio ambiente apropiado que permita expresar su capacidad morfogenética.


El tema central de éstas páginas- la micropropagación – tiene un padre: Toshio Murashige, quien aportó un vasto cúmulo de trabajos para el desarrollo de ésta tecnología.


El avance de los métodos biotecnológicos vegetales ha sido posible por el hecho vislumbrado por Haberlandt en 1902 de la totipotencialidad celular.


Para que exista regeneración ha de cumplirse una condición previa: debe haber desdiferenciación. Para que una célula especializada pueda recuperar su condición meristemática, debe sufrir un reordenamiento de su aparato celular. El proceso siguiente será su rediferenciación.

Por último, teniendo en cuenta que todo proceso de organogénesis, está regulado por el balance entre auxinas y citocininas, para que ocurra formación de raíces el balance debe ser favorable a las auxinas, en tanto para la organización de vástago el predominio debe ser de las citocininas.

 
Es decir, los conceptos básicos en que se fundamenta ésta técnica son:

· TOTIPOTENCIALIDAD CELULAR

· DESDIFERENCIACIÓN-REDIFERENCIACIÓN

· BALANCE AUXINAS/CITOCININAS

Aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales

Introducción de nuevos cultivares

Producción de plantas libres de patógenos

Propagación de plantas que no responden a otras técnicas

Posibilidad de propagar todo el año

Uniformidad del material

Conservación de germoplasma de especies en vías de extinción

Posibilidades de intercambio internacional de germoplasma

Desarrollo de nuevos genotipos 

Tipos de cultivos in vitro


El material vegetal con el que se inicia un cultivo in vitro puede ser cualquier célula, tejido u órgano de la planta.


Se puede partir de fragmentos de tallo, hoja, raíz, meristemas, embriones,... es decir de tejidos somáticos, pero también se pueden iniciar a partir de células o tejidos no somáticos: anteras, polen, microesporas, óvulos, etc.


Las condiciones de cultivo pueden pretender la proliferación desorganizada de  las células del explane hasta dar lugar a un callo o incluso a un cultivo de células cuando éstas se separan del callo. Si se elimina la pared celular de las células se obtiene un cultivo de protoplastos.


Los métodos utilizados son:

· CULTIVO DE CÉLULAS: suspensiones celulares y regeneración a partir de  protoplastos.

· CULTIVO DE ÓRGANOS Y/O SECCIONES DE ÓRGANOS: semillas, hojas, embriones, raíces, anteras, óvulos, meristemas, y/o ápices caulinares, flores, frutos, etc.

· CULTIVO DE TEJIDOS INDIFERENCIADOS: callos.


El callo es un tejido obtenido por medio del aislamiento de órganos o tejidos que son llevados a una desdiferenciación celular, dando origen a una masa amorfa de tejido. Un balance a favor de citocininas iniciará la formación de yemas, un incremento de las auxinas inducirá la formación de primordios radiculares.   


Factores que afectan el establecimiento de los cultivos:

· MEDIOS DE CULTIVO

· ELECCIÓN DE LOS EXPLANTES

· INCUBACIÓN

· ESTERILIZACIÓN

· MANIPULACIÓN EN CONDICIONES ASÉPTICAS

Medios de cultivo


El éxito del cultivo de tejido de plantas está muy influenciado por la composición química de los medios nutritivos utilizados.


Existe en la literatura una considerable cantidad de medios de cultivo, por lo que se recomienda hacer una exhaustiva revisión para elegir la composición más adecuada del mismo.

Componentes:

Macronutrientes: para un crecimiento adecuado las plantas necesitarán tomar del medio nitrógeno, potasio, calcio, fósforo, magnesio y azufre. Se adicionan en forma de sales.

Micronutrientes: para una adecuada actividad metabólica, las células vegetales requieren de hierro, manganeso, zinc, boro, cobre, molibdeno y cobalto. Son adicionados en forma de sales.

Vitaminas: son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones catalíticas en el metabolismo y son requeridas en pequeñas cantidades.  Las más empleadas son: tiamina, niacina, piridoxina, mio-inositol, ácifo fólico, ácido pantoténico, riboflavina y vitamina E.

Reguladores del crecimiento: auxinas (ayudan a la elongación de células) y  citocininas (promueven la división celular y  la organización de callos).

Carbohidratos: son utilizados como fuente de energía y como reguladores osmóticos. La sacarosa es el más usado universalmente, le siguen glucosa, maltosa, fructosa, galactosa, manosa y lactosa.

Agentes solidificantes: el más empleado es el agar.

Aminoácidos: proporcionan una fuente inmediata de nitrógeno.

Agua: se usa destilada, bi o tridestilada.

Otras sustancias de composición química no definida que a menudo se utilizan son agua de coco, extracto de levadura, puré de bananas, etc. 

Elección de los explantes 


Se deberá tener en cuenta la posición del explante, el momento de su  extracción (época del año, estado nutricional, estado fisiológico y grado de desarrollo)


Los sitios de mitosis activa son: ápice del tallo, ápice de raíz, cambium y zonas intercalares.

Incubación


Los cultivos se deben incubar bajo condiciones controladas de luz, temperatura y humedad. Con ésta finalidad se han establecido cámaras de incubación. Deben tener aire acondicionado u otro sistema que permita un adecuado control de la temperatura, repisas para colocar los frascos de cultivo, luz fluorescente y reloj para controlar el fotoperíodo. En algunos casos se acondiciona en el interior un área de oscuridad o de luz constante.  

Esterilización


Una característica esencial es la conservación del material y medio de cultivo sin contaminación, principalmente de microorganismos. El medio de cultivo, así como el material de cristalería, instrumentos y otros implementos  deben esterilizarse, se  debe trabajar con limpieza y organización.


La esterilización puede llevarse a cabo empleando horno, autoclave o etanol.  

Manipulación en condiciones asépticas


Debe existir una protección contra los microorganismos durante la manipulación de los sistemas in-vitro. Con éste objetivo se pueden establecer cuartos de transferencia, dotados de presión positiva de aire estéril, lámparas de luz ultravioleta, con paredes y piso lavables. En ésta sala se ubica el flujo laminar (equipo donde el aire que es expulsado del gabinete, pasa por un filtro y es esterilizado).


Productos de desinfección: lavandina, alcohol, fungicidas, povidona, etc.

Etapas de la micropropagación

Se pueden diferenciar cinco fases críticas para lograr una exitosa multiplicación:

FASE 0: Etapa preparativa

FASE 1: Establecimiento

FASE 2: Multiplicación

FASE 3: Enraizamiento

FASE 4: Aclimatación

FASE 0: Preparación de la planta madre


Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado.


Las plantas donadoras del material deben ser acondicionadas previamente, sobre todo para disminuir la contaminación. Esta preparación consiste  en realizar tratamientos frecuentes con sustancias antibióticas y fungicidas. En aquellas plantas que crecen en invernáculo el inoculo es menor y se logra mayor eficacia en las aplicaciones de fitoterápicos. En algunos casos las plantas se someten a tratamientos de termoterapia y quimioterapia.

FASE 1: Establecimiento del explante


En ésta etapa se trata de lograr el establecimiento del propágulo inicial en  el medio de cultivo estéril, es decir su adaptación a las nuevas condiciones de crecimiento, para luego multiplicarlo.


El éxito depende del tipo de explante, su tamaño y el estado fisiológico de la planta madre, entre otros factores.


Antes de extraer los explantes se hará una desinfección de los fragmentos de planta madre para eliminar los contaminantes externos.


La disección  del explante a partir del material esterilizado y mantenido en agua estéril hasta ese momento, se hace en cámara de flujo laminar.


El medio de cultivo contiene los ingredientes enumerados, en general es semi sólido y los fitoreguladores agregados son auxinas y citocininas en un balance 1:1, en el caso de meristemas se incluyen giberelinas.

Los recipientes empleados son tubos y se siembra un explante en cada uno.


Esta fase del cultivo puede durar de 4 a 6 semanas.

FASE 2: Multiplicación


El objetivo de ésta fase es incrementar el número de brotes y propagar indefinidamente individuos iguales al que suministró el explante (clones).


Esto se logra mediante subcultivos repetidos, denominados repiques, sobre un medio que favorezca el crecimiento de brotes a partir de las yemas preexistentes (se privilegian la citocininas sin eliminar las auxinas).


Los recipientes son amplios y de boca ancha y en los repiques se colocan varios microbrotes en cada uno.


Periódicamente los nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras. 


Estas operaciones se realizan en la cámara de flujo laminar, la duración de ésta fase depende del número de repiques.

FASE 3: Enraizamiento


El objetivo de esta etapa es inducir la formación del sistema radical adventicio en los microbrotes obtenidos en la multiplicación, a fin de lograr una planta completa.


La composición del medio se modifica y la concentración de macronutrientes se reduce a la mitad, se disminuyen las citicininas y se incrementan las auxinas, el medio puede ser semisólido o líquido estático.


Esta operación se realiza también en cámara de flujo laminar.

FASE 4: Aclimatación de los explantes enraizados


Cuando los microbrotes han desarrollado el sistema radical deben ser transferidos a contenedores con sustratos estériles apropiados y aclimatados a las condiciones ambientales no controladas.


Esta etapa puede comenzar en el mismo cuarto de cultivo eliminando o perforando el film plástico que cubre el frasco donde se produjo el enraizamiento. Luego se procede a retirar el material vegetal del frasco, se lavan las raíces y se trasplantan al contenedor definitivo. Si el lugar no está cubierto (caja o túnel), se colocará un sistema de niebla intermitente.


Esta etapa dura de 7 a 15 días y es trascendental pues del resultado de la misma dependerá la calidad final y el éxito del proceso.

Clonación Animal

¿Qué es un animal transgénico?

Una definición precisa, pero simple, podría ser la siguiente: Un animal transgénico es un animal que porta en su genoma genes nuevos. Dichos genes suelen ser introducidos mediante microinyección de DNA purificado en el pronúcleo de huevos fertilizados. Si el nuevo material genético se integra en el DNA cromosomal del organismo, éste se transmitirá a las sucesivas progenies como una carga hereditaria más propia del animal manipulado.

¿Qué es un animal clonado?


En este caso, a diferencia del anterior, un animal clonado es aquel que tiene un genotipo “idéntico” al genoma del donante a partir del cual se creó. Se ocurre por transplantes de núcleos (el cual explicaremos luego).

Históricamente, a partir de los años 70 se produjo un avance muy rápido en las técnicas de ingeniería genética, las cuales se aplicaban desde las células bacterianas aisladas, hasta organismos eucarióticos uni ó multicelular (incluyendo a sistemas de animales superiores). De hecho, el conocimiento último del desarrollo y regulación de la expresión génica específica de tejido se consigue sólo en estudios en animales in vitro.

Desde un punto de vista histórico y aunque las modernas técnicas del DNA recombinante son importantísimas, los tempranos estudios de embriología en mamíferos resultaron cruciales para el desarrollo de las tecnologías de transferencia génica. Estos primeros estudios se remontan a más de un milenio, aunque no fuera hasta 1891 cuando el grupo de Heape describe los primeros éxitos de transferencia de embriones. En 1966, Lin describe la exitosa microinyección de gotas de aceite y γ-globulina bovina dentro de zigotos murinos. En 1977, Gurdon transfiere mRNA y DNA en huevos de Xenopus y observan un procesamiento correcto del ácido nucleico y producción de proteínas.

En 1981, Gordon y Ruddle acuñan la palabra transgénico como una variante animal originada tras la introducción de un gen, o genes, nuevo en su genoma y, finalmente, Brinster y Palmiter describen, en 1986, la introducción de genes dentro de la línea germinal de animales.


Los primeros métodos de transferencia nuclear en mamíferos fueron desarrollados en ratones y presentaron inesperadas dificultades, aparentemente relacionadas con el ciclo celular, que es de importancia crucial en la determinación de la compatibilidad entre el núcleo donante y el ovocito receptor. En lo que se refiere a ovejas y vacas, dos trabajos fueron particularmente relevantes:

· Durante la década de los ochenta, S. Willadsen, del Institute of Animal Physiology, en Cambridge, logró la producción de clones ovinos adultos fusionando células de un embrión temprano (que contenía de ocho a dieciséis células) con aproximadamente la mitad del citoplasma de un ovocito no fertilizado. 

· Por su parte, N. First, de Madison University, en Wisconsin, tomando una célula de un embrión bovino de seis días de gestación, consiguió su fusión con el citoplasma de un ovocito anucleado, por medio de una descarga eléctrica. Obtuvo así clones viables de bovinos.

En marzo de 1996, K. Campbell, I. Wilmut y sus colegas del Roslin Institute introdujeron una novedad respecto de las experiencias anteriores. Tomaron las células de un embrión ovino de nueve días y, en lugar de fusionarlas inmediatamente con los ovocitos receptores, las cultivaron in vitro para hacerlas proliferar. Las células fueron posteriormente fusionadas con ovocitos enucleados, originando cinco embriones que se implantaron en los úteros de diferentes ovejas. De esta experiencia nacieron tres corderos que murieron en forma prematura y dos que crecieron normalmente. La técnica utilizada fue la siguiente:

· Se cultivaron in vitro células de la glándula mamaria – la ubre – de una oveja adulta de raza Finn Dorset que se encontraba en el último trimestre de preñez.

· Las células fueron posteriormente fusionadas, mediante un shock eléctrico, con ovocitos (óvulos inmaduros) a los que previamente se les había extraído el núcleo (ovocitos enucleados), provenientes de una oveja de raza Scottish Blackface (blanca con cara negra).

· Estos ovocitos, fertilizados de manera artificial, luego de ser activados con una suave descarga eléctrica, comenzaron a dividirse.

· Cuando los embriones llegaron a poseer entre ocho y dieciséis células (estadio de mórula), se implantaron en el útero de otras ovejas Scottish Blackface.

· Transcurridos 148 días nació un cordero de 6,6kg de peso, totalmente blanco, el primer vertebrado obtenido a partir de una célula tomada de un mamífero adulto.

Estudios moleculares demostraron que la dotación genética del cordero así procreado era similar a la de la oveja de la cual se extrajeron las células de la glándula mamaria, y diferente a la de la oveja utilizada como gestante
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Gráfico 1 Proceso de  “clonación” de DOLLY.


Obviamente si se inyectan núcleos provenientes de células de un mismo origen todos los embriones desarrollados tendrán la misma información genética nuclear, pero debe recordarse que la información genética mitocondrial será la de la oveja donante del ovocito.


Las células del adulto muestran un importante grado de diferenciación, cada tejido u órgano se encuentra comprometido en la realización de diferentes funciones, por ello es muy dificil que esas células puedan recuperar la capacidad que tienen las del embrión para originar todo tipo de tejidos (totipotencia), muchos de los genes de las células diferenciadas quedarían bloqueados (impronta) para expresar sus capacidades. En el adulto la Impronta del genoma es impresionantemente estable. El grado o tipo de diferenciación de los cromosomas en cualquier célula adulta, podría imposibilitar la capacidad de esa dotación genética para revertir el proceso, desdiferenciarse, y manifestar la totipotencia del genoma.


El trasplante de núcleos somáticos a óvulos enucleados tiene la intención de lograr lo que hacen de modo natural los dos pronúcleos del ovocito recién fertilizado. 

Cuando entra el espermatozoide, éste se encuentra en fase Go, mientras que el ovocito está en la segunda metafase meiótica (MII). Luego se descondensa el núcleo del espermatozoide y se sincronizan ambos ciclos celulares, ingresando al mismo tiempo en la fase S (síntesis de ADN).

· Fase de diferenciación: Durante las 48 horas previas a la fecundación las gonadotrofinas actúan sobre el folículo, cuyas células somáticas responden produciendo señales que reprograman al ovocito. Se usa el ARN almacenado en la fase previa. 

· En la activación del ovocito por el espermatozoide intervienen aumentos cíclicos de Ca++ intracelular.

· Ello provoca el descenso de actividad de la MPF-quinasa (por degradación de la ciclina B y fosforilación de cdc2). 

· Ello inhibe las moléculas bloqueadoras de la metafase II, lo que hace que el óvulo termine la mitosis.

Al introducir un núcleo somático, tenemos que lograr sincronizarlo con la fase del ovocito y “remediar” los cambios fisiológicos arriba citados. Algunos de los protocolos artificiales estimulan la entrada de Ca al ovocito.

· La electroestimulación provoca un aumento de Ca++ único, pero no las oleadas de Ca++.-

· Se mejora con pulsos de corriente o por ionomicina 

 

Requisitos de ciclo celular: 

· Sincronización núcleo-citoplasma 

· Periodo de reprogramación nuclear, para su adaptación al entorno citoplásmico. 

· Si se usan núcleos de células diferenciadas, deben “desdiferenciarse” para lograr la totipotencia. Ello solo puede conseguirse con el citoplasma meiótico en fase M. El grupo de Wilmut (1996) concluyó que el éxito aumenta con núcleos somáticos en fase G0 y citoplasmas en fase MII.

En el reciente trabajo sobre la clonación de ratones, las condiciones mejores fueron:

· La activación se realiza dejando un cierto tiempo (6 horas) tras la inyección del núcleo donante en G0.

· La activación se induce con estroncio y citocatalasina B (con supresión de citoquinesis).

· La exposición prolongada de los núcleos entrantes a un ambiente rico en MPF causa una duradera condensación de cromosomas (en ausencia de síntesis de ADN), y puede facilitar los cambios nucleares que son esenciales para el desarrollo e implantación del blastocisto. 

· Puede que influya también el uso de una unidad de micropipeta de piezo-impacto, que permite que las manipulaciones del ovocito y del embrión sean rápidas y eficaces, reduciendo así el trauma de otros métodos (electrofusión, Virus Sendai o PEG) 

 
Pero incluso el “dogma” de la necesidad de usar células quiescentes (un estado en el que la célula se halla aparentemente inactiva, se hallan en GO) como donantes parece que se tambalea: la reciente clonación de ratones usando células madre en fase G1 o en post-fase S (fases G2 y M).  Recientemente, el grupo de PPL-Roslin, ha logrado cinco cerdos clónicos mediante un nuevo procedimiento de doble transferencia nuclear, a partir de células no quiescentes.

Por ahora, parece que no todas las células somáticas son susceptibles de poder usarse como donantes de núcleos para la clonación. Se desconoce si se trata de un problema biológico o meramente técnico. Si es biológico, habrá que investigar qué es lo que hace que algunas células sean reprogramables y otras no, y cuál es la naturaleza de la reprogramación (obviamente debe haber activación y represión de genes).

Conclusión:


El avance de los estudios experimentales de las células madre, permite hoy en día conocer a fondo el desarrollo de un organismo complejo, como el de animales, ya sean ratones anfibios, moscas e incluso el propio ser humano. 

Además, utilizando células madres embrionarias, denominadas ES cells, se pueden generar organismos in vitro, es decir en medio de cultivo, para desarrollar el uso de la ingeniería genética, ya que dichas células madre son altamente manipulables. De esta manera se facilita el proceso de clonación y lo que es más importante, el utilizar este mecanismo para terapias genéticas, es decir, regenerar un tejido perdido por alguna enfermedad (embolia, infartos, etc.), simplemente transplantando una célula madre capaz de realizar dicho proceso.


Ya que hoy en día nos encontramos en plena revolución de la ingeniería genética, cabe esperar que en el futuro un gran dominio en las terapias y clonaciones ya sea para salvar vidas en el sector animal y generar un aumento en la economía en la producción vegetal.


Los avances recientes en la investigación de la biología vegetal sugieren que pronto será posible desarrollar variedades de plantas de cultivo que puedan producir semillas sin necesidad de fecundación, por medio de un proceso llamado apomixis. La apomixis promete revolucionar el mejoramiento de plantas al establecer un sistema que permite mantener invariable las características de cualquier variedad vegetal, incluyendo los híbridos, a través de innumerables generaciones. Esta cualidad establecerá condiciones más eficientes de manejo, mejoramiento y producción. Para los mejoradores de plantas, ofrece también una oportunidad para agilizar el desarrollo de variedades específicamente adaptadas a condiciones locales, usando y conservando mayor diversidad genética. La apomixis también permitirá que los campesinos y agricultores de bajos recursos puedan sembrar año tras año la semilla que producen a partir de variedades locales, lo que no es posible con los híbridos comerciales disponibles actualmente.


Además, mediante el cultivo de tejidos vegetales  obtenemos la formación rápida de clones de individuos selectos y la uniformidad del material propagado.


Esta técnica es de gran potencial para estudios básicos y aplicados a la micropropagación de especies económicamente rentables y como modelo para estudios fisiológicos, bioquímicos, genéticos y morfológicos.


Los anticuerpos monoclonales son utilizados con fines terapéuticos, su uso comercial en pruebas diagnósticas se remonta a 1981 (ELISA y radioinmunoensayo o RIA), habiendo hoy día más de cien pruebas específicas de diagnóstico "in vitro" inmunoquímico para microorganismos, hormonas, toxinas, medicamentos, drogas, pesticidas y células tumorales. 

Sin embargo, no conviene olvidar que esta tecnología presenta algunas limitaciones eventualmente importantes. En este sentido, cabe indicar que se requieren niveles notables de tecnología y de especialización profesional, los costos son generalmente muy elevados y el tiempo requerido en el proceso. 


Cabe aclarar, que Dolly dio muestras hace años de que a nivel molecular parece más vieja de lo que es (los extremos de sus cromosomas, los telómeros, son más cortos de lo normal), y también se supo que padeció artrosis, como si fuera más vieja de lo que es (es por todo esto que se la tuvo que sacrificar). Pero por otro lado, en otros sistemas de animales clónicos, parece que se da una especie de "rejuvenecimiento" celular.


Se cree que la causa de las muertes durante la gestación se relaciona con un mal funcionamiento placentario y que los sobrevivientes puedan sufrir de disfunciones inmunes o malformaciones.


Para terminar, el clon no es una copia del adulto que le da origen, sino que es un recién nacido que debe aprender todo de nuevo y debe en el mejor de los casos, tratar de repetir la educación y experiencias de quien le proporcionó su material genético para poder parecerse a él en cuanto a su forma de ser; y dado que la crianza y las experiencias son irrepetibles, es poco probable que un clon logre ser igual a quien le proporcionó el material genético, más allá de lo físico. Por ende, la inteligencia está conformada por circuitos neuronales, pero también por elementos brindados por la crianza y experiencias vividas, es por eso, que es poco probable que se 'clone' la inteligencia.
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Fig 1  Electronmicrografías de linfocitos en reposo y activados. Las células son mostradas con el mismo aumento.
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