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FIBROBLASTOS A OOCITOS DE CABRA DOMESTICA (Capra hircus).
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INTRODUCCION

En casos extremos de razas en alto riesgo de extincion, la clonaciéon puede
suponer la unica alternativa de reproduccion. Este es el caso del bucardo,
subespecie de cabra montés recientemente extinguida de la que s6lo se
dispone de unas lineas celulares somaticas congeladas, obtenidas a partir de
una muestra de piel procedente de la ultima hembra viva.

Se han clonado con éxito cabras domésticas (Baguisi et al., 1999; Keefer et
al. 2002) y existen algunos casos de clonaciones interespecificas, como la del
argali (Ovis ammon) o el muflon (Ovis orientalis musimon), utilizando oveja
doméstica (Ovis aries) como receptora (White et al., 1999; Loi et al., 2001). El
fundamento de la clonacion reside en lograr la reprogramacién del nucleo
diploide de una célula somatica. Se conoce ya la influencia de varios factores
en la eficacia de la produccion de embriones clonicos mediante transferencia
nuclear (revisado por Renard et al., 2002). Se han realizado estudios sobre
activacion de oocitos, coordinacion del ciclo celular entre el carioplasto y el
citoplasto, métodos de fusion entre la célula soméatica y el citoplasto receptor, e
incluso sobre el cultivo de los embriones reconstruidos, su transferencia, la
gestacion y parto (Campbell et al., 1993; Wilmut et al., 1997).

En esta comunicacion se exponen los trabajos enfocados a reproducir al
bucardo por clonacion interespecifica y los primeros resultados obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

La experiencia se realizé en otofio de 2002, en el SIA de Zaragoza. Los
animales se dividieron en 3 lotes de donadoras de oocitos (D1, D2, D3; 3 dias
de trabajo) y sus correspondientes grupos de receptoras de embriones.
Producciéon de oocitos: Se utilizaron oocitos madurados in vivo procedentes
de 30 cabras domésticas adultas superovuladas, sincronizadas durante 11 dias
con esponjas de FGA de 45 mg (Intervet). La superovulacion se realizé con 16
mg de pFSH, aplicados en dosis decrecientes (4, 4, 2, 2, 2 y 2 mg) a intervalos
de 12h y 2 inyecciones de 66 pg de plLH, coincidiendo con la 5% y 62
inyecciones. Las gonadotropinas fueron cedidas por JF Beckers (Facultad de
Veterinaria de Lieja). En la 12 inyeccion se aplicaron también 0.3 ml de
Cloprostenol (Estrumate). La retirada de esponjas coincidio con la 52 inyeccion.
Con el fin de provocar y sincronizar las ovulaciones, se aplicaron 50 ug de
GnRH (Sigma) 32h tras retirar las esponjas. La recogida de oocitos se realiz6 a
partir de las 28h de la inyeccion de GnRH (Baril y Cognié, Com. Pers.). Los
oocitos se recuperaron lavando los oviductos con PBS, a través de una
laparotomia ventral, bajo anestesia general.

Inmediatamente después de la extraccion, los oocitos fueron aislados y
conservados a 30°C en M199 + 10% de suero fetal bovino (FCS), en ambiente
de 5% de CO, hasta la enucleacion. Algunos oocitos que aun mantenian
células del cumulus fueron denudados con hialuronidasa durante 5 min,
seguido de pipeteado. Todas las manipulaciones se realizaron en M199-
HEPES (20 mM) suplementado con 10% FCS, a temperatura ambiente
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Generacién de carioplastos: Los fibroblastos se obtuvieron de biopsias de
piel y se cultivaron en medio DMEM y 10% de FCS (Vignon et al., 1998). Se
utilizaron fibroblastos de tercer pase, previamente caracterizados por
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra Vimentina. Las células se
mantuvieron en confluencia durante 72h, antes de la transferencia nuclear.
Transferencia nuclear: Se efectué en M199-HEPES en presencia de
citocalasina B (Sigma C 6762, 5 ug/ml) y de Hoechst (0.5 pyg/ml) para visualizar
el nucleo metafasico del oocito. Cada oocito fue enucleado y a continuacion se
inserté una célula de origen fibroblastico, bajo la zona pellcida, en el espacio
perivitelino. Los conjuntos citoplasto-carioplasto se fusionaron mediante 2
pulsos eléctricos (Grass S48, Astro-Med Inc. USA) de 50 upsg, en manitol
0.3M+100 mM de Calcio y Magnesio. A continuacion se incubaron en
M199+10% FCS durante 2h y se activaron con 5 uM de lonomicina (Sigma
10634), antes de ser incubados de nuevo en M199+10% FCS en presencia de
2 mM 6-DMAP (Sigma D 2629) y 5 ug/ml de citocalasina B, siguiendo la
metodologia descrita por Chesne et al. (2002). Los posibles embriones
reconstruidos se cocultivaron con células VERO en Medio B2+2.5% FCS, a
39°C y 5% de CO,, durante 36h 6 7 dias.

Transferencia de embriones: Como receptoras se emplearon cabras
montesas aduitas (Capra pyrenaica hispanica) procedentes de la Reserva
Nacional de caza de los Puertos de Tortosa y Beceite, por ser la poblacion
filogenéticamente mas proxima al bucardo (Jiménez et al, 1999), o cabras
cruzadas (F1; montés x doméstica). Las cabras se trataron con esponjas (FGA,
45 mq) durante 11 dias. Cuarenta y ocho horas antes de retirar las esponjas,
recibieron 400 Ul de eCG y 0.2 mi de Cloprostenol (Estrumate). Una parte de
los embriones reconstruidos se transfiri6 en el oviducto, utilizando una sonda
Tom Cat, cuando estaban en estadio de 4 a 6 células (6 embriones/receptora),
72h tras la retirada de esponjas. Otra parte de los embriones se cultivé in vitro
hasta los estadios de moérula compacta o de blastocisto para su trasferencia en
utero, a los 7 dias de la retirada de esponjas, utilizando también una sonda
Tom Cat (3 embriones/receptora). Los embriones se transfirieron en el oviducto
o en el cuermno uterino ipsilateral al ovario ovulado. El nimero de embriones
transferidos estuvo condicionado por la disponibilidad de receptoras montesas
o F1. Asi, se realizaron 5 transferencias en oviducto (1 a montesasy 4 a F1)y
8 en utero (3 a montesas y 5 a F1).

Diagnoéstico de gestacion: A los 45 y 72 dias de gestacion, se realizaron
ecografias externas a las hembras transferidas y se midié la concentraciéon
plasmatica de PAG (Gonzalez et al., 2000). Se realizaron observaciones diarias
de celos, utilizando un macho vasectomizado cruzado (F1; montés x
domeéstica), hasta que se dispuso de los resultados de gestacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
De las 30 donantes utilizadas se obtuvieron 285 oocitos, contabilizandose
387 cuerpos luteos. Ello supone una tasa de recuperacion del 73.6% y una
media de 9.5 oocitos por donante.

Lote | N°emb. [ Emb. div.a36 h|[ Mor. + Biast. N° emb. Transf.
4-6 cél. M+B  Total
D1 103 84 (81.5%) 26 /91(28.6%) 12 9 21
D2 130 87 (66.9%) 36/118 (30.5%) 12 9 21
D3 52 38 (73.1%) | 17146 (36.9%) 6 6 12
TOTAL| 285 209 (73.3%) | 79/255 (31.0%) | 30 24 54

Se reconstruyeron 285 embriones. De ellos, 209 se habian dividido a las
36h de cultivo. Se transfirieron 30 embriones en estadio de 4-6 células. Los
restantes 255 embriones se cultivaron durante 6.5 dias y 79 de ellos
alcanzaron el estadio de mérula compacta o blastocisto. En estos estadios se
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transfirieron 24 embriones. El porcentaje de embriones obtenido a las 36h de
cultivo fue del 73.3% y so6lo un 31% de ellos llegaron a los estadios de mérula o
blastocisto. Esta cifra es comparable a la obtenida en la clonacién
interespecifica del mufléon (Loi et al., 2001), quienes lograron un 30.4% de
blastocistos a 7 y 8 dias de cultivo. En nuestro ensayo se utilizaron oocitos
ovulados, para evitar las pérdidas debidas a una maduracion subdptima, dado
gue la maduracion in vitro, independientemente del procedimiento empleado,
es uno de los mayores factores limitantes en la producciéon de embriones in
vitro (Mermillod et al., 1999). Se ha indicado incluso, que después de la
fertilizacion y cultivo in vitro en la cabra, el indice de desarrollo de los
embriones hasta blastocisto es del 70% de los oocitos ovulados, mientras que
el numero de blastocistos se reduce al 50% cuando se utilizan oocitos
madurados in vitro. (Cognie et al., 2003).

A los 45 dias de gestacion habia 2 cabras hibridas gestantes (ecografia
positiva y valores de PAG de 8 y 9 ng/ml; Progesterona: 3.1y 1.1 ng/mi). En 3
receptoras se observaron imagenes ecograficas dudosas, con tasas de PAG y
de Progesterona negativas (menores de 1y de 0.3 ng/ml, respectivamente). No
se vio en estos animales la presencia de celo. Las restantes se diagnosticaron
como negativas. Estos datos indicarian la presencia de pseudogestaciones o
muerte fetal sin expulsion antes de 45 dias en algunas cabras. Ello no puede
demostrarse ya que no se realizaron diagnosticos de gestacion mas tempranos
para evitar abortos por estrés o traumaticos. Las 2 gestaciones se
interrumpieron espontaneamente, dada la ausencia de PAG a 72 dias.

Aunque es aun escaso el numero de experiencias realizado hasta el
momento y desafortunadamente se han perdido las gestaciones, el hecho de
haber logrado embriones capaces de desarrollarse hasta blastocisto, e incluso
el establecimiento de la gestacion que se ha mantenido entre el dia 45 y 72,
confirma que el material biolégico disponible de bucardo ofrece posibilidades
para la recuperacion de esta subespecie desaparecida.
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