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placentación deficiente de los clones. En este sentido, empleamos el sistema CRISPR/dCas9-

VP160 (CRISPR-on) para inducir la expresión endógena de los genes CDX2, SMARCA4 y 

TFAP2C, de modo de dirigir la diferenciación a trofoectodermo (TE). Dado que a la fecha, 

y bajo nuestro conocimiento, no existen reportes sobre el uso de este sistema para la 

modulación de la expresión de genes endógenos en embriones, inicialmente estudiamos esta 

técnica en embriones producidos por fecundación in vitro (FIV), con el fin de trasladarla 

luego a embriones clonados. Mediante análisis por inmunofluorescencia se comprobó la 

correcta síntesis y traducción del ARNm codificante para dCas9-VP160, en embriones 

murinos y bovinos. Además, por ensayos de RTqPCR se comprobó que el sistema es eficiente 

para la inducción de la expresión de SMARCA4 dos días luego de la microinyección; aunque 

el efecto dejó de ser detectable a nivel de ARNm a día 4 y 7. No sólo se evidenció la 

modulación de la expresión en el gen diana, sino también en la de efectores que operan río 

abajo de éste, como es CDX2. Estos resultados alientan la aplicación de este sistema a 

embriones de PIV y principalmente producidos por SCNT, con el fin de corregir la expresión 

génica aberrante de los mismos. Considerando que una mejora en el desarrollo y calidad del 

TE podría mejorar el reconocimiento materno-fetal, se estima que la aplicación de esta 

estrategia en clones, así como en embriones producidos por otras técnicas de producción in 

vitro, tendría un impacto positivo sobre la placentación y, posiblemente, sobre las tasas de 

producción de crías vivas saludables. Se requieren análisis adicionales para confirmar esta 

hipótesis.  
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Abstract 
 

Title: Mesenchymal donor cells, embryo aggregation and gene expression modulation 

mediated by CRISPR / dCas9 for bovine cloning 

Keywords: SCNT, embryo, adipose tissue stem cells ASC, CRISPR-on, dCas9-VP160. 

Somatic cell nuclear transfer (SCNT) is an extremely valuable assisted reproductive 

technique with potential both for basic and applied research. However, up to date, the 

efficiency of the technique remains very low. In cattle, SCNT embryos show low 

developmental competence in vitro and in vivo and approximately 70% fail in the 

implantation process when transferred to the uterus of synchronized recipient females. 

This Thesis evaluated alternative strategies aiming at correcting these deficiencies and 

increasing SCNT embryo production and quality. Initially, the feasibility of improving the in 

vitro production of blastocysts was evaluated through the use of less differentiated donor 

cells, such as adipose tissue derived mesenchymal cells (ASC, from adult stem cells), in 

combination with embryo aggregation strategy. To this aim, a simple protocol for the 

isolation of adult bovine ASC was established and the mesenchymal character was confirmed 

in 80% of the cells in culture, by means of immunotyping and induction of the differentiation 

towards other mesodermal lineages. Subsequently, these cells were used as donors for SCNT 

zona-free embryo production, using adult bovine fibroblasts (FAB) as control. In addition, 

the reconstructed embryos were cultured individually or in pairs, to evaluate the effect of 

embryo aggregation strategy. Our results confirmed that neither the use of ASC as nuclear 

donors nor the embryo aggregation strategy are sufficient to improve the efficiency of 

blastocyst production. Moreover, we did not find a synergistic effect of the simultaneous use 

of both strategies, although, based on previous reports, it is possible to envision an 

improvement in the rate of live births. 

Then, an innovative strategy was designed and evaluated to improve the implantation and 

placentation processes of in vitro derived embryos. This entailed the use of the 

CRISPR/dCas9-VP160 system (CRISPR-on) to induce the endogenous expression of 

relevant trophectoderm (TE) genes such as CDX2, SMARCA4 and TFAP2C. To the best of 



xx 
 

 

our knowledge, there are no reports to date regarding the use of this system for the modulation 

of endogenous gene expression in mammal embryos, and for this reason we initially 

evaluated this technique in embryos produced by in vitro fertilization (FIV), for subsequent 

adaptation for bovine SCNT embryo production. By means of immunofluorescence analysis, 

correct synthesis and translation of the coding mRNA for dCas9-VP160 were confirmed both 

in murine and bovine embryos. Then, by RTqPCR assays, it was shown that the system is 

efficient for the induction of SMARCA4 expression two days after the microinjection; 

although the induction could no longer be detected by day 4 and 7, at the mRNA level. 

CRISPR-on resulted not only in modulation of the target gene expression, but also of 

downstream effectors, such as CDX2. These results encourage the use of this system for 

SCNT embryo production, in order to improve their aberrant gene expression. Considering 

that an improvement in the TE development and quality could lead to an improved maternal-

fetal recognition, the application of this system could result in improved placentation and, 

possibly, higher production rates of healthy live offspring not only for the improvement of 

SCNT but also for other inefficient reproductive processes and techniques. Further analysis 

are required to confirm this hypothesis.  
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Si bien iniciada, la meiosis es arrestada en el estadio de profase de la primera división 

meiótica (Profase I), dando lugar a los oocitos primarios. Este arresto será mantenido 

hasta la pubertad por la presencia de hormonas inhibitorias como el estradiol y la hormona 

antimulleriana (Yang y Fortune, 2008). Hacia los 90 días de la gestación, los oocitos 

primarios se rodean de una capa de células somáticas epiteliales formando, en conjunto, 

los folículos primordiales (Sawyer y col., 2002). El desarrollo de estos folículos, que 

ocurre en coordinación con la oogenesis, se denomina foliculogénesis (Figura 1.1). Hacia 

los 120 días de gestación y por razones que aún se desconcen, algunos de los folículos 

entran en fase de activación en la que las células somáticas que forman los folículos 

primordiasles adquieren una forma cúbica, dando lugar a los folículos primarios (Yang y 

Fortune, 2008; Araújo y col., 2014). Luego, en respuesta a la presencia de factores 

externos, los folículos crecen en tamaño y se rodean de sucesivas capas de células 

somáticas (llamadas ahora células de la granulosa) dando lugar a los folículos 

secundarios. Durante la transición de folículo primario a secundario ocurren el 

crecimiento y reorganización de la ultraestructura del oocito y, además, las células de la 

granulosa secretan proteínas y polisacáridos para formar una cubierta glicoproteica que 

rodea al oocito, llamada Zona Pelúcida (ZP) (Hyttel y col., 1997). Esta capa interviene 

más adelante, en el proceso de fecundación, interactuando con el espermatozoide e 

impidiendo la polispermia y protege posteriormente al embrión durante el desarrollo 

preimplantatorio (Hoodbhoy y Dean, 2004; Papi y col., 2012). Hacia el final del 

desarrollo del folículo secundario, las células de la granulosa se rodean por una capa de 

células llamadas células de la teca. Las células de la teca y de la granulosa proliferan y 

producen hormonas y otras secreciones que se acumulan entre las propias células dando 

lugar a un antro folicular, por lo que el folículo se reconoce como folículo antral. Al 

momento del nacimiento de una hembra bovina, sus ovarios contendrán miles de folículos 

primordiales, primarios, secundarios y antrales tempranos, que representan la máxima 

reserva ovárica de esa hembra. 
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la nueva placa metafásica. En este estadio ocurre un nuevo arresto de la meiosis, que solo 

se reiniciará si ocurre la fecundación, o por activación partenogenética, como se discutirá 

más adelante. El oocito en MII se dice que es maduro y competente para la fecundación 

y está listo para ser ovulado (Albarracín y col., 2005). 

 

1.1.1.2 Maduración oocitaria, ondas foliculares y ovulación. 

Desde el reinicio de la meiosis hasta su arresto en MII, el oocito adquiere la 

competencia y la capacidad para dar soporte al desarrollo embrionario, en un proceso que 

se conoce como maduración oocitaria. Este proceso puede separarse espacialmente en 

maduración nuclear y maduración citoplasmática, aunque las 2 ocurren en simultáneo y 

de manera coordinada. La maduración nuclear consiste en la culminación de la meiosis I 

con la formación del 1er CP y el oocito secundario y el posterior arresto de esta célula 

haploide en MII, como se describió anteriormente. Por su parte, la maduración 

citoplasmática implica, principalmente, la redistribución de las organelas y la 

acumulación de ARN mensajeros, proteínas, y factores de transcripción que serán 

necesarios para superar las primeras etapas del desarrollo embrionario preimplantatorio 

(Hyttel y col., 1997). En este proceso, las mitocondrias aumentan en número y se 

distribuyen uniformemente por el citoplasma, para proveer la energía necesaria para la 

maduración. Hay un aumento importante en el número de ribosomas, para satisfacer la 

síntesis y acumulación de proteínas y factores de transcripción. Además, el aparato de 

Golgi se fragmenta y dispersa en el citoplasma y se observa la acumulación de iones y 

lípidos, que serán fuente de energía en los primeros estadios embrionarios. Los gránulos 

corticales, vesículas derivadas del aparato de Golgi que contienen enzimas hidrolíticas, 

migran hacia la periferia y se ubican inmediatamente por debajo de la membrana 

plasmática. De esta forma, a través de la maduración nuclear y citoplasmática, el oocito 

adquiere la maquinaria biológica necesaria para permitir la fecundación y asegurar un 

adecuado desarrollo embrionario inicial. 

La maduración oocitaria es facilitada por la comunicación del oocito con las células 

de la granulosa. Al formarse los folículos terciarios o antrales, pueden distinguirse 2 

subpoblaciones derivadas de las células de la granulosa que se diferencian tanto 

morfológica como funcionalmente: las células del cúmulus, aquellas que rodean 

inmediatamente al oocito y se mantienen en íntimo contacto a través de proyecciones que 

atraviesan la ZP y se unen al oolema (membrana del oocito); y las células de la granulosa 
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1.1.2 Fecundación y desarrollo embrionario preimplantatorio. 

El encuentro de las gametas femeninas y masculinas ocurre, in vivo, en el oviducto 

materno. Durante el desplazamiento de los espermatozoides por el tracto femenino, éstos 

sufren modificaciones y adquieren la competencia para fecundar al oocito maduro, 

proceso llamado capacitación espermática (Knobil y Nelly 1994). Los espermatozoides 

capacitados atraviesan el cúmulus expandido y la ZP para finalmente fusionar su 

membrana con la del oocito. La fusión del oocito con un espermatozoide induce una serie 

de oscilaciones de calcio (Ca+2) intracelular (Fissore y col., 1992), que desencadenarán 

múltiples procesos tan importantes como son la extrusión de los gránulos corticales y la 

activación del oocito (Alberio y col., 2001; Williams y col., 2002). La liberación de las 

enzimas contenidas en los gránulos corticales modifica las proteínas de la ZP, impidiendo 

la entrada de otros espermatozoides y, consecuentemente, la polispermia. Con la 

activación, inducida por las oscilaciones de Ca+2, el oocito saldrá del arresto en MII y 

finalizará la meiosis, dando lugar nuevamente a una célula pequeña prácticamente sin 

citoplasma, el segundo CP, y al óvulo, conteniendo los pronúcleos femenino y masculino. 

La fusión de los pronúcleos, proceso llamado singamia, dará lugar a la formación de la 

primera célula diploide con la carga cromosómica completa. 

 

Figura 1.2. Esquema del desarrollo preimplantatorio. El oocito 2rio maduro es fecundado por el 
espermatozoide (Sp) para formar el cigoto, que iniciará el desarrollo preimplantatorio en el oviducto. En 
el estadio de blastocisto, donde se diferencia el macizo celular interno (MCI) y el trofoectodermo (TE), 
el embrión alcanza el útero materno. PN, pronúcleos. Imagen modificada de Zhou y Dean (2015). 

 
El inicio del desarrollo preimplantatorio embrionario ocurre en el oviducto y depende 

de las proteínas y ARNs almacenados durante la maduración oocitaria. El cigoto 

unicelular se divide por mitosis sin previo aumento de tamaño, dando lugar a 2 células 

hijas llamadas blastómeras (Figura 1.2).  Este ciclo de división consiste en una fase de 

replicación de ADN seguida casi inmediatamente por mitosis, en ausencia de fases de 
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crecimiento (Fases Gap 1 y Gap 2) y se repite de forma sucesiva dando lugar a un embrión 

de 4, 8 y 16 células (Revisado por Barnes y Eyestone, 1990). El embrión bovino de 8 a 

16 células sufre una remodelación global de la estructura de la cromatina, volviéndose 

transcripcionalmente activo (Augustin y col. 2001) y en paralelo ocurre la degradación 

de los ARNs y proteínas de origen materno, por lo que la regulación de las siguientes 

etapas del desarrollo es dirigida por el propio embrión y su relación con el entorno 

(Revisado por Graf y col., 2014). Hacia el día 5 del desarrollo embrionario ya no es 

posible diferenciar blastómeras individuales y el embrión se conoce como mórula. Es en 

el estadio de mórula cuando se establecen uniones estrechas entre las blastómeras, las 

células se polarizan y se inicia la primera diferenciación celular. Las células localizadas 

en la periferia del embrión producen secreciones formando una cavidad llamada 

blastocele, dando lugar a la formación del blastocisto. En este estadio embrionario 

conviven 2 subpoblaciones celulares diferentes morfológica y transcripcionalmente: el 

macizo celular interno (MCI), que dará lugar principalmente a la formación del feto, y el 

trofoectodermo (TE) del que derivarán las estructuras extraembrionarias (Degrelle y col., 

2005; Ozawa y col., 2012). Es durante el estadio de mórula o blastocisto temprano que el 

embrión bovino terminará su tránsito por el oviducto, para llegar finalmente al útero 

materno, entre los días 4 y 6 del desarrollo. 

Una vez alcanzado el útero, el embrión se libera de la zona pelúcida (eclosiona) y crece 

tomando una forma inicialmente ovoide, tubular y finalmente filamentosa, debida a la 

elongación del TE (Degrelle y col., 2005). En este período el TE cumple un rol 

fundamental: por un lado, a través de la secreción de Interferón tau (Bazer y col., 2008) 

induce el reconocimiento de la preñez por parte de la madre; por otro lado, hacia el día 

21 del desarrollo embrionario, interviene activamente en la adhesión e implantación del 

embrión al endometrio materno y forma la porción fetal de la placenta. La placenta es un 

órgano transitorio que media la interacción entre el feto y la madre, permitiendo el flujo 

de nutrientes, deshechos y hormonas. Además, tiene una función endócrina per se, que es 

crucial para el mantenimiento de la gestación (Chavatte-Palmer y col., 2012). 

El desarrollo normal del embrión y, luego, del feto y tejido extraembrionario depende 

de cambios sucesivos que deben ocurrir de forma coordinada. Entre ellos, se destacan 

cambios en la arquitectura de la cromatina, relacionados principalmente al estado de 

metilación del ADN o acetilación de histonas, que ocurren muy temprano en el desarrollo. 

Estas marcas presentes en el genoma y la cromatina se denominan marcas epigenéticas 
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murinos, la primera diferenciación celular es dirigida por una expresión antagonista de 

OCT4 y CDX2. Si bien inicialmente ambos se expresan de forma ubicua, el mecanismo 

de regulación implica la represión de la expresión de OCT4 por parte de CDX2 en el TE 

e inversamente, de CDX2 en el MCI, lo que da lugar en el estadio de blastocisto tardío a 

la localización exclusiva de OCT4 en el MCI y de CDX2 en el TE (Revisado por Rossant, 

2004). En bovinos, CDX2 se expresa a partir de las 8 células y también se localiza 

exclusivamente en el TE del blastocisto, aunque se demostró que no es esencial para el 

establecimiento del TE sino para su mantenimiento (Berg y col., 2011). En esta especie 

(igual que en humanos y cerdos) el mecanismo de diferenciación no requiere la restricción 

de OCT4 al MCI del blastocisto, detectándose altos niveles de OCT4-ARNm en el TE de 

embriones bovinos in vitro de día 11, aun en presencia de transcriptos de CDX2 (Berg y 

col., 2011). Algunos autores sugieren que la alta expresión de OCT4 en el TE de 

blastocistos bovinos tardíos se correlaciona con un retraso en la diferenciación a TE y al 

mantenimiento de una población de células pluripotentes en este tejido, que podría ser 

consecuencia del desfasaje temporal que se observa entre el arribo del blastocisto al útero 

materno y su implantación (Degrelle y col., 2005). Así, la presencia de OCT4 no sería 

necesaria en el TE de ratón ya que la implantación ocurre inmediatamente luego de la 

formación del blastocisto. La proteína OCT4 parece estar específicamente localizada en 

el epiblasto de embriones bovinos en estadios más avanzados, como embriones elongados 

(Degrelle y col., 2005; Vejlsted y col., 2005).  
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2003; Masui y col., 2007). En bovinos, OCT4 y SOX2 están presentes como transcriptos 

maternos y además se expresan en el embrión a partir de la AGE. Al igual que en ratón, 

la co-expresión de éstos y NANOG es detectada en el MCI de blastocitos bovinos 

(Degrelle y col., 2005, Ozawa y col., 2012), confirmando su importante rol en el 

mantenimiento de la pluripotencia de éstas células (Avilion y col., 2003). De modo 

similar, células madre embrionarias en cultivo muestran una expresión relativamente alta 

de estos 3 factores de trascripción (Revisado por Young, 2011). La expresión de NANOG 

no se detecta hasta el estadio de 8-16 células en embriones bovinos y su localización se 

vuelve exclusiva para células del MCI en estadio de blastocisto (Kuijk y col., 2008). 

Mediante el uso de técnicas de ARN de interferencia (ARNi) y de líneas de células madre 

inducibles a TE, se ha logrado dilucidar el rol de factores de transcripción tales como 

SMARCA4 y TFAP2C, los cuales están presentes muy temprano en el desarrollo 

embrionario y regulan la expresión de NANOG y CDX2, respectivamente, proponiendo 

nuevos mecanismos implicados en la regulación de la diferenciación a TE de embriones 

murinos (Carey y col., 2015; Cao y col., 2015). 

TFAP2C es un factor de trascripción presente en una gran variedad de especies con un 

alto grado de conservación de secuencia. TFAP2C participa del establecimiento de la 

polaridad de las células, la formación del blastocele y la diferenciación celular (Lee y col., 

2015). En embriones murinos, este factor de transcripción promueve la diferenciación 

hacia el trofoectodermo por 2 mecanismos principales: (1) inducción de la expresión de 

CDX2 en estadios de 2-4 células y (2) inhibición de la expresión de la vía de señalización 

HIPPO en las células externas, tras favorecer su polarización (establecimiento de una cara 

apical) (Figura 1.4, Cao y col., 2015). Inclusive, la sobreexpresión de TFAP2C en cultivos 

de células embrionarias es suficiente para inducir su diferenciación a TE (Kuckenberg y 

col., 2010). La vía de regulación de CDX2 mediada por HIPPO parece estar conservada 

en bovinos (Berg y col., 2011; Kusama y col., 2016). En ratón, se determinó que el ARNm 

de TFAP2C está presente tanto en oocitos MII (ARNm materno) como en embriones 

preimplantatorios (ARNm embrionario), alcanzando su máximo de abundancia relativa 

en el estadio de mórula (Choi y col., 2012; Cao y col., 2015). En estadios de blastocisto, 

TFAP2C se localiza exclusivamente en el TE y reprime de forma directa la expresión de 

OCT4, por unión a la región regulatoria de OCT4 (Kuckenberg y col., 2012). En el 

bovino, en cambio, no se detecta ARNm de TFAP2C en oocitos ni en embriones bovinos 

de FIV previo al estadio de mórula. El pico de expresión también se alcanza en estadio 
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de mórula y luego se observa una caída en la expresión en el estadio de blastocisto (Aston 

y col., 2009). En bovinos, se confirmó la expresión de TFAP2C en células del TE, en 

presencia de ARNm de OCT4, por lo que este factor de transcripción tampoco estaría 

implicado en la represión de su expresión (Berg y col., 2011). 

 

Figura 1.4. Modelo de regulación de la diferenciación mediada por TFAP2c. TFAP2C promueve 
la diferenciación hacia el trofoectodermo al funcionar como un regulador clave de la transcripción de 
CDX2 en estadios temprano y regular más tarde la polaridad celular y la represión de la señalización 
HIPPO dependiente de la posición. Figura adaptada de Cao y col., 2015. 

Por otro lado, SMARCA4 (también llamado BRG1) es una proteína remodeladora de 

la cromatina que se acumula durante la oogenesis y participa tanto de la AGE como de la 

regulación de la diferenciación celular, al inducir o reprimir la expresión génica (Bultman 

y col., 2006; Graf y col., 2014; Carey y col., 2015). Esta proteína (como parte de un 

complejo proteico) es reclutada por diferentes factores de trascripción a sitios específicos 

del genoma y, de forma ATP-dependiente, altera tanto la conformación como la posición 

de nucleosomas, modulando así la accesibilidad del ADN para la transcripción. Si bien 

múltiples genes son blancos de regulación de SMARCA4, se ha demostrado que en 

estadios muy tempranos del desarrollo de embriones murinos, SMARCA4 regula 

negativamente la expresión de NANOG al formar un complejo con la histona-deacetilasa1 

(HDAC1) y promover la remoción de las acetilaciones de histonas (marcas epigenéticas 
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asociadas a un estado transcripcional activo) en la región promotora de NANOG, 

facilitando así la diferenciación de éstas al linaje TE (Carey y col., 2015). Más tarde en 

el desarrollo, SMARCA4 induce un cambio en la arquitectura de la cromatina en la región 

regulatoria de NANOG y de esta forma silencia completamente su expresión en el TE 

(Figura 1.5).  

 

Los ARNm así como las proteínas de TFAP2C y SMARCA4, fueron detectados en 

cultivos de células madre trofoblásticas murinas y se demostró el rol fundamental que 

cumplen ambos factores en el mantenimiento de estas células (Kidder y Palmer., 2010).  

El desarrollo adecuado de los linajes de MCI y TE es crítico para asegurar el éxito de 

la implantación embrionaria, la placentación y el desarrollo a término. Las alteraciones 

en el patrón de expresión, que dan lugar al desarrollo anormal del trofoblasto, se ven 

asociadas a fallas de implantación y desarrollo anormal de la placenta que derivan, con 

alta frecuencia, en la pérdida de la gestación. Por esto, comprender los mecanismos que 

gobiernan la diferenciación celular en embriones tempranos resulta fundamental para 

 

Figura 1.5. Modelo de regulación del silenciamiento de NANOG mediado por SMARCA4. 
SMARCA4 interactúa con HDAC1, removiendo las acetilaciones de histonas de la región regulatoria de 
NANOG. Además, en la diferenciación a TE, SMARCA4 induce la remodelación de la cromatina, 
silenciando la expresión de NANOG. Los círculos grises indican presencia de nucleosomas mientras que 
el círculo punteado indica ausencia de nucleosomas. Ac, Acetilos. Figura adaptada de Carey y col., 2015 
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col., 2011; Moro y col., 2015; Matoba y col., 2014; Boiani y col., 2003; Zhang y col., 

2016; Buemo y col., 2016; Bui y col., 2009; Degrelle y col., 2012) o incluso de embriones 

producidos in vivo (Wrenzycki y col., 2005). Se cree que esta diferencia se debe 

principalmente a una reprogramación incompleta de la célula donante, en la que las 

marcas epigenéticas que dan identidad a la célula somática no son correctamente 

eliminadas por la maquinaria del oocito y, por lo tanto, no se logra la expresión adecuada 

en tiempo y espacio de los factores de transcripción necesarios para dirigir el desarrollo 

normal de un embrión y su diferenciación a MCI y TE. Se han reportado niveles de 

metilación elevados en el ADN de mórulas y blastocistos bovinos producidos por SCNT, 

apoyando la hipótesis de la reprogramación nuclear ineficiente (revisado por Reik y col., 

2001 y por Niemann y col. 2013). De todas formas, aquellos clones que logran superar la 

gestación y el período neonatal son indiferenciables morfológica y fisiológicamente 

respecto de animales producidos in vivo (Chavatte palmer y col., 2002, revisado por 

Cibelli y col., 2012 y por Niemann y col. 2013). 

Diferentes estrategias han sido desarrolladas para incrementar la eficiencia de la 

clonación por SCNT. Un gran progreso se obtuvo al simplificar la técnica de clonación 

trabajando con embriones libres de ZP. Así, luego del tratamiento de los oocitos maduros 

con enzimas proteolíticas, la enucleación de los oocitos (ahora libres de ZP) se vio 

facilitada, como también la fusión de la célula y el ooplasto mediante un pulso eléctrico 

(Oback y col., 2003). También se ha evaluado el uso de diferentes tipos de células 

somáticas y con distinto grado de diferenciación, como donantes de núcleo, con 

resultados contradictorios (revisado por Niemann y col., 2013). Incluso se ha demostrado 

en bovinos que diferentes líneas de fibroblastos obtenidas a partir del mismo tejido tienen 

distinta capacidad de producir blastocistos por SCNT (Poehland y col., 2007; Degrelle y 

col., 2012). Sumado a esto, no puede desestimarse el efecto de la gran variabilidad en los 

oocitos bovinos, ya sean provenientes de vacas en pie o recuperados de ovarios de 

matadero, sobre su capacidad para reprogramar el núcleo donante (Oback, 2009). 

También se ha evaluado el tratamiento previo de las células donantes con drogas 

modificadoras de la epigenética, en busca de mejorar la reprogramación nuclear 

(Gonzalez-Munoz y Cibelli, 2018). Sin embargo en la mayoría de los trabajos los 

resultados no son muy alentadores ya que, si bien con algunas de ellas se detecta una leve 

mejora, es a expensas del riesgo de modificar regiones críticas del ADN en las que se ha 

demostrado que las marcas epigenéticas son necesarias, ya que es imposible predecir con 
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precisión el efecto de estas drogas (Enright y col., 2003; revisado por Gonzalez-Munoz y 

Cibelli, 2018). En vista de la creciente disponibilidad de técnicas para el análisis 

genómico, epigenómico y transcriptómico y gracias a la disminución de sus costos, 

resulta probable que en los próximos años los investigadores dispongan de un mapa 

completo de aquellos factores que afectan la eficiencia de la SCNT y, en consecuencia, 

sea posible diseñar estrategias para superar aquellos problemas de manera eficiente y 

precisa. 

El gran potencial que tiene la SCNT es innegable, sin embargo la baja eficiencia de la 

técnica y las anomalías reportadas, junto con la crítica social, son una gran limitante para 

su utilización. Resulta entonces clave profundizar los conocimientos actuales respecto de 

la SCNT, para desarrollar protocolos confiables de selección de células donantes o 

tratamientos precisos para los embriones que permitan perfeccionar la técnica con el fin 

último de mejorar las tasas de clones nacidos vivos para así así poder extender el uso de 

la técnica tanto en el área académica como aplicada. 

1.3. Células madre 

Se define como células madre a aquellas células que tienen capacidad de 

autorreplicarse de manera indefinida y que, bajo las condiciones adecuadas, pueden 

diferenciarse a diversos linajes celulares (Revisado por Donovan y Gearhart, 2001).   

Las células madre pueden clasificarse según su potencial de diferenciación en células 

totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales (Figura 1.6, revisado 

por Wagers y Weissman, 2004). La fusión del espermatozoide y el oocito maduro dan 

lugar a la formación del cigoto, a partir del cual se desarrollará el embrión y los tejidos 

extraembrionarios que darán soporte a la gestación. Esta célula se define entonces como 

totipotente (del latín totus, completo), ya que tiene el potencial para diferenciarse en todos 

los tipos celulares posibles. Más adelante en el desarrollo y luego de la primer 

diferenciación es posible diferenciar 2 linajes celulares, el MCI que originará todos los 

tejidos embrionarios y el TE que dará lugar a los tejidos extraembrionarios, tal como se 

describió anteriormente. Las células del MCI se consideran células madre pluripotentes 

(plures, en latín muchos o varios) capaces de originar linajes celulares de las 3 capas 

embrionarias (mesodermo, endodermo y ectodermo). Las células madre multipotentes, 

son aquellas que pueden diferenciarse en linajes celulares relacionados a una única capa 

embrionaria. Finalmente, las células unipotentes son aquellas que se diferencian solo en 
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tales como osteocitos, adipocitos y condrocitos, empleando inductores en el medio de 

cultivo. Debido a la gran variabilidad entre subpoblaciones de MSC, además de los 

antígenos propuestos por ISCT, otros autores proponen incluir marcadores como STRO-

1, CD44 y CD166 para la tipificación de células mesenquimales de otras especies (Halfon 

y col., 2011). De todas formas, los criterios establecidos sirven de referencia para 

perfeccionar los protocolos de aislamiento y determinar las mejores fuentes de MSC en 

animales domésticos. 

La plasticidad, capacidad inmunomoduladora y facilidad de aislamiento y cultivo in 

vitro, tornan a las MSC como interesantes candidatas para su uso en biotecnologías de 

 

Figura 1.7. Esquema resumido de la capacidad multipotente de las células MSC. Las flechas 
continuas indican la capacidad de las MSC para formar células derivadas de mesodermo. Las flechas 
punteadas dan cuenta de la controversial capacidad para derivar células de origen endo y ectodérmico.  
Imagen adaptada de Uccelli y col., 2008.  
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avanzada. Las MSC se han empleado en modelos experimentales e incluso en la clínica 

para regenerar heridas de piel y lesiones en hueso, cartílago y miocardio (Petite y col., 

2000; Uccelli y col., 2008; Locatelli y col., 2015, Barba y col., 2013). En clonación, 

previamente fue reportado que el uso de células madre embrionarias mejora 

considerablemente el desarrollo in vitro e in vivo de embriones, posiblemente porque su 

gran plasticidad simplifique el proceso de reprogramación celular. En este sentido, por 

sus características de células madre multipotentes, las MSC resultan una excelente opción 

para la clonación de animales adultos con fenotipos deseados. A la fecha se han reportado 

clones nacidos, producidos a partir de MSC de las diversas especies domésticas como 

bovina, porcina, canina y equina (da Silva y col., 2016; Oh y col., 2011; Faast y col., 

2006; Olivera y col., 2016, Olivera y col., 2018). 

Pese al gran potencial que presentan las células mesenquimales, la falta de consenso 

respecto a los métodos para su aislamiento de animales domésticos, así como la gran 

variabilidad reportada en cuanto a las características de los cultivos obtenidos, entorpecen 

su utilización tanto en clínica como en investigación. Por todo esto, resulta esencial 

estudiar y estandarizar los protocolos de aislamiento de MSC de animales domésticos, 

priorizando sobre todo la sencillez y el bajo costo de los mismos, y establecer una correcta 

identificación de las mismas, para extender su uso tanto en el área académica como 

aplicada.  
 

1.4. Agregación embrionaria 

Los primeros trabajos que reportan la agregación embrionaria fueron realizados en la 

década del 60 empleando embriones murinos, con la finalidad de estudiar la tolerancia 

inmunológica y la formación de quimeras (Tarkowski y col., 1961; Mintz y col., 1962a, 

Gardner, 1968). Inicialmente la agregación embrionaria (AE) consistía en la microcirugía 

de 2 embriones, para ubicar las blastómeras dentro de una misma microgota y en estrecho 

contacto de forma que ambas contribuyan a la formación de un único blastocisto final. La 

técnica fue luego simplificada al utilizar digestión enzimática para remover la ZP y 

realizar la agregación sencillamente ubicando los embriones en íntimo contacto durante 

el cultivo in vitro, sin uso de equipamiento sofisticado (Mintz y col., 1962a y Mintz y 

col., 1962b). La AE se adaptó como estrategia para producir quimeras transgénicas al 

agregar embriones con células madres modificadas genéticamente, e incluso se propuso 




















































































































































































































































