CAPITULO 4.11.

TRANSFERENCIA NUCLEAR
DE CELULAS SOMATICAS
EN EL GANADO Y LOS CABALLOS DE CRIA

Articulo 4.11.1.

Prefacio

Después de la primera reunién del Grupo ad hoc de la OIE sobre Biotecnologia, que se celebr6 del 3 al 5
de abril del 2006, la Comisién de Normas Biolégicas sugirié limitar el mandato “a elaborar
recomendaciones sobre los riesgos que entrafia para la salud animal la clonacién por transferencia nuclear
de células somaticas (TNCS) de los animales de cria, que incluyan los criterios para evaluar la salud de los
embriones y de los animales derivados de este tipo de clonacion.” Las siguientes recomendaciones son un
punto de partida para identificar y caracterizar los riesgos para la salud animal asociados a la tecnologia de
clonacién por TNCS, y para proporcionar una base para una discusion sobre este tema.

Articulo 4.11.2.

Vision general

En la primera reuniéon del Grupo ad hoc sobre Biotecnologia se recomendd que el Subgrupo sobre las
Biotecnologfas Reproductivas Animales elaborase un proyecto de recomendaciones sobre el andlisis del
riesgo basado en el ciclo de la vida, para los animales derivados de la biotecnologia. Se propuso como
definicién del término “Biotecnologfa Reproductiva Animal” “la generacién de animales mediante el uso
de tecnologias reproductivas asistidas, que abarcan desde la inseminacion artificial hasta las tecnologias que
implican un componente 7z vitro importante, como, por ejemplo, la fecundacion iz vitro, la transferencia de
embriones, la escision de embriones y la reproduccion asexual, tal como la transferencia nuclear”. Las
siguientes recomendaciones se limitan a la TNCS y se basan en un enfoque del andlisis del riesgo asociado a
los animales derivados de la biotecnologia clasificados segin el enfoque del ciclo de la vida que consiste
en: i) embriones, ii) receptores, iii) descendencia, y iv) progenie de los clones animales.

Articulo 4.11.3.

Ambito de aplicacién

Estas recomendaciones tratan los aspectos zoosanitarios de los animales de cria derivados de algunas
biotecnologias reproductivas.

Teniendo en cuenta el mandato de la OIE y la sugerencia de la Comisién de Normas Bioldgicas, el Grupo
ad hoc sobre Biotecnologia recomienda que se determinen los parametros del andlisis de los riesgos para la
salud animal y su consecuencia para la seguridad del medio ambiente y de los alimentos y piensos. Estas
recomendaciones se centraran inicialmente en la base cientifica para los aspectos relativos a la evaluacion
de los riesgos, las medidas de prevencién y los consejos para el ganado y los caballos de crfa obtenidos
mediante clonacién por TNCS. Esto, sin petjuicio de afiadir ulteriormente cualquier cuestién pertinente.
Actualmente, estas recomendaciones incluyen lo siguiente:

- determinacién de los riesgos sanitarios para los animales y recomendaciones para la gestidn de dichos
riesgos en los embriones, receptores, clones animales y progenie de los clones;
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- riesgos y medidas de prevencion relacionados con la tecnologia de clonacion por TNCS;
- algunas cuestiones de bienestar relacionadas con la sanidad animal.

Al reconocer también que otros organismos o instrumentos han examinado o podrian tratar las siguientes
cuestiones, o que la OIE podria examinatlas ulteriormente, el documento no trata:

- la seguridad y los aspectos nutritivos de los alimentos derivados de tecnologias reproductivas
asistidas, por ejemplo los transgénicos (tratados por el Cédex);

- los riesgos relacionados con la puesta en circulacién en el medio ambiente de clones animales;

- los riesgos relacionados con los animales transgénicos que no han implicado la TNCS u otra tecnologfa
de clonacion;

- las biotecnologias animales no reproductivas;

- los riesgos relacionados con los animales producidos para el xenotransplante o los donantes de
organos;

- las tecnologias relacionadas con las células madre;
- los riesgos relacionados con la salud de los animales acuaticos, incluidos los clones de peces;

- los riesgos relacionados con otros animales terrestres, tales como los mamiferos y otros animales
silyestres, incluidos los insectos y las aves.

Articulo 4.11.4.

Antecedentes : Analisis del riesgo — principios generales

1. En general, el andlisis del riesgo incluye la identificacion de los peligros, y la evalnacion, la gestion y la
informacion sobre los riesgos. La evaluacion del riesgo es el componente del analisis que estima los rzesgos
asociados a un peligro (Capitulo 2.1.). Los reguladores usan de modo rutinario estos principios cuando
se toman decisiones sobre la puesta en circulacién experimental o comercial. Estos analisis pueden
usarse para determinar si los resultados necesitan una gestioén o reglamentacion. La gestidn del riesgo es
el proceso mediante el que los encargados de dicha gestion del riesgo evaltian las acciones o las politicas
alternativas en respuesta al(a los) resultado(s) de la evalunacion de los riesgos, tomando en consideracion
los diversos factores sociales, econémicos y legales que constituyen el medio en que se desarrollan
este tipo de actividades.

2. Para las enfermedades de los animales, en particular las que figuran en la lista del Cddigo Terrestre, existe
un amplio acuerdo respecto a los riesgos probables, que pueden ser cualitativos o cuantitativos
(Capitulo 2.1.). En las situaciones hipotéticas de enfermedad, es mas probable que sélo se necesite una
evalnacion cualitativa del riesgo. Dicha evalnacion cualitativa del riesgo no necesita modelos matematicos
para llevar a cabo una toma de decision rutinaria. Las evaluaciones cuantitativas o semi-cuantitativas de
los riesgos atribuyen magnitudes a los riesgos en términos numéricos (por ejemplo 1/1.000.000) o
desctiptivos (elevada/media/baja).

3. En el marco de la clonacién de animales, se consideran dos grandes categotias de evaluaciones de los
riesgos: la evaluacion del riesgo absoluto y la evaluacion del riesgo relativo. Las evaluaciones de los riesgos
absolutos caracterizan el riesgo independientemente de un comparador (por ejemplo, la probabilidad
de que un animal transmita una determinada enfermedad del ganado). Una evaluacion del riesgo
comparativo (0 evalnacidn del riesgo relativo) sitda el riesgo en el contexto de un comparador. Por
ejemplo, el grado en que un animal, producido por una tecnologfa reproductiva, pueda transmitir una
determinada enfermedad a otro animal de la misma especie, en comparacién con el grado en que un
animal similar, producido por medio de otra tecnologia reproductiva, transmita la misma enfermedad a
otro animal de la misma especie.
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Independientemente de la metodologia empleada, la identificacion de los peligros es una primera etapa en
todas las evaluaciones de los riesgos basadas en la ciencia. En el marco de la evaluacion de los riesgos
asociados con la clonacién de animales (TNCS), empezando con el embrién y siguiendo a través del
desarrollo del clon animal y la posterior progenie, es importante que quede claro en esta coyuntura
que s6lo puede completarse una evaluacién semi-cuantitativa del riesgo relativo. Una evaluacion
sistematica, absoluta y cuantitativa de los posibles riesgos es dificil, debido al caracter relativamente
novedoso de la tecnologia y a la variabilidad de los resultados entre laboratorios y especies clonadas.
Ademas, con la tecnologfa de la TNCS no hay pe/igro introducido con la insercién de nuevos genes (lo
que si podria ocurrir con la transgénesis). Por lo tanto, para analizar qué factores contribuyen a los
riesgos sanitarios para los animales, debe analizarse la referencia existente.

En resumen, deben determinarse los puntos especificos en los que hay que centrar la evaluacion de los
riesgos. Segun se ilustra en el diagrama adjunto, se trata de examinar las etapas basicas para crear un
embrién, usando terminologfa corriente, empezando por la seleccion del donante del ovocito y las
células, hasta llegar a la creacion de un embrién mediante la metodologia de clonacion. La segunda
fase se centrard en el receptor del clon de embrién y los factores de sanidad y cuidado de los
animales. El clon de embrién real que nace como descendencia es la tercera parte del paradigma que
necesita recomendaciones claras para la evaluacion, y la proxima generacién, bien sea la progenie del
clon animal (que es el resultado de una reproduccién sexual normal) o los animales producidos por
reclonacion (clones de clones) es la cuarta y ultima etapa.

Articulo 4.11.5.

Gestion de los riesgos zoosanitarios asociados a los embriones

La produccién de embriones por técnicas 2 vitro se viene aplicando desde hace muchos afios. Aunque las
etapas adicionales implicadas en la clonacién afiadan una nueva dimensién a este procedimiento, muchos
de los riesgos asociados con la TNCS se han determinado anteriormente para las tecnologias reproductivas
asistidas establecidas (Capitulo 4.8.). Un analisis de la metodologia TNCS permite clasificar los detalles de
procedimiento en las siguientes categorfas:

2)

b)

d)

Ovocitos (obtenidos directamente del matadero, recuperados mediante procedimientos
trans-vaginales guiados por ultrasonidos o por procedimientos de laparotomia)

Los ovarios recolectados en un matadero seran recolectados, transportados y manipulados segin las
recomendaciones establecidas en el Capitulo 4.8.

Los principales 7iesgos estan asociados con el estado sanitario del animal del que se extraen los ovarios
y la calidad de los ovocitos.

Células donantes (células obtenidas de animales elegidos para ser clonados, por biopsia, extraccién en
el momento del sacrificio o después de la muerte)

Actualmente, no existen riesgos nuevos especificos identificados en relacién con la TNCS. Se ha
sugerido la existencia de un riesgo relacionado con la activacién de los retrovirus endégenos durante
los procedimientos de transferencia de células; sin embargo, esto podria ser mas teérico que practico.
En algunos procedimientos experimentales actuales, la célula donante podria tratarse con productos
quimicos para modificar su composicion, por ejemplo inhibidores del ciclo celular o modificadores de
la cromatina.

Cultivo in witro de embriones reconstruidos (procedimiento usado para fusionar el material del
donante y del receptor, y para cultivar el embrion reconstruido)

Riesgos asociados con el método empleado para fusionar las células donantes con los ovocitos
receptores enucleados y con las condiciones de cultivo.
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Ademas, el veterinario debera asegurarse de que la prefiez del clon es compatible con la raza, anatomia y
fisiologia de la madre de alquiler.

1.

Ovocitos

El laboratorio o el productor debera establecer un historial detallado de los ovarios: su origen, salud
del animal del que se obtuvieron, detalles de cualquier lesién sistémica del animal y datos adecuados
del rebaiio. Esto es particularmente util cuando el hecho de unir varios ovarios puede causar
contaminacién cruzada del tejido ovarico.

Los fluidos foliculares pueden contener varios agentes infecciosos como, por ejemplo, el virus de la
diarrea viral bovina, y puede contaminar la mezcla de fluido folicular procedente de diferentes
animales sanos. Ademas, la técnica para recuperar los ovocitos, tal como la aspiracion, o el corte de
los foliculos ovaricos, determina el nivel de contaminacién de la sangre o de material externo. Para
cada lote reunido, debera usarse una muestra representativa para demostrar la ausencia de material
biolégico infeccioso.

Los ovocitos se maduran como complejos cumulus ovocito (COCs) y luego se maduran, en la
mayortfa de los casos, en el medio de cultivo/maduracién. Debera tenerse cuidado y esforzarse por
seleccionar y madurar cuidadosamente los ovocitos de los grupos que son buenos desde el punto de
vista morfolégico; también debera analizarse la calidad de los medios usados. Debera evitarse usar
sueros o componentes protéicos provenientes de una fuente no definida o que no se haya analizado.
Debera fomentarse la incorporaciéon de antibidticos adecuados y seguros en los medios de cultivo
para luchar contra las bacterias oportunistas.

Es de suma importancia usar procedimientos sanitatios y de desinfeccion adecuados, y esto debera
subrayarse en todos los laboratorios de fecundaciéon iz witro (FIV). Debera fomentarse la
manipulaciéon adecuada y el respeto de los protocolos sanitarios durante la maduracién y el posterior
cultivo de los embriones.

Células donantes
Con el fin de minimizar los rzesgos:

- Las células donantes deberan recuperarse correctamente del animal y cultivarse en condiciones
sanitarias adecuadas, mediante el uso de buenas practicas de laboratorio.

- Cuando proceda, el paso de las células usadas para el procedimiento de clonacién debera
documentarse y, en diferentes etapas, podria justificarse la realizacion de un muestreo para
examinar el componente cromosémico de las lineas celulares. De ser posible, deberan estar en
funcionamiento procedimientos para el muestreo regular de las células, a fin de examinar las
caracteristicas morfolégicas y demas.

- Las lineas celulares maestras (que se usardan para la clonacién en una etapa posterior) deberin
almacenarse en condiciones que sean 6ptimas para mantener la viabilidad. Debera determinarse
si estan libres de agentes externos mediante andlisis para detectar la presencia de bacterias,
hongos, micoplasmas o virus, usando pruebas apropiadas (Manual de la Sociedad Internacional
de Transferencia de Embriones).

Procedimientos de clonacion/reconstruccion

El procedimiento de clonacién que emplea el uso de productos quimicos u otros reactivos debera
evaluarse con cuidado, en términos de calidad de los embriones y de eficacia total.

Durante la fusiéon del material del receptor y del donante por medios quimicos o fisicos se debera
tener cuidado y asegurar un control. La optimizacién del procedimiento basada en los protocolos de
laboratorio o en informes publicados debera determinarse para evitar muertes embrionatias precoces.

Si se usa el co-cultivo de la célula para el procedimiento de cultivo después de la reconstrucciéon de
los embriones, deberan controlarse las células del co-cultivo. Podra analizarse una muestra de cada
lote para detectar la presencia de componentes bacterianos, micoplasmicos, virales o de hongos.
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Los embriones deberin cultivarse y recolectarse durante un tiempo y hasta una etapa apropiados,
antes de transferirlos o criopreservarlos para un uso ulterior. Deberan seguirse los procedimientos
apropiados basados en las normas internacionales (Codigos de practica de la IETS) para lavar y
preservar los embriones.

Se debera tener cuidado al clasificar los embriones antes de la transferencia (Capitulos 4.7. y 4.8.).

Articulo 4.11.6.

Gestion de los riesgos zoosanitarios relacionados con los receptores (madres de alquiler)

1. Riesgos para la salud de las madres de alquiler

Actualmente, cuando se compara con los embriones producidos iz witro, la TNCS tiene una tasa
superior de fracaso de la prefiez y, en algunas especies, de anomalias placentarias. La pérdida debida a
defectos del embrién o al fracaso del implante en el utero de la madre de alquiler no plantea un
peligro para la madre. La madre de alquiler simplemente reabsorbe todos los tejidos embrionarios y
vuelve a sus ciclos. Los abortos espontineos a mitad o final de la prefiez pueden ser peligrosos para
las madres de alquiler, si éstas son incapaces de expulsar el feto y las membranas asociadas. La
mayorfa de los abortos en las prefieces por servicio natural e inseminacion artificial (IA) en los
bovinos siguen sin diagnosticarse, debido al coste del trabajo de laboratorio y al bajo margen de
beneficios tanto en la industria de carne vacuna como en la lechera. Los productores y veterinarios se
preocupan cuando la tasa de abortos es superior al 3—5% en un rebafio. El mismo posible impacto de
las influencias externas debera tenerse en cuenta al evaluar las prefieces por TNCS y otras tecnologias
reproductivas. La enfermedad, 1a falta de nutricién y las condiciones medioambientales dificiles son
factores de estrés que interfieren con la fertilidad de los animales y la supervivencia de los embriones.
En estas circunstancias, el riesgo para la prefez esta directamente relacionado con los factores de
estrés y no con la tecnologia empleada.

Hasta la fecha, se ha observado un efecto especifico de la especie. Las anomalfas de los clones
podrian deberse a una reprogramaciéon incompleta del nucleo del donante. La reprogramacion
epigenética ocurre en diferentes momentos en los embriones de diferentes especies. Muchas de las
anomalias detectadas en las prefieces de los bovinos y las ovejas no se han observado en cabras o en
suidos con clones TNCS. La cantidad de manipulaciéon 7z vitro de un embridn estd inversamente
relacionada con la probabilidad de que la prefiez tenga resultados exitosos. Esto se ha observado
tanto en los embriones TNCS como en los embriones fecundados producidos iz vitre. A diferencia de
otras formas de tecnologias reproductivas, las pérdidas de prefieces con TNCS aparecen en todas las
etapas de la gestacion en los bovinos. Se han perdido prefieces de clones durante el segundo y tercer
trimestre, y estas pérdidas se han acompafiado de informes de hidropesia, aumento de volumen del
ombligo, y placentacién anormal.

2. Riesgos que representa la madre de alquiler para la salud de los embriones clonados

No se han identificado nuevos riesgos zoosanitarios para el feto de clon en desarrollo procedentes de
la madre de alquiler en comparacién con las prefieces convencionales. Estas ultimas incluyen las
enfermedades transmitidas verticalmente y las anomalfas debidas a un estrés metabdlico o fisiolégico.

Con respecto a los riesgos zoosanitarios asociados con la madre de alquiler, es dificil documentar la
frecuencia relativa de las pérdidas en las etapas precoces de los embriones TNCS en comparacioén con
las pérdidas en las etapas precoces de otras prefieces, ya que estos abortos no suelen diagnosticarse
con otras tecnologias reproductivas. Ademas, los factores de estrés externos repercutirain de modo
similar en las prefieces TNCS.

Los veterinarios deberian controlar el progreso de la prefiez, dado que las anomalias de gestacion
comunes observadas con otras tecnologias reproductivas asistidas podrian manifestarse y
diagnosticarse durante el examen fisico. Una base de datos de los problemas que se dan comunmente
en las prefieces de clones podtia ser util si se pusiera a disposicion de los expertos en sanidad animal.
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- Debera tenerse cuidado de evaluar la salud general de la madre receptora antes de la seleccion
para llevar embriones clones. El estado general de salud de la receptora debera determinarse en
términos de ausencia de infeccion y enfermedad, vacunacion y seguimiento adecuados vy, si procede,
pruebas de prefleces antetiores sin incidentes, ausencia de problemas de parto y recuperacion
post-prefiez apropiada.

- La pérdida de la prefiez es mayor con los embriones TNCS antes de 60 dias de gestacion en los
bovinos. Esto es similar a lo observado con otras tecnologias reproductivas. Sin embargo, en los
clones, muchas pérdidas de la prefiez durante este perfodo de formacion placentaria (entre 45 y
60 dias) sugieren que la muerte embrionatia podtia ser consecuencia de una placentacién
defectuosa. Una placentacién anormal podria conducir a una acumulacién de residuos en el feto
y las membranas asociadas, o a una transferencia insuficiente de las sustancias nutritivas y del
oxigeno de la madre al feto. Se debera velar por controlar a la madre receptora durante la prefiez.
Una vez que la prefiez esté establecida y confirmada, serfa deseable llevar a cabo evaluaciones
veterinarias regulares y un monitoreo del estado sanitario del animal hasta el nacimiento de la
descendencia.

- Para asegurarse de que el receptor esta prefiado y garantizar un monitoreo de su salud durante el
primer trimestre, es util realizar evaluaciones ultrasonograficas, determinar los perfiles
hormonales y evaluar los parametros fisiologicos generales. Basandose en estos perfiles, debera
prestarse la atenciéon adecuada para ayudar al establecimiento correcto de la prefiez,
proporcionando condiciones de cria y una nutricién apropiadas.

- Los animales deberian observarse minuciosamente para detectar los signos de parto cuando se
acerque el momento del nacimiento. En algunas especies, uno de los problemas mas comunes es
la inercia utetina y la ausencia de contracciones. La ausencia de contracciones puede provocar
prefieces prolongadas, con las correspondientes secuelas, que pueden requerir ayuda durante los
partos.

- Para un animal préximo al término de la prefiez, deberd ser factible la eventualidad de
intervencién quirurgica, y debera tomarse la decisiéon de recurrir a ella si la situacién lo justifica.
Habra que emplear los procedimientos apropiados para precisat la manipulaciéon adecuada de la
descendencia y de la madre de alquiler.

- Pueden plantearse preocupaciones sanitarias a raiz de las intervenciones quirdrgicas, de una
traccion excesiva, u otras complicaciones, tales como la retencién de membranas fetales. En

estos casos podria ser necesario un cuidado posparto.

3. Gestion de los riesgos para la salud de los clones animales

Los problemas de salud de los diferentes clones pueden observarse iz utero y en el periodo posparto.

arecen ser los mismos que los observados con otras tecnologias reproductivas asistidas, pero
Parecen ser los mismos los observados con otras tecnologias reproductivas asistidas, per
podrian ser mds frecuentes en los clones. Es importante determinar si las anomalfas son de origen
genético o epigenético. El sindrome de la cria grande (LOS= siglas en inglés de “large offspring
syndrome”), probablemente mas relacionado con las anomalias placentatias que con anomalias
fetales, se observan particularmente en las ovejas y los bovinos clonados después de manipulaciones
in vitro que no reunfan condiciones éptimas.

- Las practicas de cria apropiadas son importantes para la salud de los clones animales. Se debera
velar por proporcionar calostro y un ambiente limpio e higiénico, y debera establecerse una
vigilancia durante las primeras semanas después del nacimiento.

- Los clones animales deberan examinarse de manera rutinaria para detectar la eventual presencia
de las anomalfas fenotipicas mas comunes, como, por ejemplo, la atresia anal, la hernia umbilical,
las contracciones del musculo flexor, la insuficiencia respiratoria o cardiaca y la imposibilidad de
mamar. Esto permitird el tratamiento y cuidado apropiados del recién nacido, y aumentara la
supervivencia del animal joven.
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- Para consolidar los conocimientos actuales respecto al estado de salud de los clones animales,
deberd efectuarse un examen veterinario completo para controlar el progreso del clon, ya que se
han declarado muertes inexplicadas o debidas a complicaciones sistémicas. Se alienta a seguir el
perfil sanitario de los animales hasta, por lo menos, la etapa de madutez reproductiva, y a
registrar la capacidad de reproduccion (indice de fertilidad).

- Las preocupaciones relativas al bienestar animal, que van del LOS a las anomalias serias, se
destacan en los debates sobre la tecnologia de clonacién. Deberan generarse datos procedentes
de una investigacion apropiada y examinados por pares. Los clones animales deberan someterse
a evaluaciones basicas del bienestar, especificas de las diferentes especies. Si se detectan
preocupaciones relativas al bienestar en el examen inicial, se realizard una caracterizacién mas
exhaustiva de ese fenotipo para documentar las preocupaciones relativas al bienestar animal.

- Para tratar y validar el potencial genémico de los clones animales, es indispensable realizar un
monitoreo apropiado de la poblacién animal en diferentes etapas de la vida, desde el nacimiento

hasta la pubertad, y documentar dicho monitoreo.

4. Gestidn de los riesgos sanitarios relacionados con la progenie de clones reproducida sexualmente

Actualmente no existen pruebas de que exista un riesgo sanitario supetior si se usa la reproduccion
sexual para obtener progenie. Algunos datos indican que los errores de reprogramacion durante el
proceso de clonacién podrian ser corregidos durante el apareamiento natural y el proceso de
reproduccién.

a) La caracterizaciéon del perfil sanitario, incluidos el estado sanitario y datos sobre el bienestar
animal, consolidarfan los conocimientos sobre la progenie reproducida sexualmente.

b) El monitoreo del rendimiento reproductor de la progenie de clones reproducida sexualmente
serfa util para evaluar su capacidad reproductora en comparaciéon con sus homodlogos

convencionales.

5. Gestion de los riesgos sanitarios asociados a la reclonacién/clones de clones

La informacién sobre la reclonacion estd sélo empezando a aparecer. Por lo tanto, es necesario seguir
el siguiente enfoque:

a) Bl perfil sanitario (estado sanitatio y datos sobre el bienestar de los animales) debera caracterizarse
para consolidar los conocimientos.

b) El rendimiento reproductor de los clones de clones deberda ser controlado, para evaluar la
capacidad para reproducirse de estos animales, en comparacién con sus homodlogos
convencionales.

Articulo 4.11.7.

Examen

El propésito de estas recomendaciones es proporcionar una base cientifica y recomendaciones respecto a
los riesgos para la salud y el bienestar de los animales implicados en la clonacién por TNCS en comparacién
con otras tecnologias reproductivas asistidas. Estas recomendaciones se centrarin inicialmente en la base
cientifica de los aspectos relativos a la evaluacidn de los riesgos, de las medidas de prevencion y de los
consejos para el ganado y los caballos de cria obtenidos mediante clonacién por TNCS, y debera revisarse
a la luz de la nueva informacion cientifica.
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Capitulo 4.11. - Transferencia nuclear de células somaticas en el ganado y los caballos de cria
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