Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

Formacion de ovocitos y espermatozoides in vitro
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Abstract— Currently, the only choice for women with premature ovarian failure and man with non-obstructive
azoospermia wishing to have a child with their spouse is gamete donation. In vitro production of oocytes and sperm would
bring to infertile couples the possibility of conceiving biologically related children. Gamete production has been based on
the use of three types of stem cells: Embryonic; From adult ovaries and testes; and Pluripotent induced from somatic cells.
This paper describes the success obtained with these methods which with no doubt will be useful to solve human and animal
infertility problems and to study the molecular processes involved in gamete differentiation.
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Resumen— Actualmente, la Unica opcidn para que mujeres con falla ovarica prematura y hombres con azoospermia no-
obstructiva puedan concebir un hijo con su pareja, es la donacion de gametos. La produccion de ovocitos y espermatozoides
in vitro brindaria a parejas infértiles la posibilidad de procrear hijos relacionados biolégicamente. Esta se ha basado en el
uso de células madre de tres tipos: Embrionarias; Obtenidas de testiculos y ovarios adultos; y Pluripotentes inducidas a
partir de células somaticas. En este articulo se revisa el éxito obtenido con cada uno de éstas tecnologias, que sin duda seran
Gtiles para resolver problemas de infertilidad humana y de reproduccién animal asistida, asi como para estudiar los procesos
moleculares que ocurren durante la diferenciacion de gametos.
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I. INTRODUCCION

La infertilidad sigue siendo un problema importante en todo el mundo. En promedio, el 9% de las
parejas en edad reproductiva (globalmente, unos 70 millones de parejas) son incapaces de concebir un
hijo después de un afio de intentarlo, aunque en algunas regiones, como en el Sur y Centro de Asia, el
Este y Norte de Africa y el Este de Europa, la incidencia de infertilidad puede alcanzar el 30% en
algunas poblaciones [1].

Cerca de un tercio de los casos de infertilidad se debe a la incapacidad de alguno de los miembros de
la pareja de producir gametos funcionales, incluyendo mujeres con falla ovarica prematura o post-
menopausicas, hombres con azoospermia no-obstructiva [2], y pacientes que recibieron tratamiento
contra cancer. Para estos pacientes, la Unica opcion para concebir un hijo que por lo menos tenga la
informacién genética de uno de los padres, es la donacion de gametos. La produccién de gametos
artificiales o in vitro brindaria a estos pacientes la posibilidad de formar gametos a partir de sus propias
células madre o incluso somaticas, de modo que estarian en la posibilidad de concebir un hijo que porte
su informacion genética (“sangre de su sangre”). Otro grupo que resultaria beneficiado con la técnica de
produccién de gametos in vitro (PGIV) es el de las parejas del mismo sexo.

Pero ¢como se producen los gametos in vitro? Su produccion se ha basado en el uso de células madre
(stem cells) de tres tipos:

1) Células madre embrionarias pluripotentes obtenidas a partir de células de la masa celular interna de
blastocistos.

2) Células madre de testiculos y ovarios adultos.
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3) Células madre pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cells, iPSC), que se obtienen a partir
de células somaticas mediante la sobreexpresion de genes especificos.
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Fig. 1. Imagen de un blastocisto en el que se aprecia la masa celular interna, origen de las células madre embrionarias.

II. DIFERENCIACION DE GAMETOS A PARTIR DE CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Los primeros trabajos en los que se logro la diferenciacion in vitro de células germinales masculinas
y femeninas se llevaron a cabo en el ratén. Hubner y cols. [3] diferenciaron células madre embrionarias
en ovogonias que iniciaban la meiosis y eran capaces de reclutar a las células adyacentes y formar
estructuras parecidas a foliculos. Los ovocitos formados tenian un tamafio entre 50 y 70 um, que es el
tamafio normal de los ovocitos de raton, y expresaban las glicoproteinas de la zona pelicida ZP2 y ZP3,
pero no ZP1. Los foliculos tenian capacidad esteroidogénica. La funcionalidad completa de los ovocitos
producidos in vitro se demostr6 afios después cuando pudieron ser fertilizados y generar descendencia
normal [4]. Por otro lado, Toyooka y cols. [5] pudieron diferenciar células germinales masculinas a
partir de células madre embrionarias mediante la formacion de “cuerpos embrionarios”, que se originan
por la agregacion de las células madre, que luego se diferencian hacia numerosos tipos celulares. Las
células germinales fueron identificadas por la expresiéon del gen Vasa, especifico de ellas. Cuando las
celulas germinales se coincubaron con células gonadales somaticas embrionarias y se transplantaron a la
capsula de testiculos de un animal receptor, se formaron tubulos seminiferos y las células germinales
formaron espermatozoides maduros. Al igual que con los ovocitos formados in vitro, los
espermatozoides artificiales obtenidos de células madre embrionarias han mostrado ser totalmente
funcionales, pueden fertilizar ovocitos y generar descendencia normal [6].

En humanos, el primer estudio en el que se describe la diferenciacion de células madre embrionarias
a células germinales fue publicado en 2004 por Clark y colaboradores [7]. La diferenciacion se llevé a
cabo espontaneamente en cuerpos embrionarios y la identificacién de las células germinales se realiz
con base en el perfil de expresion de genes especificos de células germinales maduras, incluyendo a los
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genes VASA, BOL, SCP1, SCP3, GDF9 y TEKT1. Varios estudios mas demostraron la formacion de
celulas germinales a partir de células madre embrionarias, aunque en éstos solo se logré una
diferenciacion hasta estadios tempranos (células germinales primordiales con contenido diploide de
DNA). Sin embargo, Kee y cols. [8] lograron obtener células germinales haploides mediante la
modulacion de las proteinas con afinidad por RNA especificas de células germinales DAZL, DAZ y
BOULE, encontrando que la proteina DAZL (deleted in azoospermia-like) participa en la formacion de
celulas germinales primordiales, en tanto que DAZ y BOULE promueven la diferenciacion de las
células germinales hasta gametos haploides. Por otra parte, Easley y cols. [9] lograron diferenciar
células madre embrionarias hasta células con caracteristicas de espermatidas: células haploides que
expresan ACROSINA, PROTEINA DE TRANSICION 1y PROTAMINA 1, que s6lo se encuentran en
espermatidas y espermatozoides, y que presentan improntas gendmicas similares a las que presentan los
espermatozoides humanos. Sin embargo, a la fecha, no se ha logrado la formacién de espermatozoides
humanos maduros in vitro a partir de células madre embrionarias.

En la parte femenina, la diferenciacion de células madre embrionarias a ovocitos funcionales esta ain
mas lejana. Aunque se han logrado obtener estructuras parecidas a foliculos que contienen células que
expresan marcadores especificos de ovocitos, como ZP1, ZP2, ZP3, éstos no han completado la meiosis,
mostrando un estado diploide [10].
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Fig. 2. Cuerpos embrionarios originados a partir de células madre embrionarias de raton.

I11. DIFERENCIACION DE GAMETOS A PARTIR DE CELULAS MADRE DE ADULTOS

Dadas las implicaciones éticas que trae consigo el uso de células madre embrionarias cuando
provienen de un embridn con el potencial de originar un nuevo ser humano, se han buscado alternativas
que eviten su uso, éste es el caso de las células madre que se encuentran en los organismos adultos. Para
la formacion de gametos masculinos se han empleado células madre espermatogoniales (CME)
localizadas en la lamina basal de los tabulos seminiferos y son las responsables de la formacién continua
de espermatozoides durante la adolescencia y adultez en los machos. Durante estas etapas, las CME se
dividen asimétricamente, originado espermatogonias y mas CME (proceso de autorenovacion) [11].

En el raton se logré la formacién de espermatozoides maduros a partir de CME que pudieron
fertilizar y generar descendencia [12]. De manera similar, ovocitos generados a partir de células madre
de ovarios de neonatos fueron funcionales, siendo capaces de producir descendencia [13], abriendo la
posibilidad a la existencia de células madre en ovarios de adultos, esta idea es controversial ya que la
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mayoria de la evidencia indica que se diferencian a ovogonias en estadios fetales, sin autorenovarse, por
lo que se piensa que las hembras al nacimiento cuentan con un nimero finito de ovocitos [14].

En humanos, a partir de CME cultivadas con células de Sertoli se han logrado diferenciar células
haploides que presentan caracteristicas de espermatidas [15], sin embargo aun no se ha logrado su
diferenciacion a espermatozoides. Por el lado femenino, estudios controversiales han identificado
células madre en ovarios adultos que han generado ovocitos haploides, con patrones de expresion génica
propios de éstos, con un tamafio entre 35y 50 pm [16].
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Fig. 3. Andlisis de la expresion de genes especificos de la linea germinal, como son Mvh, Boule, Acrosina, ZP3 y Dazl.

I\VV. DIFERENCIACION DE GAMETOS A PARTIR DE CELULAS MADRE INDUCIDAS

Las células madre pluripotenciales inducidas (CMPi) son células somaticas de organismos adultos
que han sido reprogramadas hasta un estado semejante al de las células madre embrionarias induciendo
la expresion de genes caracteristicos de éstas. Actualmente se usan para el desarrollo de farmacos y el
estudio de enfermedades y se espera que, en un futuro, puedan ser utilizadas en el trasplante de células y
tejidos con fines terapéuticos, al contar con la gran ventaja de que, por provenir del propio individuo,
muy probablemente no sean reconocidas como ajenas, evitando el rechazo por el sistema inmune [17].

En el terreno de la reproduccion, se ha logrado la formacion de espermatozoides a partir de CMPi en
ratones [18]. Por otro lado, Hayashi y cols. [4] realizaron estudios en el raton en los que diferenciaron
CMPi en ovocitos que pudieron ser fertilizados y producir descendencia.

En humanos, Eguizabal y cols. [19] sobreexpresaron factores de transcripcion caracteristicos de la
linea germinal en CMPi y obtuvieron células que pudieron llevar a cabo meiosis y formar células
haploides con caracteristicas de espermatidas. Sin embargo, la formacién de ovocitos a parir de CMPi
no se ha logrado.

Ademas de la relevancia que tiene la formacion de gametos in vitro para los grupos que desean
procrear descendencia genéticamente relacionada, el desarrollo de estas tecnologias permite estudiar
como se forman los gametos. En nuestro laboratorio hemos estudiado la participacion de genes
conservados evolutivamente y especificos de las gonadas en la gametogénesis, utilizado la
diferenciacion de celulas madre embrionarias de raton a células germinales. Los resultados mostraron
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que cuando se bloqued la expresion del gen Mael mediante RNA interferente, se impidio la
diferenciacion a células germinales, como lo evidencio la falta de expresion de los genes especificos de
células germinales analizados [20].

El esclarecimiento de los mecanismos moleculares de la gametogénesis, hara posible el desarrollo de
mejores métodos para producir gametos in vitro completamente funcionales en humanos.

V. CONCLUSION

La produccion in vitro de gametos, tanto femeninos como masculinos, es un campo en desarrollo.
Los mejores resultados han sido obtenidos mediante el uso de células madre embrionarias, con la que se
han formado ovocitos y espermatozoides artificiales de raton totalmente funcionales, capaces de llevar a
cabo la fertilizacion y generar descendencia normal, en tanto que en humanos se ha conseguido células
haploides con caracteristicas de espermatidas y células parecidas a ovocitos en estructuras similares a la
de los foliculos. Sin embargo, dadas las implicaciones éticas que plantea el uso de células madre
embrionarias, el uso de células madre de gonadas de individuos adultos, asi como de células madre
pluripotentes inducidas a partir de células sométicas ha tenido un auge importante. Los resultados
obtenidos a partir de células madre de testiculos y ovarios de organismos adultos son similares a los
obtenidos a partir de células madre embrionarias, aunque la generacion de ovocitos usando esta
metodologia ha sido ampliamente discutida, ya que no ha logrado ser reproducida en otros laboratorios.
Finalmente, la tecnologia méas revolucionaria y prometedora es la formacion de gametos a través de
celulas madre pluripotentes inducidas a partir de células somaticas, con la que en el raton se han
generado ovocitos que pudieron producir descendencia, asi como espermatozoides, y en humanos se han
producido células haploides con caracteristicas de espermatidas. Queda mucho camino por andar, pero
esta claro que en el mediano plazo, la produccidn artificial de gametos permitira resolver problemas de
infertilidad y de reproduccion animal asistida y facilitara el esclarecimiento de los procesos moleculares
de la diferenciacion de gametos.
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