Anadlisis critico por expertos de trabajos seleccionados

Derivacion de células tipo ovocitos a partir de lineas celulares stem
pancreaticas

(Derivation of oocyte-like cells from a clonal pancreatic stem cell line)

Danner S, Kajabn J, Geismann C, Klink E, Kruse C

Fraunbofer-Institute of Biomedical Engineering, Group of Cell Differentiation and Cell
Technology at the University of Luebeck,

Mol Hum Reprod 2007;13(1):11-20

Las células madre pancredticas adultas (PSCs)
son capaces de diferenciarse espontineamente in vitro
en varios tipos de células somdticas. Células madres
aisladas del pancreas de ratas muestran una habilidad
extensiva de autorenovacién y crecimiento en cultivos
altamente viables a largo plazo. Adicionalmente, estas
células expresan marcadores tipicos de células madre tal
como Oct-4, nestina y SSEA-1. Aunque el potencial de
diferenciacion es ligeramente decreciente en cultivos a
largo plazo, es posible conservar lineas celulares hasta
el pasaje 140. Lineas celulares clonales podrian quedar
establecidas a través de diferentes pasajes y mostrar
caracteristicas similares. Es de remarcar que una linea
celular clonal, generada a través del pasaje 75, mostrd
propiedades aberrantes durante cultivos ulteriores. Las
células clonales formaron grupos, los cuales construye-
ron estructuras tipo tejidos en la suspension de cultivo.
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Estos grupos 3D generados produjeron permanentemen-
te nuevas células en los margenes periféricos. Las célu-
las liberadas tenfan un tamafio remarcable, y un examen
mads cercano con microscopia 6ptica mostré una morfo-
logia tipo ovocito. Una comparacién de los pardmetros
de expresion génica entre los cultivos primarios de los
pasajes 8 y 75, entre la linea celular clonal y las células
tipo ovocito producidas (OLCs) de las estructuras tipo
tejido demostré algunas diferencias. La expresion de va-
rios marcadores de células germinales, tales como Vasa,
marcador de diferenciacion de crecimiento 9 y SSEA-1,
aumentaron en la linea celular clonal, y las OLCs mos-
traron expresion adicional de marcadores especificos de
meiosis SCP3 y DMCI1. Estamos frente un primer estu-
dio piloto de investigacion del potencial putativo de una
linea germinal de PSCs adultas.
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Desde hace varios afios es aceptada la existen-
cia de células stem somadticas en los tejidos de los indi-
viduos adultos. También es generalmente aceptado que
estas células son de origen embrionario y se mantienen
hasta la adultez, aunque no hay acuerdo si este proceso
ocurre antes o después de la determinacidn de las células
embrionarias en las distintas ldminas germinales (Sell S,
2004; Hochedlinger K et al, 2006). Numerosas publi-
caciones mencionan la posibilidad de encontrar célula
pluripotentes en el adulto, cosa que era impensada hasta
hace unos afios, cuando la pluripotencialidad estaba aso-
ciada estrictamente a las células embrionarias (Jiang et
al, 2002). Otra caracteristicas fundamental de las células
stem somadticas es la plasticidad, es decir, la capacidad
de una célula de un tipo de transformarse en una célula
de linaje diferente y atn de ldmina germinal diferente
(Zipori D, 2005). Existen varios mecanismos que po-
drian explicar este fendmeno, como la transdiferencia-
cién o la fusién de genomas, aunque ninguno de ellos
estd fehacientemente demostrado.

En 2004, los autores de este trabajo publicaron
el aislamiento de células stem a partir de pancreas de
rata adulta (Kruse C, 2004). Estas células pudieron ser
cultivadas y subcultivadas in vitro, hasta el pasaje 140,
manteniendo su capacidad de autorrenovacion y de di-
ferenciacion en tipos celulares pertenecientes a las tres
ldminas germinales. De esta manera pudieron obtener
diversas lineas celulares clonales (derivadas de una sola
célula), todas ellas con caracteristicas similares, ain pro-
viniendo de distinto nimero de pasaje o subcultivo. Sin
embargo, en este trabajo, los autores describen una linea
celular, generada en el pasaje 75, que mostré un compor-
tamiento diferente. Estas células formaban agregados,
con estructura “tipo tejido” en cultivos en suspension,
tridimensionales, produciendo permanentemente nuevas
células liberadas a través de su borde externo. El andli-
sis por microscopia Optica de estas células mostré una
morfologia con caracteristicas de oocito. En este trabajo
realizan estudios morfolégicos, inmunohistoquimicos y
por RT-PCR de estas estructuras.

Resultados

Las lineas celulares fueron crecidas in vitro, en
cultivo estético, y pudieron ser subcultivadas hasta el pa-
saje 140. Todas las lineas obtenidas tenian caracteristicas
morfolégicas similares. Estas células fueron inducidas y
activadas para diferenciar mediante la formacién de orga-
noides, que también fueron subcultivados. Sin embargo,
estos organoides cultivados a largo plazo perdian su capa-
cidad de unirse al sustrato, permaneciendo en suspension,

y formando grandes cuerpos de tejido (“tiddue bodies”, tal
como los denominan los autores) alcanzando un tamafio
de hasta 1,5 cm. El andlisis microscépico de los organoi-
des reveld la produccién y liberacién de 20 a 50 células
por dia, con propiedades completamente diferentes de las
células que les dieron origen. Los autores mencionan que
estas c€lulas tenfan caracteristicas similares a oocitos, for-
maban pequefios agregados, y tenian estructuras tipo fo-
liculo. Un pequeio niimero de estas células desarrollaron
una membrana tipo zona pelicida. Los organoides expre-
saban marcadores de célula stem, marcadores especificos
de oocitos, y marcadores de meiosis, lo cual demostraba
su capacidad de diferenciar en ese tipo celular. Es de des-
tacar que la expresion de esos marcadores estaba ausente
en los cultivos primarios.

Discusion

En los tltimos afios han sido publicados mul-
tiples trabajos que demuestran la presencia de células
stem en tejidos adultos, capaces de diferenciar en tipos
celulares pertenecientes a las tres ldminas germinales
(Guan et al, 2006; Seaberg et al, 2004; Seeberger et al,
2006). Sin embargo sélo las células stem embrionarias
parecian tener la capacidad de generar células germina-
les (Hubner et al, 2003; Clark et al, 2004; Geijsen et al,
2004). Recientemente ha sido publicada la obtencién de
células tipo oocito a partir de piel porcina fetal ((Dyce
et al, 2006), asi como también la obtencion de células
germinales masculinas a partir de células stem de médu-
la 6sea (Nayernia et al, 2006). Estos hallazgos podrian
confirmar la posibilidad de que células de médula 6sea
podrian diferenciar y repoblar el ovario con nuevos ooci-
tos (Johnson et al, 2004; Byskov et al, 2005; Johnson et
al, 2005; Eggan et al, 2006).

En este trabajo, los autores demuestran por pri-
mera vez la capacidad de lineas celulares establecidas (pa-
saje 75), derivadas de células stem de pancreas exdcrino,
de generar in vitro estructuras llamadas organoides, ca-
paces de producir y liberar permanentemente células con
propiedades, caracteristicas morfoldgicas y presencia de
marcadores tipicos de célula stem, de oocito y del proceso
de meiosis. Ninguno de estos marcadores estaba presente
en las células de origen, ni en las cultivadas en monoca-
pa. Si bien fue demostrada la presencia de marcadores de
meiosis, los autores no pudieron demostrar la presencia
del proceso de meiosis en si mismo dentro de las células
analizadas. Es importante destacar que todos los cultivos
in vitro, independientemente de su origen clonal o no
clonal, organoides o células liberadas de ellos, muestran
la presencia de poblaciones heterogéneas de células en
distintos estadios de diferenciacidn, lo cual se deduce de
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la presencia de marcadores tanto de células stem como
diferenciadas. La posibilidad de que estos organoides
puedan ser activados para generar blastocistos no estd
demostrada ain (Hubner et al, 2003; Dyce et al 2006).

Los autores plantean la siguiente teoria como
justificacién a su hallazgo de haber obtenido células tipo
oocito a partir de células stem de adulto: en el desarrollo
de los mamiferos, las células germinales migran desde la
pared posterior del saco vitelino hacia las gonadas. Es po-
sible que en esa migracion, algunas células se dirijan hacia
el pancreas y residan allf hasta la adultez, pero reteniendo
su potencial de célula germinal. Ese potencial podria ser
reactivado por las condiciones de cultivo in vitro.

Como otra alternativa, los autores plantean que
las células stem somaticas tendrian un gran potencial de
diferenciaciéon que les permitiria diferenciar a distintos
tipos celulares, como osteocitos, adipocitos, condrocitos,
hepatocitos, células 8, células gliales y neuronales. Dada
esta plasticidad, no seria imposible pensar en la capacidad
de diferenciar en células germinales masculinas, como
fue demostrado por Nayernia (Nayernia et al, 2006). Los
autores estiman que sus resultados confirman la existen-
cia de células stem pluripotentes en el tejido pancreético,
capaces de diferenciar en células de las tres 1dminas ger-
minales, y posiblemente células germinales femeninas.

Comentario

Numerosos trabajos publicados en los dltimos
afios hacen referencia a la existencia de células stem plu-
ripotentes en précticamente todos los érganos y tejidos
del individuo adulto, capaces de diferenciar en distintos
tipos celulares, e incluso de cambiar su determinacion,
dando origen a células de diferentes linajes. Estas cé-
lulas stem somdticas expresan marcadores especificos
de célula stem, siendo estos marcadores frecuentes en
todas esas células, independientemente del tejido que
las contiene. M4s bien su presencia estd relacionada a la
condicién de célula stem y a su grado de diferenciacion,
y también son frecuentes en células cancerosas. Los au-
tores de este trabajo han identificado algunos de estos
marcadores, como Oct4, SSEA, nestin, etc, en células
cultivadas provenientes de tejido pancredtico. La exis-
tencia de dichos marcadores, sumado al analisis morfo-
l6gico que realizan sobre las células cultivadas, los lleva
a afirmar la obtencién de células tipo oocito, a partir de
un 6rgano adulto que no tiene que ver con el aparato
reproductor. Las condiciones de cultivo que usan, parti-
cularmente la obtencion de estructuras tridimensionales,
es un enfoque interesante dado que apunta al concepto
de nicho celular. Es decir, una célula stem es tal sélo
cuando estd ubicada en su nicho. Este concepto abarca
no sélo al espacio fisico, quizds éste sea el aspecto me-
nos importante, sino al conjunto de interacciones célula-
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célula, célula-matriz extracelular y las sefiales que estas
interacciones generan. El planteo que hacen los autores
es interesante, siempre teniendo en cuenta que los re-
sultados obtenidos a partir de cultivos in vitro dificil-
mente pueden ser extrapolables a situaciones in vivo, y
mds aun cuando los tiempos de cultivo son prolongados,
y los subcultivos numerosos. Quizds lo mas destacable
de este trabajo sea plantear la posibilidad de que en el
pancreas exista un nicho de células que podrian tener la
capacidad para diferenciar en células tipo oocito. El con-
cepto de neo-oogénesis y renovacion folicular durante
la adultez en mamiferos es un concepto novedoso que
puede aportar conocimientos importantes a la fisiologia
del ovario y a la biologia de la reproduccion.
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Los investigadores en el area de la Medicina
regenerativa, conocen de la alta capacidad que poseen
la células madres embrionarias en diferenciarse hacia
distintos tejidos, provenientes de las tres hojas germina-
tivas. Sin embargo, estaba en duda hasta hace muy poco
tiempo, que las células madres adultas poseyeran dicha
capacidad. Muchos trabajos de investigacion, realizados
con este tipo celular, ya sea derivadas de la médula 6sea,
cord6n umbilical y pancreas entre otras, indudablemen-
te han concluido esta discusién a favor de una elevada
capacidad de autorrenovacién y diferenciacién, puesto
que las mismas dan origen a diversos tejidos derivados
de las tres hojas germinativas, al igual de lo que ocurre
en las células madres embrionarias.

Los autores, un grupo con alta experiencia y
capacidad técnica, intentan demostrar en este trabajo,
que una variedad de células madres adultas derivadas
del péncreas tendrian capacidad para diferenciarse es-
pontdneamente en diversos tipos celulares adultos. Estas
fueron primeramente descritas, como células pancredti-
cas estelares similes, debido a sus caracteristicas mor-
foldgicas e inmunohistoquimicas similares, a las células
estelares pancredticas y actualmente se denominan cé-
lulas madres pancredticas adultas (Ramiya et al., 2000;
Seaberg et al., 2004),

Para ello utilizaronn sofisticadas técnicas de
aislamiento, con lo cual lograron obtener in vitro, por
periodos prolongados, células con una alta viabilidad,
que ademds presentaron una alta capacidad de autorre-

novacién y crecimiento. Adicionalmente estas células
expresaron marcadores tipicos de células madres como
Oct-4, nestina y SSEA-1 (stage-specific embryonic an-
tigen 1). Aunque la diferenciacién obtenida, disminu-
y6 levemente en los cultivos de larga data, fue posible
mantener lineas celulares hasta por mas de 140 pasajes.
A través de los diferentes pasajes pudieron establecerse
lineas celulares clonales que mostraron caracteristicas
similares. Notablemente, una linea celular clonal, que
se generd en el pasaje 75, mostré propiedades de des-
viacioén durante los cultivos posteriores. Dichas células
formaron agregados, los cuales se transformaron en es-
tructuras similares a tejidos en cultivos en suspension.
Estos generaron agregados en tres dimensiones, que die-
ron origen a nuevas células permanentemente desde el
margen externo. Las células liberadas alcanzaron gran
tamafio y su andlisis por microscopia de luz revel6 una
morfologia similar a oocitos. Por otra parte, la compa-
racion llevada a cabo de la expresion de los patrones ge-
néticos entre los cultivos primarios de los pasajes 8 y
75 y de la linea celular clonal y las células productoras
de oocitos simil, derivadas de estructuras tejido simil,
mostraron algunas diferencias. La expresién de varios
marcadores de células germinales, tales como Vasa,
el marcador de diferenciacién del crecimiento 9 y el
SSEA-1, incrementaron en la linea celular clonal. Las
células oocito simil mostraron la expresién adicional
de marcadores especificos de meiosis SCP3 y DMCI1.
Comparando estos resultados con oocitos maduros de
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rata, observamos que estas células en realidad presentan
muchas de las caracteristicas del oocito maduro. Por lo
cual, podemos concluir que dichas células se diferencian
en esta direccion. La posible hipétesis tedrica por la cual
las células madre adultas del pancreas tendrian esta ca-
pacidad, se basa en el desarrollo de las células germina-
les primordiales en mamiferos. Como todos recordamos
de nuestros conocimientos de embriologia, estas células
se formarian en la pared posterior del saco vitelino, des-
de donde migrarian a través del intestino anterior hacia
las génadas (Tam and Zhou, 1996). Seria posible que al-
gunas de las células germinales primordiales migrantes,
se desvien del trayecto y pasen a residir en el pancreas
adulto, el cual se forma al mismo tiempo que el intestino
anterior. Tal vez, ellas retengan su potencial de célula
germinal y podrian reactivarse debido a las condiciones
de cultivo in vitro. Esta posible explicacion tedrica se
refuerza por los hallazgos de los autores, de que algunos
marcadores de células germinales, por ejemplo el SCP3,
se expresan en los estadios tempranos de las poblaciones
celulares primarias

Por otra parte, el articulo deja abierta la posi-
bilidad de que estés células oocito simil se acompafien
de células mds pequefias con caracteristica morfoldgicas
similares a células foliculares, lo que da lugar a la for-
macién de estructuras semejantes a foliculos ovdricos,
como se ha descrito en trabajos precedentes realizados
con células madres de piel de cerdos. También se postula
la posibilidad de estudiar el desarrollo de células con
potencialidad de diferenciacién a estirpe espermatociti-
ca. Por todo lo expuesto aqui este trabajo, en mi opinidn,
abre nuevas perspectivas en el conocimiento de la biolo-
gia de las células madres adultas, en sus propiedades de
crecimiento y diferenciacion.
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CMP Pasaje 8

CMP pasaje 76

Linea celular clonal

Cuerpos organoides

Cuerpo tisular 3D

Célula occito simil

Representacion esquematica y morfologia ilustrando la gene-
racion de cuerpos tisulares liberando células oocitos similes.
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