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PALABRAS CLAVE Resumen Desde mediados de la década de 1950 se acepto el concepto que el nimero de ovo-

Ovario; citos primarios esta determinado desde el nacimiento. En 2004 inicié el cambio de este paradig-

Células madre ma de la fisiologia ovarica al identificarse células madre de la linea germinal mitoticamente

ovaricas; activas durante la vida posnatal en el ovario murino. En 2012 se identifico el equivalente de

Funcion ovarica; estas células en el ovario humano producto de un protocolo de clasificacion de células activadas

Ovocitos por fluorescencia que permiti6 su purificacion y caracterizacion. La potencial aplicacion de las
células madre de origen ovarico hara posible asegurar la conservacion de la funcion ovarica en
condiciones clinicas, en donde la actividad reproductiva podria verse afectada, como es el caso
de mujeres jovenes con cancer, que requieren de tratamiento que en la mayoria de los casos
resulta en alteraciones de la funcion hormonal y gametogénica del ovario.
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Abstract Since the early 1950s it was accepted the concept that primary oocyte number is
determined since the newborn period. In 2004 initiated the change of this paradigm of ovarian
physiology through identification of mitotically active germ line stem cells during postnatal life
in the murine ovary. In 2012, it was identified the equivalent of these cells in the human ovary
using a fluorescence-activated cell sorting based protocol that permitted the purification of
mitotically active ovarian cells. The potential application of ovarian stem cells could in the fu-
ture improve the actual strategies of conservation of reproductive capacity in clinical condi-
tions where reproductive ability may be impaired, as in the case of women with breast cancer,
who require treatment that would cause disturbances of hormonal and gametogenic function.
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En 1921 Pearl y Schoppe' plantearon como una doctrina bio-
logica basica que “durante la vida de un individuo del sexo
femenino no hay ni habra un incremento en el nimero prees-
tablecido de los ovocitos primarios prenatalmente”. Este
concepto se convirtio en uno de los dogmas mas representa-
tivos de la Biologia de la Reproduccion desde mediados del
siglo pasado y persistio asi por mas de 50 afos?. Sin embargo,
hace tan solo una década Tilly y cols.? reportaron en el ovario
murino la presencia de células madre mitoticamente activas
dando lugar al cambio del paradigma y al inicio del debate
sobre la capacidad regenerativa de la linea germinal ovarica
durante la vida posnatal®. El objetivo de este trabajo es revi-
sar de la literatura las evidencias que apoyan la existencia de
células madre de origen ovarico (Tabla 1) y que plantean, al
mismo tiempo, nuevas opciones preventivas o terapéuticas
en ciertos casos de infertilidad en la mujer.

El inicio del cambio en el paradigma
de la reserva ovarica posnatal

En 2004 Tilly y col.? informaron que los ovarios de ratones
jovenes y adultos poseen células germinales con la actividad
mitotica necesaria para mantener a la poza de foliculos;
respaldado en la tasa observada de degeneracion de ovoci-
tos (atresia) y su aclaramiento. Este grupo de trabajo pri-
mero identifico, en la superficie epitelial ovarica de ratones
jovenes y adultos, células ovoides grandes semejantes a cé-
lulas germinales de ovarios murinos fetales®, positivas para
MVH (Mouse Vasa Homologue), gen evolutivamente conser-
vado que se expresa en células germinales y que regula ade-
mas el ciclo celular por su actividad de RNA helicasa®*. El
potencial proliferativo de estas células se comprobo me-
diante la incorporacién de 5-bromodesoxiuridina y su impor-
tancia para repoblar la poza de foliculos posnatales se
validé con busulfan’, un agente toxico para las células ger-
minales, que elimina la reserva de foliculos primordiales sin
inducir atresia.

Por otra parte, los ovarios de ratones silvestres injerta-
dos, en ratones hembra transgénicos con expresion ubicua
de la proteina verde fluorescente® (Green Fluorescence Pro-
tein, GFP) mostro infiltrarse con células germinales positi-
vas a GFP y rodearse de células somaticas GFP negativas en
los injertos. Lo anterior sugirié que las células germinales
transgénicas iniciaron foliculogénesis con las células somati-
cas residentes de tipo silvestre. En conjunto, estos datos
apoyaron que las células germinales ovoides grandes en la
superficie del epitelio ovarico podrian ser células germina-
les proliferativas que sostienen la produccion de ovocitos y
foliculos en el ovario del mamifero en la etapa posnatal®.

Los resultados obtenidos de esta publicacion establecie-
ron la posibilidad de la existencia de células madre de la li-
nea germinal (Germinal Stem Cells, GSC) en ovarios de
mamiferos y de una poblacion estable de células germinales
(foliculos primodiales) no renovable durante la funcion re-
productiva del ovario. Tilly y cols.’ sugirieron que es factible
que ambos puntos de vista coexistan, es decir la presencia
de una poblacion fija de ovocitos al nacimiento que normal-
mente no es renovable y la presencia de GSC en el ovario
que posean la capacidad de activarse y diferenciarse en fo-
liculos primordiales bajo circunstancias especiales. Para re-
solver este debate fue necesario demostrar la presencia de
GSC funcionales en ovarios en etapa pospuberal.

Identificacion de células madre ovaricas
en el modelo murino

En 2009 el grupo de Zou aisl6 con éxito GSC de ovarios de
ratones neonatos y adultos™. Las células se identificaron en
el epitelio de la superficie ovarica con base a los mismos
criterios utilizados por Tilly: la expresion de marcadores es-
pecificos de la linea germinal evolutivamente conservados
(MVH) y la evidencia de actividad mitdtica®. Las lineas muri-
nas de GSC se establecieron mediante el uso de anticuerpos
especificos a MVH con la finalidad de purificarlas de ovarios

Tabla 1 Hallazgos que apoyan la existencia de células madre de origen ovarico
Referencia Autores Hallazgo principal
Nature Johnson J, Canning J, Kaneko Establecieron la existencia de células germinativas proliferativas que

2004,428:145-50 T, Pru JK, Tilly JL.

Nat Cell Biol
2009;11:631-6

Zou K, Yuan Z, Yang Z, Luo H,
Sun K, Zhou L, et al

a MVH
Aging (Albany NY)
2009;1:971-8

Niikura Y, Niikura T, Tilly JL.

mantienen la produccion de foliculos y ovocitos en el ovario mamifero
posnatal

Aislaron con éxito células madre de ovarios murinos neonatales y
adultos, usando perlas inmunomagnéticas acopladas con un anticuerpo

Plantearon que los ovarios murinos viejos tienen una poblacion escasa
de células germinales premeidticas que mantiene la capacidad de

formar ovocitos si se expone a un ambiente joven hospedero

Differentiation
2010;79:159-70

Pacchiarotti J, Maki C, Ramos
T, Marh T, Howerton K, Wong
J, et al.

White YA, Woods DC, Takai Y,
Ishihara O, Seki H, Tilly JL.

Nat Med
2012;18:413-21

Demostraron la existencia de una poblacion de células madre de linea
germinal en el ovario murino posnatal con caracteristicas de
multipotencialidad

Concluyeron que los ovocitos de mujeres en edad reproductiva tienen,
en forma similar a los ratones adultos, escasas células germinales

mitoticamente activas que se pueden propagar y generar ovocitos
in vitro e in vivo
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tanto de ratones neonatos como adultos. Las poblaciones
(GSC neonatales y adultas), discriminadas por esta metodo-
logia, mostraron su capacidad de proliferar en cultivo du-
rante mas de 15 meses®'° y viabilidad después de su
criopreservacion. La caracterizacion de estas lineas celula-
res a través del uso de diferentes biomarcadores confirmo
su naturaleza germinal, ademas de mostrar un cariotipo
normal, elevada actividad de telomerasa y un patron de im-
pronta femenino'.

La evaluacion funcional de las GSC en términos de su cito-
diferenciacion en foliculos primordiales en ratones hembras
depletados de células germinales y transplantados con célu-
las transgénicas con expresion constitutiva de GFP, mostro
la capacidad de estas células de diferenciarse en foliculos
primordiales con diferentes grados de desarrollo. Estos re-
sultados, apoyan estudios previos® y confirman la presencia
de una poza renovable de células germinales en el ovario
con la capacidad de diferenciacion en foliculos maduros y
con potencial reproductivo conservado™.

Por otra parte, en 2010 Pacchiarotti y colaboradores'! de-
mostraron la existencia de una poblacion de células madre
de linea germinal en el ovario murino posnatal con la carac-
teristica de multipotencialidad, utilizando un modelo trans-
génico en el que la proteina GFP se expresa bajo el promotor
de Oct-4 especifico de la linea de células germinales. Las
FGSC aisladas mantuvieron después de un ano de cultivo sus
caracteristicas y actividad de telomerasa, expresaron mar-
cadores de células madre y de linea germinal y presentaron
cariotipo normal''. En forma paralela, el grupo de Tilly re-
porto que las células madre ovogonicas inactivas en ovarios
atroficos de ratones viejos tienen la capacidad de reiniciar
la ovogénesis in vivo cuando se exponen a un ambiente ova-
rico de adultos jovenes, lo cual sugirio que el envejecimien-
to ovarico puede ser reversible'?. Este mismo grupo de
trabajo también logré obtener ovocitos maduros empleando
como célula precursora a las células madre ovogénicas con
la finalidad de injertarlas a un modelo de ovario murino sin
foliculos primordiales probando su completa funcionalidad.

Sin embargo, para considerar la posibilidad de la utilidad
clinica de estas células fue necesario demostrar que existen
células productoras de ovocitos semejantes en ovarios de
mujeres en edad reproductiva'.

Identificacion de células madre en ovarios
humanos

En 2012 Telfer y colaboradores' identificaron y purificaron
células ovaricas mitoticamente activas (células madre ovo-
gonicas: OSC, oogonial stem cells) caracterizadas por un
perfil de expresion génica compatible con células germina-
les primitivas aisladas por la técnica de clasificacion de cé-
lulas activadas por fluorescencia (FACS, por sus siglas en
inglés). Estos hallazgos ofrecen la oportunidad de desarro-
llar nuevas estrategias de preservacion de la fertilidad en
ciertas circunstancias clinicas particulares. Un ejemplo cla-
ro, es su utilidad en el campo de la oncofertilidad, en muje-
res jovenes afectadas con cancer, en quienes el tratamiento
resulta generalmente en la pérdida de la funcién reproduc-
tiva®. A este respecto, existen diferentes alternativas para
la preservacion y rescate de la funcion hormonal y repro-

ductiva del ovario. Por ejemplo, la transposicion ovarica, la
criopreservacion de embriones y de los ovocitos, asi como la
criopreservacion de tejido ovarico™.

Es relevante sefalar que en mujeres en estadios prepube-
rales, la criopreservacion del tejido ovarico representa,
hasta el momento, la Unica opcion disponible para la con-
servacion de la capacidad reproductiva, sobre todo cuando
el tratamiento oncolodgico por las condiciones clinicas de la
mujer, no puede retrasarse' '8, Esta posibilidad permite que
el tejido ovarico criopreservado, recupere, ain meses des-
pués, su capacidad funcional al ser reimplantado in situ en
las mujeres afectadas'®?.

Por otra parte, la utilizacion de células madre de origen
ovarico, ofrece también la posibilidad, como es el caso de
mujeres afectadas de enfermedades malignas, de obtener, a
partir de ellas, células germinales con la capacidad de cito-
diferenciarse en foliculos ovaricos funcionalmente activos.
Esta importante observacion, de la presencia de células ma-
dre en el ovario y su capacidad in vitro de citodiferenciarse
en células germinales, represento las bases para el desarro-
llo exitoso del denominado ovario artificial??2. Esta nueva y
revolucionaria alternativa de tratamiento, ya probada en
modelos murinos y primates no humanos, resultara induda-
blemente en su aplicaciéon en el modelo humano?»%. En re-
lacion con este punto, existe todavia un largo camino por
recorrer, sobre todo para descartar alteraciones en el pro-
ceso de la impronta genética y de la conservacion de los
mecanismos epigenéticos responsables del desarrollo ovoci-
tario en condiciones normales?:%.

Conclusiones

Los avances recientes en fisiologia ovarica han permitido
cuestionar paradigmas tradicionales en el area de la endo-
crinologia reproductiva y en particular los relacionados con
la poblacion no renovable de células germinales al naci-
miento. La aplicacion que resulte de estos hallazgos sera de
invaluable ayuda en mujeres en quienes el tratamiento de
enfermedades malignas resulta en la pérdida de la funcion
hormonal y reproductiva del ovario.
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