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RESUMEN

Historicamente, la espermatogénesis en mamiferos ha sido estudiada como un
ejemplo del sistema de células madre (SCs). Las células madre
espermatogoniales (SSCs) tienen capacidad de autorenovacion vy
diferenciacion en células de la linea germinal. Estan controladas por la
integracion de factores intrinsecos y por las sefales extrinsecas suministradas
por el microambiente, conocido como nicho. La identificacion de éste y la
caracterizacion de sus componentes, pueden ser de vital importancia para
mejorar las aplicaciones clinicas de las SSCs. Los procesos de modelizacién
podrian ser una herramienta muy util para la comprensiéon del sistema y
elaboracion de predicciones que faciliten el desarrollo experimental del estudio.

1. Células madre y células madre espermatogoniales

Las células madre (SC, del inglés, Stem Cells) estan definidas por tres
propiedades fundamentales: (i) la capacidad de autorenovarse y reemplazarse
a si mismas, (ii) la capacidad de diferenciarse en uno o mas linajes o tipos
celulares especializados vy (iii) el enorme potencial proliferativo para renovar y
mantener los tejidos en los que se encuentran (Gargett CE, 2007). Existen dos
tipos de divisiones que pueden sufrir las SCs, divisiones simétricas vy
divisiones asimétricas . Las primeras comprenden a su vez dos posibilidades,
una divisién simétrica que dé lugar a dos SCs o bien que genere dos células
progenitoras que posteriormente se diferenciaran hacia algun linaje celular. Las
divisiones asimétricas generardn una SC y una célula progenitora. El
compromiso de la célula progenitora formada hacia una determinada
diferenciacion puede ser adquirido de dos maneras, (i) que los determinantes
de destino celular en la SC estén distribuidos asimétricamente y heredados de
forma mayoritaria por la célula progenitora, o por el contrario, (ii) que sea la
salida del microambiente la que determine el inicio de la diferenciacion (Wilson

A et al, 2006).



A estas caracteristicas habria que afiadir la capacidad de mantener la
quiescencia, someterse a apoptosis y migrar fuera del nicho (Dadoune JP,
2007).

Las SCs adultas de los testiculos, llamadas células madre
espermatogoniales (SSCs, del inglés, Spermatogonial Stem Cells), estan
localizadas en la periferia de los tubulos seminiferos flanqueadas por las
células de Sertoli. Desde la pubertad, las SSCs empiezan a diferenciarse y a
producir espermatozoides maduros. Este proceso de espermatogénesis ocurre
durante toda la vida reproductiva del hombre, y estd asegurado por la
capacidad de autorenovacion de las SSCs(Ellen G et al, 2007).

Las SSCs provienen de las células madre primordiales (PGCs, del
inglés, Primordial Germ Cells), las cuales derivan de las células epiblasticas
pluripotentes (Ellen G et al, 2007). Tras la migracion de las PGCs a las crestas
gonadales, donde proliferan e incrementan su numero (Hogan B et al, 1994), se
diferencian en gonocitos al quedar localizadas en los cordones seminiferos.
Los gonocitos proliferan durante un tiempo, se vuelven quiescentes y reanudan
su actividad durante la primera semana postnatal (Olive V et al, 2005).

La diferenciacion germinal en los testiculos de raton comienza desde
una pequefia poblacion de células (2-3 x 10* por testiculo adulto) llamadas
espermatogonias As (del inglés, Asinge). Parte de las células generadas por
division de las células As permanecen conectadas después de la mitosis y
contribuyen a su renovacion. Por otra parte, una serie de divisiones mitéticas
sucesivas da lugar a las células A, (del inglés, Aaigned), Que Seguiran
conectadas por puentes citoplasmaticos pudiendo generarse cadenas de mas

de 16 células (de Rooij DG et al, 1998). Estas a su vez dan lugar a las



espermatogonias A, Ay, Az, A4, intermedias y tipo B, que se dividen finalmente
en espermatocitos entrando a continuacion en la primera divisibn meiotica
(Figura 1) (Olive V et al, 2005).
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Figura 1. Espermatogénesis. Compartimentos de las SSCs, células espermatogoniales,
meidticas y post-meiéticas y su localizacion en los tibulos seminiferos. Las divisiones en el
compartimento de las SSCs (en rojo) son asincrénicas, en contraste con el programa
fuertemente regulado en las espermatogonias comprometidas y las siguientes fases
(modificado de Rooij & Grootegoed, 1998). Las lineas discontinuas indican compartimentos del
tubulo donde la diferenciacion tiene lugar y no células especificas.

En términos funcionales, la fraccion As esta dotada con las propiedades
de las SCs (Olive V et al, 2005). La funcionalidad de las células A, aun es
controvertida. Podrian ser parte de la fraccion de SSCs, o estar ya
comprometidas irreversiblemente en la ruta de diferenciacion. La densidad
celular se regula por una gran apoptosis de las espermatogonias A, a A, (de
Rooij DG et al, 1998).

En humanos se reconocen dos tipos de espermatogonias, las Agak, que
son las SSCs propiamente dichas, con una baja actividad mitética en
condiciones normales, funcidn regenerativa y que se corresponderian con las

espermatogonias Asinge de raton; y las Apae, que tienen funcion de células



progenitoras que producen un elevado numero de células hijas diferenciadas y
se corresponderian con las espermatogonias Aaigned de raton (Dadoune JP,
2007)

En contraste con este detallado analisis anatomico, la ausencia de
marcadores especificos moleculares para las SSCs dificulta la deteccion y
aislamiento de estas células. Muchos de los marcadores moleculares
determinantes de pluripotencia y autorenovacion de las células madre
embrionarias (ESCs, del inglés, Embryonic Stem Cells), no se expresan en las
SSCs (Oatley JM et al, 2006). Algunos autores sefialan a c-Ret, receptor
tirosina kinasa para GDNF (Glial cell-line-Derived Neurotrophic Factor), como
posible marcador potencial para espermatogonias indiferenciadas de ratén
(Dadoune JP, 2007). Por el contrario, c-kit, otro receptor tirosina kinasa que
estd presente en la superficie celular de ESCs y de nuevo en las
espermatogonias diferenciadas, no se expresa en las SSCs (Shinohara T et al,
2000). Otros autores identificaron un marcador, GPR125, que sélo se
encuentra en la superficie de SSCs. ElI examen histoquimico postnatal revela
que la expresion de este marcador estaba restringida a la primera capa de
células adyacentes a la membrana basal de los tabulos seminiferos (Seandel M
et al, 2007).

El actual entusiasmo por la medicina regenerativa asociado al interés por
las SCs (tanto embrionarias como adultas) esta basado en la hipotesis de que
podemos aislarlas de su habitat natural, reproducirlas en cultivo para
transplantarlas a un ambiente distinto y asumir que estas células se
comportaran de una manera determinada, o que podemos manipularlas in vivo

obteniendo los resultados deseados (Fuchs E et al, 2004). Sin embargo,



existen enormes diferencias entre lo que las SCs pueden hacer en su habitat
original y lo que pueden hacer cuando se cultivan o se transplantan a un lugar
distinto (Anderson DJ, 2001). Quizas el mayor desafio en la biologia de las SCs
sea descubrir los mecanismos que determinan cémo la célula hija resultante de
una divisidbn participa en la autorenovacion o se compromete hacia una
diferenciacion ya establecida (Raff M, 2003)

2. El nicho de las SCs

El mantenimiento y la supervivencia de las SCs estan regulados por las
seflales de su microambiente local, frecuentemente denominado nicho. El
nicho se podria definir como un compartimento anatémico determinado, que
integra sefales tanto externas como de las propias SCs. A su vez transmite
informacion a las SCs a través de moléculas de superficie celular y moléculas
secretadas para controlar su tasa de proliferacion, mantener la
pluripotencialidad y determinar el destino de las células hijas en proceso de
diferenciacion (Jones DL et al, 2008). Generalmente se encuentra localizado en
un lugar poco accesible al ambiente externo para proteger las SCs de los
posibles dafios genéticos ocasionados por el estrés (Ogawa T et al, 2005).

Estudios en varios organismos modelo han revelado algunos rasgos de
los nichos que son importantes para controlar el comportamiento de las SCs
(Jones DL et al, 2008):

1) Las sefiales que emanan del nicho regulan la autorenovacion, supervivencia
y mantenimiento de las SCs.
2) La particular relacién espacial entre las SCs y las células de apoyo pueden

polarizar a las primeras dentro del nicho para promover divisiones asimétricas.



3) La adhesién entre SCs y células estromales de apoyo o la matriz extracelular
(MEC) ancla a las primeras dentro del nicho, acercdndolas a las sefiales de
autorenovacion y supervivencia.

Por tanto, el nicho suministra soporte estructural, sustento trofico,
informacion topogréfica y sefales fisiologicas para regular la funcién de las SCs
(Jones DL et al, 2008).

3. Componentes vy funciones de los nichos de SCs

Los componentes de un hipotético nicho se podrian resumir en: a) las
propias SCs, b) las células estromales, c) los factores solubles, d) las proteinas
de la MEC, e) las sefales topograficas, f) la red vascular y g) las sefales
neurales (Figura 2). Es conveniente subrayar que es improbable que se
encuentren todos estos componentes en cada nicho, sino mas bien una
adaptacion del modelo general de nicho a cada microambiente en los distintos

tejidos (Jones DL et al, 2008).
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Los componentes candidatos a formar el nicho de las SSCs incluyen las
células de Sertoli, la membrana basal del tubulo seminifero, las células mioides

peritubulares y las sefales externas (Jones DL et al, 2008).



3.1. Células estromales de apoyo de las SSCs (célul as de Sertoli)

Aungue las células de Sertoli comprenden solamente un 3% de la
poblacion celular del testiculo (Bellve AR, 1993), son las Unicas células
somaticas que interaccionan directamente con las células germinales y por lo
tanto constituyen el componente primario celular del nicho de la linea germinal
(Spradling A et al, 2001). Las células de Sertoli dividen el tabulo seminifero en
zona basal, donde residen las espermatogonias, y zona adluminal, donde se
van diferenciando. Estas regiones quedan separadas por la barrera hemato-
testicular conformada por las uniones estrechas (tight-junctions) entre las
células de Sertoli (Ogawa T et al, 2005).

3.2. Factores solubles

Se conocen algunas proteinas clave producidas por las células de Sertoli
y que afectan al comportamiento de las SSCs. EI GDNF, ya comentado
anteriormente, es una proteina secretada perinatalmente. Regula la
autorenovacion y supervivencia de las SSCs durante algun tiempo después del
nacimiento (Ebata KT et al, 2005, Hess RA et al, 2006a). Interactia con los
receptores GRHal/RET de las SSCs (Meng X et al, 2000, Yomogida K et al,
2003) y regula la actividad de varios genes relacionados con la autorenovacion
y supervivencia celular como el Bcl6b, un represor transcripcional (Oatley JM et
al, 2006).

Mientras que el GDNF resulta de vital importancia para la supervivencia
espermatogonial en la etapa perinatal, el ERM es un factor de transcripciéon
secretado por las células de Sertoli que también cumple ese papel pero a partir

de la pubertad y durante la vida adulta (Hess RA et al, 2006a). Este factor



promueve la expresion de genes especificos de espermatogonia como Stra8,
Crabp, Lsh, Romy Plzf (Chen C et al, 2005).

Ratones knock-out para ERM serian capaces de completar una primera
ronda de espermatogénesis, pero posteriormente no sélo pierden la capacidad
de generar esperma sin0 que sus poblaciones SSCs se degradan

progresivamente hasta desaparecer (Hess RA et al, 2006b). (Figura 3)
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Figura 3. Factores necesarios para el mantenimiento de las SSCs. En ratones con testiculos
ERM -/-, la espermatogénesis se pierde debido a un fallo de la autorenovacion y/o
mantenimiento de las SSCs. Otros factores importantes son GDNF, PLZF, TAF4b y Bcléb.
GDNF es secretado por las células de Sertoli y actla a través de sus receptores, GFRal y
RET, en la superficie de las SSCs. En ratones con testiculos ERM-/-, los niveles de GDNF no
estan alterados pero la pérdida de ERM podria influir sobre los receptores de GDNF alterando
su via de sefalizacion (Hess RA et al, 2006a).

Otro de los factores secretados por las células de Sertoli es el factor de
célula madre (SCF), que afecta a las SSCs a través del receptor c-Kkit,
especifico de las espermatogonias tipo A en diferenciacién (Ohta H et al, 2003).
El factor Plzf (Promyelocytic Leukaemia Zinc-Finger) parece regular el estado
epigenético de las SSCs indiferenciadas. Se perfila como un factor de

automantenimiento de las SSCs, regulador del balance entre los procesos de



autorenovacion y diferenciacion. Este mismo factor interactuaria con elementos
de la ruta de sefializacion derivados de las respuestas de las células de Sertoli
como GDNF y SCF (Buaas FW et al, 2004).

TAF-4b, un componente del complejo ARN polimerasa que afecta a la
regulacion transcripcional, es especifico de células germinales (Freiman RN et
al, 2001). En ratones se expresa en gonocitos postnatalmente y en
espermatogonias y espermatidas de adultos. Parece esencial en la
proliferacion de SSCs ya que los ratones knock-out para TAF-4b tienen
problemas con la proliferacién de gonocitos y la expresion de c-Ret, Plzf y Str8
(proteinas todas implicadas en la autorenovacion y supervivencia de las SSCs)
(Falender AE et al, 2005).

Sohlhl y 2 son dos factores expresados en espermatogonias en
proceso de diferenciacion (Dadoune JP, 2007). Sohlhl parece expresarse
fundamentalmente en las etapas tempranas de diferenciacion (A;—A,) y
espermatogonias B. Su ausencia bloquearia la diferenciacion de las
espermatogonias en espermatocitos por la alteracibn en la expresion de

diversos factores (Kit, Ngn3 y Crabp1) (Ballow D et al, 2006).

Figura 4. Microfotografia electrénica que
muestra la situacion de una espermatogonia tipo
A junto a la membrana basal y rodeada por
células de Sertoli (linea negra). (Hess RA et al,
2006a)




La localizacién de las SSCs entre la membrana basal y la barrera
hemato-testicular (Figura 4), permite que las espermatogonias estén expuestas
a sustancias que atraviesan la membrana basal procedentes del espacio
intersticial. (Dadoune JP, 2007).

3.3. Matriz extracelular

Existen trabajos que muestran la expresion de factores intrinsecos a las
SSCs como las integrinas de membrana -1 y a-6, que tienen capacidad de
unién con laminina, componente mayoritario de la membrana basal (Shinohara
T et al, 1999). La propia union de las SSCs a la lamina basal y a las células que
las rodean a través de integrinas y cadherinas podria intervenir en la regulacion
de su diferenciacion y multiplicacion. (Kubota Y et al, 1988). Otros trabajos
aluden a una distribucién dependiente de las células endoteliales vasculares
gue habiliten en mayor o menor medida la disponibilidad de nutrientes,
confinando mayoritariamente a los nichos hacia las regiones intersticiales de
los tubulos seminiferos (Chiarini-Garcia H et al, 2003, Ogawa T et al, 2005).
3.4. Informacién topografica del nicho

La precisa organizacion topografica de las SSCs respecto a las células
de Sertoli puede desempeiiar un importante papel en el correcto mantenimiento
del nimero de las mismas dentro del nicho. Las uniones polarizadas con las
células de apoyo o con la MEC, o bien factores localizados asimétricamente
dentro del nicho, pueden suministrar sefiales que orienten la division de las
SSCs. De la misma forma, esta disposicion puede determinar diferentes
destinos celulares para la progenie derivada de las SSCs. La estructura

tridimensional en la que residen, incluyendo los componentes de la matriz,
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suministran elementos de localizacion en el nicho que podrian contribuir
estimulando o inhibiendo la reserva de SSCs (Yamashita YM et al, 2003).

Las PGCs de raton encuentran mdultiples nichos a lo largo de su
migracion, que influirian de forma diferente a la hora de facilitar la rapida
proliferacion, imponer la quiescencia celular o mediar en la diferenciacion de
las células progenitoras hacia un linaje particular. Esta migracion
cuidadosamente orquestada parece ser regulada por proteinas quimiotacticas y
por la localizacion anatomica de los factores de supervivencia de las PGCs
como c-kit (Yamashita YM et al, 2003).

En D. melanogaster, mediante visualizacion directa de GSCs (Germline
Stem Cells) dentro del nicho, se comprobd que en la divisién celular, un polo
del huso mitético en cada célula se orientaba hacia las células de apoyo,
observandose que la célula hija que permanecia en el nicho mantenia la
identidad de SC, mientras que la célula hija que era desplazada del nicho y de
las sefiales de autorenovacion, iniciaba el proceso de diferenciacion. Seria
interesante determinar si la division de las SCs en otras especies se orienta
espacialmente de manera similar (Yamashita YM et al, 2003).

Habria que definir los conceptos de nicho restrictivo (de
autorenovacion) en contraste con el nicho permisivo (proliferativo). El primero
albergaria s6lo SCs, mientras que el segundo también a otras células en
proceso de diferenciacion (Ogawa T et al, 2005).

Se ha comprobado que las espermatogonias As se distribuyen de una
manera no aleatoria en el compartimento basal del tubulo seminifero. Se
localizan en la membrana basal, preferencialmente en las zonas enfrentadas al

espacio intersticial y no en contacto con los tubulos seminiferos adyacentes
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(Figura 5). Estas observaciones conducen a la suposicion de que existen
factores especificos que emanan del espacio intersticial que atraen a las SSCs

para colonizar el nicho a lo largo del intersticio (Ogawa T et al, 2005)
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Figura 5. (a) Corte transversal de los tlbulos seminiferos de rata. El trapezoide i indica la
region de la membrana basal enfrentada al intersticio, y el s sefiala la regién en contacto con el
tubulo seminifero adyacente. (b) Una representacion esquematica del epitelio seminifero
mostrando los compartimentos basal y adluminal. Cada célula germinal permanece en contacto
directo con las células de Sertoli. Las células mioides peritubulares cubren la superficie externa
de la membrana basal (Ogawa T et al, 2005)

3.5. Red vascular

Al observar la estrecha asociacion entre la localizacion de las SSCs y el
patron de vascularizacion, se asume que este Ultimo juega un papel importante
en la generacion y ubicacion del nicho (figura 6). La organizacion del nicho no
debe entenderse como un mecanismo predeterminado, mas bien como un
efecto de multiples factores, entre otros, las consecuencias del soporte
vascular en si. Esta vision ofrece interesantes perspectivas en el mecanismo
de la espermatogénesis, como por ejemplo la estructura discontinua de las
regiones con distinto grado de maduracion espermatica a lo largo del tabulo

seminifero (Yoshida S et al, 2007).
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Como ya hemos comentado, en el testiculo maduro de raton, las SSCs
se suelen localizar preferencialmente en el compartimento basal dentro del
tubulo seminifero, préximas a los intersticios y ramificaciones de los vasos
sanguineos. Estas localizaciones, bien definidas, pueden considerarse como
los nichos en los que se generan las SSCs. Por ello se especula que las
células con mayor pluripotencialidad, las mas indiferenciadas, pueden
encontrarse en estas regiones. Durante la transicion hacia espermatogonias
diferenciadas, éstas van dispersandose progresivamente (Yoshida S et al,

2007).

Figura 6. Asociacidn de vasculatura y localizacion de las espermatogonias A indiferenciadas
marcadas con GFP en el compartimento basal del tabulo seminifero. (a) Imagen tomada con
microscopia de fluorescencia de una seccion de la pared del tibulo seminifero. (a") Esquema,
en verde se ven las espermatogonias indiferenciadas, en rojo los vasos sanguineos y en
amarillo el intersticio; los tibulos seminiferos continltan como esta dibujado en azul. (b) y (b")
Ampliaciones de la parte de (a) enmarcada por un rectangulo. Se observan las
espermatogonias indiferenciadas con mayor fluorescencia, mientras que las espermatogonias
en proceso de diferenciacion (gris, en b’) pierden intensidad (Yoshida S et al, 2007).

El grupo de Yoshida y cols. intento identificar las causas de la
regeneracion de la vasculatura experimentalmente. Una posible explicacion es
un reclutamiento directo de las SSCs por parte de los vasos mediante el
transporte de factores implicados en supervivencia y proliferacion de las

mismas (Yoshida S et al, 2007).

13



Por otro lado, se especula con la existencia de un nicho vascular
asociado a las zonas intersticiales de regeneracion. Sin embargo, las SSCs no
suelen estar en contacto directo con los vasos sanguineos, por lo que se
propone un mediador o intermediario, las células de Leydig (Yoshida S et al,
2007).

3.6. Seiales neurales

En experimentos con ratones cuyo sistema nervioso simpatico (SNS)
estaba alterado, se descubrié que carecian de la habilidad para movilizar a las
células madre hematopoyéticas (HSCs, del inglés, Hematopoietic Stem Cells)
de la médula 6sea. Las entradas del SNS modularian el nicho de manera que
podrian cambiar la localizacion de las HSCs. La extrapolacion de esta hipétesis
a nuestro campo de estudio nos llevaria a un posible mecanismo por el que las
SSCs son capaces de “sentir” los cambios en el estado del tejido o del
organismo (Katayama Y et al, 2006).

4. Aplicaciones clinicas de las SSCs

4.1. Preservacion de la fertilidad

Los progresos en el conocimiento y tratamiento del cancer estan
aumentando las probabilidades de superar esta enfermedad. En la actualidad
no hay opciones para preservar la fertilidad en pacientes prepuberales, salvo la
crioconservacion de SSCs. Aunque el principal objetivo es erradicar la
enfermedad en el nifio, la esterilidad es un grave problema en el contexto de
“calidad de vida”. La crioconservacion de SSCs antes del comienzo de la
guimio/radioterapia seguido de transplante autblogo intra-testicular tras la
remision de la enfermedad, es una hipotética opcién de cara a un futuro

reproductivo del individuo (Geens M et al, 2008)(Brinster RL, 2007). (Figura 7)
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Los estudios de transplante de células desde el enfoque de la medicina
regenerativa en los tumores germinales, estan generalmente obstaculizados
por la falta de modelos animales que reunan propiedades aplicables a
humanos; la esperanza es que estos estudios sobre SSCs mejoren nuestro

conocimiento de esta enfermedad (Kanatsu-Shinohara M et al, 2003).

Figura 7. Preservacion de las
SSCs. Antes del tratamiento
de quimio o radioterapia para

el cancer, un joven podria

someterse a una biopsia

testicular para extraer sus

"\ Sperm SSCs. Estas se podrian
| Production ~ crioconservar o, después del

desarrollo de las técnicas

J{ _’/ ; necesarias, podrian ser
) cultivadas. Tras el tratamiento,

{ ~ las SSCs seran transplantadas

LKA a los testiculos del paciente
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El transplante de SSCs fue realizado por primera vez en raton por
Brinster y cols. en 1994. Las espermatogonias de un raton donante fértil se
inyectaron dentro de los tdbulos seminiferos de un receptor estéril, fueron
capaces de colonizarlos y, en algunos casos, inducir espermatogénesis
(Brinster RL et al, 1994a)(Brinster RL et al, 1994b). Tras estos estudios iniciales
se realizaron mas experimentos por diferentes grupos usando muestras tanto
frescas como crioconservadas en diferentes especies (Avarbock MR et al,
1996).

Algunos autores demostraron que la eficiencia del transplante de SSCs
esta directamente relacionada con el nimero de SCs inyectadas (Dobrinski | et

al, 1999).
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Goossens y cols. obtuvieron descendencia viva por transplante de SSCs
en ratén, aunque el tamafio de las camadas fue mas pequefio en comparaciéon
con los controles. Las crias nacidas fueron capaces de producir descendencia
normal al menos hasta la tercera generacion. Los autores atribuyeron los
defectos en el tamafio de la camada a la baja concentracion y/o motilidad
espermatica después del transplante (Goossens E et al, 2007).

En contraste con las ESCs, el uso de SSCs permite una terapia celular
individualizada, ya que el donante y el receptor son idénticos, evitandose asi
ademas el problema ético (Nayernia K, 2007).

El hecho de que las SSCs pueden transmitir informacion genética a la
descendencia, hace de ellas una poblacion de células candidatas a la
transgénesis. Si fuera legal y éticamente aceptable en humanos, este método
podria tener importantes aplicaciones en terapia genética transgeneracional
(Ellen G et al, 2007).

Otra posible aplicacion es la derivacion de SSCs para obtener células
pluripotentes, lo cual puede ser una alternativa importante al uso de ESCs para
terapias de transplante autélogo. Si se consigue aislar estas células, podran ser
reprogramadas y obtener células diferenciadas que puedan ser utilizadas
terapéuticamente en el tejido afecto (Nayernia K, 2007).

El grupo de Nagano deposité las SSCs fuera del tabulo seminifero, en el
espacio intersticial, y comprobé que no permanecieron ni generaron
espermatozoides maduros en dicho lugar. Esto indicaria que el compartimento
basal del tubulo seminifero es el Unico sitio donde las SSCs pueden residir y
mantenerse. Sorprendentemente se encontrd que las SSCs introducidas en el

lumen del tabulo alcanzaban el compartimento basal pasando a través de las
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uniones estrechas de las células de Sertoli, formando colonias
espermatogoniales en la membrana basal. La afinidad de las SSCs por su
nicho seria una importante caracteristica de éstas (Nagano MC, 2003). Otros
autores encontraron que el nimero de colonias formadas en testiculos de crias
era mayor con respecto a los de adultos. Esto podria ser explicado por la
ausencia de las uniones estrechas entre las células de Sertoli hasta el dia 10-
12 postnatal, facilitando el acceso de las SSCs transplantadas a la membrana
basal de los tubulos (Shinohara T et al, 2001)
4.2. El nicho como diana terapéutica

Se ha sugerido que el nicho puede ser usado como diana terapéutica en

casos donde las funciones de estas células estén alteradas (Figura 8).
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Figura 8. El nicho como diana terapéutica. (a) La correccion de alteraciones asociadas con la
edad o enfermedades dentro del nicho podria ser usado para estimular el nUmero o la funcién de
SCs endogenas. (b) Mejorando la funcién del nicho durante los transplantes podria mejorar la
eficiencia de los injertos o acelerar la reconstitucion de las SCs. (c) Una modificacién apropiada
de las sefiales del nicho podria ser usada para alterar los resultados de la diferenciacion de las
SCs favoreciendo la produccion del tipo celular necesitado o inhibir la produccion del perjudicial.
(d) La ablacion terapéutica de los componentes del nicho de SCs cancerigenas podria ser una
nueva estrategia para erradicar el cancer. (Jones DL et al, 2008)

Utilizar como diana el microambiente en lugar de dirigir la terapia hacia
las propias SCs, ofrece una novedosa herramienta en el marco clinico (Adams

GB et al, 2008)
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Estudios previos han demostrado la imposibilidad de recuperar la
espermatogénesis de SSCs enddgenas en testiculos de ratones con defectos
en el nicho. El grupo de Kanatsu-Shinohara realiz6 un experimento de
transplante de células de Sertoli  con el objetivo de restaurar la fertilidad en
ratones. Utilizaron dos tipos de ratones infértiles, Steel (Sl) y White spotting (W)
(Figura 9). En células de Sertoli, la ausencia de expresion del factor Steel que
codifica para SCF, ligando del receptor c-kit, impide la diferenciacién de
espermatogonias en ratones Sl, resultando en azoospermia. Por el contrario,
las células germinales en ratones W tienen mutaciones en el receptor c-kit,

causando una condiciéon similar (Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a) .
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Figura 9. Visién general del transplante de células de Sertoli. (A) Apariencia de los ratones
mutantes infértiles White spotting (W) y Steel (Sl). W y Sl tienen defectos en la hematopoyesis,
melanogénesis y gametogénesis atribuibles a defectos en los genes c-kit y Sl
respectivamente. Debido a la melanogénesis defectuosa, los mutantes W y Sl tienen un pelaje
blanco, distinguible de los wild-type (medio), de color negro. (B) Representacion esquematica
del transplante de células de Sertoli. Las células germinales en los ratones W tienen un defecto
en el receptor c-kit y no pueden transducir la sefial del factor Sl. Por otro lado, las células de
Sertoli en ratones S| no expresan la sefial de este factor y no pueden inducir la diferenciaciéon
germinal normal. El transplante de células de Sertoli de ratones W dentro de testiculos Sl
induce la espermatogénesis de las células germinales endogenas, resultando en la produccion
de células diferenciadas que portan los genes Sl defectuosos (Kanatsu-Shinohara M et al,
2005a).

Se recogieron células testiculares de ratones W neonatales, y se
microinyectd una suspension celular en los tubulos seminiferos de ratones Sl

de 4-6 semanas. Los ratones receptores fueron sacrificados a los 2-3 meses
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del transplante, y sus testiculos fueron analizados histolégicamente (Figura
10A) (Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a). Este periodo de tiempo corresponde
con 2 0 3 ciclos de espermatogénesis en ratdn, lo cual podria ser suficiente
tiempo para recuperar la fertilidad a partir de SSCs (de Rooij DG et al, 2000).
La restauracion de la espermatogénesis se observd en 13 de los 24 (54%)
testiculos receptores. Las células de donante disociadas se reagregaron tras el
transplante para formar una estructura similar a tdbulos seminiferos
(“minitibulos”), y se detecté espermatogénesis en el 2.2 % de los mismos

(Figura 10B y C) (Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a).
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Figura 10. Transplante de células de Sertoli dentro de testiculos infértiles Sl. (A) Un testiculo
receptor S| 107 dias tras el transplante de células donantes W. Se observan espermatidas
elongadas (flecha). (B) Espermatogénesis en los minitibulos. Prestar atencion a la membrana
basal interdigitada y la espermatogénesis desorganizada. (C) Aumento de (B). La
espermatogénesis ocurre en ambas caras de la membrana basal (cabezas de flechas), pero
algunas células germinales parecen migrar a la otra cara (flecha). Tincion con hematoxilina y
eosina (Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a).

Las espermatogonias, espermatocitos y espermatidas redondas
parecieron morfolégicamente normales. También se encontraron tibulos que
contenian espermatidas elongadas aparentemente normales en varias
secciones, pero su incidencia fue significativamente mas baja que la de
espermétidas redondas. La formacion de los minitibulos no fue necesaria para
la espermatogénesis, ya que se encontré también en areas sin su formacién
(Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a).

Para confirmar que las células germinales que se desarrollaron en los

testiculos huéspedes eran fértiles, se intenté producir descendencia de ratones
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receptores Sl usando ICSI (del inglés, Intra Cytoplasmatic Sperm Injection). Se
fecundaron un total de 136 oocitos usando espermatidas redondas y los 114
(83.8%) que se desarrollaron hasta el estadio de 2 células se transfirieron a
hembras pseudoprefiadas. Las hembras receptoras produjeron un total de 4
crias (Figura 11A) que tuvieron pelaje negro con una mancha blanca en el
vientre, lo que sugiere que fueron heterocigotos Sl/+ o SI%+ (Figura 11B). El
cruce de machos y hembras heterocigotos produjo descendencia normal, lo
gue indica que la descendencia obtenida de los ratones transplantados es fértil

(Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a).

Figura 11 . Descendencia producida de machos Sl que
recibieron un transplante de células de testiculo de
donantes W. (A) La descendencia recién nacida
producida por microinseminacién usando espermatidas
redondas. (B). Descendencia madura derivada de la
microinseminaciéon. Prestar atencién a las manchas
blancas en el vientre, o que sugiere que los animales
son Sl/+ o SI%+ (Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a).

La produccién de descendencia tuvo una eficiencia muy baja, lo cual
sugiere que no todas las células germinales deben haber tenido un desarrollo
normal (Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a).

La técnica de transplante no sélo supone un método para estudios
basicos de espermatogénesis sino que también puede ser un nuevo método
para el tratamiento de infertilidad masculina. Actualmente, se conoce muy poco
sobre los genes responsables de la infertiidad masculina, y no hay

tratamientos efectivos para hombres infértiles con defectos en las células de
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Sertoli (Kanatsu-Shinohara M et al, 2005a). Los testiculos de ratones Sl tienen
caracteristicas histologicas similares a las observadas en la situacion clinica
conocida como sindrome de sdlo células de Sertoli, que aparece en un 5-15%
de los hombres infértiles (DEL CASTILLO EB et al, 1953).

Este estudio demuestra que los defectos en el nicho de la linea germinal
masculina pueden ser corregidos por transplante de células de Sertoli. Al
contrario que el empleo de SSCs, esta técnica permite reemplazar las células
estromales defectuosas mediante transplante heterélogo (Kanatsu-Shinohara
M et al, 2005a).

4.3. Dificultades del uso de las SSCs

Aungue el transplante de SSCs es un método usado en investigacion
con ratones desde hace afos (Brinster RL et al, 1994a, Brinster RL et al,
1994b) y que ha sido probado con éxito en primates (Schlatt S et al, 2002),
existen toda una serie de dificultades para la adaptacion de la técnica a un uso
clinico en humanos (Geens M et al, 2008).

En primer lugar, es necesario maximizar la cantidad de SSCs para
aumentar las posibilidades de éxito en transplantes y minimizar la cantidad de
tejido biopsiado. En este punto, la dificultad esta en el bajo porcentaje de SSCs
gue se calcula que hay frente al resto de células que componen el testiculo
(Tegelenbosch RA et al, 1993). Nagano en 2003 estimo el numero de SSCs de
un testiculo adulto normal de raton en aproximadamente 3000 (~0.01% del total
de células del testiculo) basandose en estudios de eficiencia de colonizacién
(Nagano MC, 2003).

Otro asunto de importancia reside en la propia crioconservacion. La

congelacion de espermatozoides se realiza de forma rutinaria en bancos de
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semen de todo el mundo (Garrido N et al, 2008) y la de corteza ovarica ya tiene
una aplicacion clinica experimental, pero los protocolos de para tejido testicular
humano todavia estan en periodo de experimentacion (Kvist K et al, 2006).

En los casos de pacientes tratados de céancer, existiria el riesgo al
autotrasplantar las células crioconservadas de introducir células germinales
cancerosas al organismo (Geens M et al, 2007). Una posible solucion seria
identificar y separar las SSCs del resto de células recuperadas con la biopsia,
algo de momento dificil debido a que, como ya hemos comentado, no se
conocen marcadores especificos. Se han propuesto diferentes alternativas para
resolver estas dificultades, como (i) cultivar SSCs a partir de una biopsia para
aumentar su numero y aislarlas de las neoplasicas (Kanatsu-Shinohara M et al,
2005b), (ii) diferenciar in vitro espermatozoides a partir de cultivos de SSCs
para evitar el riesgo de reintroduccion de células cancerosas (Feng LX et al,
2002) e incluso (iii) transplantar el tejido de la biopsia a un huésped animal para
gue la espermatogénesis continle y recolectar los espermatozoides, o para
evaluar el riesgo de transmision de ceélulas cancerosas. Sin embargo, éste
altimo método comportaria su propio riesgo, la zoonosis (Geens M et al, 2006).

Una dificultad adicional a tener en cuenta es el grado de afectacién de
los nichos de las SSCs en el paciente debido tanto a la enfermedad como al
tratamiento. Si las condiciones de los nichos se vieran alteradas, éstos podrian
a su vez perjudicar el resultado del transplante (Zhang Z et al, 2007).

Finalmente, no hay que olvidar el estrés producido en los pacientes al
someterse a intervenciones quirdrgicas extra, ya que al tratamiento
radio/quimioterapico se le sumarian la biopsia y el posterior transplante (Geens

M et al, 2008).
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5. Modelizaciéon en células madre

Aunque aplicable a otros tejidos, podemos entender el nicho de las
SSCs como un sistema bioldgico, cuya configuracién ha debido darse en un
contexto evolutivo, a partir de la interaccidon entre las células que lo constituyen.
Para emplear el nicho de SSCs como objeto de estudio hace falta (i) identificar
el nicho en si, (ii) establecer las conexiones entre los elementos que lo forman
y por ultimo (iii) desarrollar modelos de estudio in vitro o in silico que permitan
evaluar la homeostasis o las funciones de las células participantes
(Viswanathan S et al, 2003).

¢, Qué importancia metodoldgica tiene la aplicacion de modelos? (Theise
ND, 2002). a) Un modelo explica y asocia una gran variedad de fendmenos
observados y apoya la consistencia de los datos obtenidos experimentalmente.
b) Las teorias aportan predicciones sobre la experimentacion directa y futura
(anticipan el impacto de manipular el sistema). c) Facilita la comprension de
la similitud entre los principios de construccion de los nichos de diferentes
tejidos.

En este sentido ya se han presentado trabajos indicando la necesidad de
integrar los modelos matematicos para obtener predicciones que faciliten el
desarrollo experimental del estudio. Se han utilizado diferentes argumentos
para defender el uso de estas aplicaciones. Existe una gran dificultad a la hora
de distinguir morfolégicamente las SSCs in situ de otras células. En este
sentido, definir funcionalmente una SSC es muy dificil, normalmente los
procedimientos conllevan la perturbacion de la condicién in vivo, con lo que se
modificaria el comportamiento de la célula inicial (Viswanathan S et al, 2003)

(principio de incertidumbre (Loeffler M et al, 2002). Ademas, determinar el
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numero de posibles interacciones entre SSCs es extremadamente complejo,

haciéndose necesaria una simplificacion tedrica para comprender las

propiedades fundamentales del sistema (Viswanathan S et al, 2003).

¢, Qué requisitos tiene que tener un modelo aplicado a este caso
concreto? Fundamentalmente los requisitos deben de estar de acuerdo con la
definicion de SSC y el papel de sus componentes, para ello recurrimos a
identificar los componentes del modelo ya disefiado para las lineas celulares
hematopoyéticas) (Roeder | et al, 2002).

- Partimos de una poblacion fluctuante de células individuales (SSCs) que
van expandiéndose por clonacion a la vez que diferenciandose.

- Se da un comportamiento dinamico en tiempo y espacio en la produccion y
diferenciacion de los espermatozoides.

- En el modelo tienen que implementarse las asunciones que puedan
hacerse con respecto a los mecanismos que regulan la proliferacion,
apoptosis, diferenciacion o mantenimiento en el propio nicho.

- Debe ser comprensivo en el sentido de ser aplicable a condiciones tanto de
homeostasis in vivo como a ensayos in vivo o in vitro (robustez).

Como ya hemos comentado, existen publicaciones que han desarrollado
simulaciones a partir de modelos de auto-organizacién de las SCs del tejido
hematopoyético. En ellos se consigue la organizacién del sistema a partir del
establecimiento de reglas puntuales de comportamiento, como la afinidad de
las células por el nicho o los cambios coordinados en el ciclo celular. (Loeffler

M et al, 2002, Roeder | et al, 2002).

Otros estudios sobre la distribucion y diferenciacion celular de las SCs

del intestino delgado han ofrecido también resultados consistentes al comparar
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las predicciones realizadas sobre la localizacion de las células con los datos
experimentales obtenidos. Se sacaron conclusiones que validan la utilidad del
modelo, como la posible existencia de un gradiente en la disposicion de las
células diferenciadas (Meineke FA et al, 2001).

Aplicacion del modelo para nichos de SCs

Organizacion tisular de las SCs en el nicho

Los procesos de autorenovacion, diferenciacion y proliferacion no
pueden entenderse como destinos celulares predeterminados, jerarquizados y
unidireccionales. Cada célula se va desarrollando con una propensién dinamica
y variable. El cambio de caracteristicas que va sufriendo un linaje celular hay
que entenderlo como un continuo, que alterard las propiedades de estos
procesos (Roeder | et al, 2002).

Dependencia del ambiente sobre el desarrollo celular.

El estado y desarrollo de un linaje celular depende de las condiciones de
interaccién entre las células, no es lineal en el tiempo como tradicionalmente se
pensaba. La transicibn entre ambientes diferentes es lo que provocara
fluctuaciones en la expresion y desarrollo de la funcionalidad celular. Como
hemos comentado con anterioridad, hay que asumir una flexibilidad en la
adquisicion de las propiedades estado-estacionarias para comprender la
organizaciéon del sistema celular en el que se desarrollan las SSCs. Existen, al
menos en teoria, tres puntos que deben controlarse para que se mantenga la
identidad del sistema (Figuras 12 y 13):

- El rango de propiedades fenotipicas de cada SSC en la etapa de

diferenciacion.
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- Plasticidad de respuesta a los cambios, al variar de microambientes:
intersticio/pared tubulo seminifero y compartimento basal/zona adluminal.

Las variaciones durante las transiciones entre ambientes.

Growth-environment | Growth—environment li

Property A

/T. -

Property A

v
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Figura 12. Rango de propiedades desarrolladas por una misma célula en distintos ambientes
de crecimiento

Froperty A Froperty A

o -

Property A

Property B

Property B
Property B

(a) (b) (c)

Figura 13 . Desarrollo celular con respecto a las propiedades A y B. Se muestran las posibles
trayectorias de dos células. En (a) fluctuarian de forma reversible en un amplio rango de
opciones. En (b) este proceso seria no reversible para la propiedad B y por lo tanto el

desarrollo potencial estaria restringido. En (c) se representa el desarrollo potencial minimo.
(Roeder | et al, 2002).

5.1. Diferenciacion

El grado de determinacion o la aleatoriedad subyacente en el
establecimiento de cada linaje celular derivado de las SCs ha sido controvertido
(Roeder | et al, 2002). Un creciente numero de articulos apoyan la influencia de

elementos estocasticos sobre los fendmenos de reversibilidad de la restriccion
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génica como elementos indispensables que intervienen en el establecimiento
de un linaje celular (figura 14). De esta forma consiguieron resultados

coherentes con las observaciones experimentales previas. (Theise ND et al,

2002)(Theise ND, 2002).

Traditional concept based on

Continuum concept including
unidirectional hierarchy

reversible developments
O Resting SC

O Activated SC

O Multipotent progenitor

Lineage A / \ Lineage B
/ v/ \

o O
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Al cell A2 cell B1 cell B2 cell
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Figura 14. Concepto tradicional de la jerarquia unidireccional frente al concepto de continuidad
y reversibilidad (Glauche | et al, 2007).

Se debe de entender un ambiente de competencia entre los factores de
expresion y asumir que la diferenciacion hacia espermatogonias mas
diferenciadas se dara, cuando:

- Todos los factores implicados que codifican hacia la ruta de diferenciacion
de las SSCs, estén expresandose adecuadamente en el tiempo (figura 15).
En etapas tempranas existira un mayor grado de co-expresion de factores

antagonicos de diferenciacion/indiferenciacion (como Sohlhl y Ngn3).

Figura 15. Abundancia relativa de los distintos factores durante la etapa de diferenciacién

celular. El cuadrado verde representa al global de factores especificos de un linaje celular
(Glauche 1 et al, 2007).

27



cellular dynamic

intracellular dynamic

Los complejos de interaccion se comprometan en dos regimenes de control

antagonicos (figura 16). Se especula con un mecanismo molecular en el

que todos los componentes se cifian a un orden de progresion hacia la

diferenciacion (Roeder | et al, 2002). En el caso del nicho de SSCs se

conocen localizaciones en las que se propicia una condicién represiva

(intersticios) y aquellas que favorecen la diferenciacion (zonas de contacto

entre tubulos seminiferos).

stem cells differentiating cells
GI —— — e, Y A
A== (f/“\‘\‘ /(‘ 3_\ k-% a ) \-’a'\i(\l\]ﬂ
1/d [\;\ S") J.:f"ﬁj “‘\' -:':\Z?,‘;} .{’L‘_J {r <)
P ) Q= | @ g [ a = N f’:’)
@~ (@~ ()~ (Ko D
@ i & O oS |
44 -0 l Ai N A [
v N T «
e r r'_"\“" ,‘—‘-\
(@)(@) % o+ —() |
GE-A .

Amax *

a:“il?‘proliferaﬁon phase

", maturation phase

AMBIENTE
PROGRESIVO

(Paredes tubulos
seminiferos)

AMBIENTE
RESTRICTIVO

(Intersticios)

Figura 16. Dinamica celular e intracelular (factores de transcripcion) durante los procesos de
autorenovacion, proliferacion y diferenciacion (Glauche | et al, 2007).

Las SSCs recorren diferentes microambientes conforme progresan en su

entre los elementos del nicho en cada momento.

diferenciacion. Yoshida y cols. mostraron una disposicion inicialmente cercana
a los intersticios y sin embargo una posterior dispersion y proliferacion hacia las
zonas de contacto entre las paredes de los tibulos seminiferos. Estas serian
las zonas de colonizacion de las SSCs mas diferenciadas, que a su vez van
migrando hacia la zona adluminal. La clave est4d en elaborar modelos

experimentales que permitan registrar los datos sobre los cambios que se dan
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5.2. Autorenovacion

Sabemos que el potencial de autorenovacion se ve irreversiblemente
disminuido por procesos epigenéticos durante la diferenciaciéon de las SSCs
(figura 17). Sin embargo tenemos constancia de que, aunque en menor
medida, existe un proceso de recolonizacién del nicho por las SSCs que
implicaria una posible reversibilidad del proceso de diferenciacion, al menos en

las etapas menos avanzadas (Nagano MC, 2003).
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Figura 17. Cambio del potencial de autorenovacion de las SCs durante la diferenciacion. S:
Indiferenciadas y D: Diferenciadas (Glauche | et al, 2007).

El intersticio es la zona donde deben darse los fenOmenos necesarios
para la autorenovacion de las SSCs, es el sitio donde deben identificarse los
elementos que interactian en este proceso y el punto de mira donde
observarlo.

Lo modelos ya comentados en hematopoyesis incluyeron parametros
estocasticos que condicionan la transicion entre el estatus ciclico y el
proliferativo. Aunque se conoce menos sobre la condicion de estas transiciones
en SSCs, seria interesante aplicar los mismos principios y observar el resultado

por simulaciones. Si parten de un constructo evolutivo similar, pueden aportar
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mayor realidad ya que en los estudios hematopoyéticos se observd una gran
correlacion con resultados experimentales obtenidos previamente (Glauche | et
al, 2007).

Podria ser interesante combinar las propuestas experimentales de
Nagano con la de elaborar un modelo explicativo de la transicion intersticio-
pared tubulo seminifero . El primero indica la necesidad de caracterizar la
eficiencia del homing o recolonizacién, a través de trasplantes secuenciales de
SSCs. Posteriormente seria interesante comparar estos resultados y hacerse
una idea del procedimiento para definir los parametros, que guian el proceso
de recolonizacion o incluso el grado de afinidad de la SSCs para salir del
ambiente ciclico de autorenovacion.

Pueden desarrollarse modelos basados en el patrén definido ya para el
proceso de diferenciacion y mediante simulaciones, identificar los procesos que
acontecen en el ambiente restrictivo (intersticio) y el proliferativo (zonas de
contacto entre paredes de tubulos seminiferos) en las distintas condiciones de

estudio que se requieran.

CONCLUSIONES

- La ausencia de marcadores especificos moleculares para las SSCs dificulta

su deteccidn y aislamiento.
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Se han descrito algunos componentes del nicho de las SSCs como las
células de Sertoli, la membrana basal, las células mioides peritubulares y
las sefiales externas al tdbulo seminifero, que influyen en el
comportamiento de las SSCs.

Se ha relacionado la funcién de autorenovacién para las SSCs con la cara
intersticial de la pared del tubulo seminifero (nicho restrictivo,) y la funcién
de proliferacién con zonas de contacto entre las paredes de los tubulos
adyacentes (nicho permisivo).

Los estudios realizados en ratén demuestran que el transplante de SSCs
es un tratamiento eficaz para restaurar la fertilidad. Hacen falta mas
estudios para poder aplicar la técnica en preservacion de la fertilidad en
humanos.

El nicho puede ser usado como diana terapéutica. En este sentido, los
defectos en el nicho de la linea germinal masculina pueden ser corregidos
por transplante de células de Sertoli.

El concepto clasico de célula madre aislada y estatica se ha quedado
obsoleto a la hora de explicar la biologia de estas células. Es necesario un
contexto sistémico y dindmico, como el nicho, para entender su

comportamiento.

Los modelos computacionales pueden ayudar al estudio de las SCs en el
contexto del nicho. Facilitan el planteamiento de hipétesis, predicen o
anticipan las consecuencias de manipular el sistema de estudio y permiten

identificar un principio comudn en la construccion de los distintos nichos.
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