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CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS PRIMORDIALES GERMINALES
MURINAS Y SU RELACION CON LA HEMOPOYESIS
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Resumen Las células germinales primordiales (PGC) son una poblacién de células positivas a la fosfatasa al-
calina, que se suelen observar en embriones de 7.5 dias post coitum (dpc) y que migran luego por
varios tejidos hasta alojarse en las gonadas. La hematopoyesis es un complejo sistema en el cual las células
estaminales hemopoyéticas (HSC) se desarrollan a partir de una simple célula multipotente. Las PGC y HSC estan
reguladas por un conjunto de factores de crecimiento que controlan la proliferacién y diferenciacion de los mismos.
El factor inhibidor leucémico (LIF) es una citoquina que regula la diferenciacién y el fenotipo totipotencial de las
PGC como también la capacidad proliferativa de las HSC. Recientemente otros factores de crecimiento: factor de
células estaminales (SCF), factor macrofagico (MGF) y forskolin (FRSK) han sido propuestos como posibles regu-
ladores de estos progenitores in vivo e in vitro. La induccion a la hemopoyesis de células germinales embrionarias
primitivas indica que las células germinales poseen la potencialidad de diferenciarse en el sistema hemopoyético.
La coincidente presencia en la regién donde la hemopoyesis temprana se establece, para PGC y HSC y el reque-
rimiento de los mismos factores de crecimiento, apoyan la hipétesis que las PGC pueden ser consideradas como
células iniciadoras de la hemopoyesis.
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Abstract Characteristics of murine primordial germ cells and their relation with hemopoiesis. Primordial
germ cells (PGC) are a population of cells characterised by a positive reaction to alkaline phosphatase,
usually present in the mouse embryo at 7.5 days post coitum (dpc). These cells migrate through various tissues
before they become incorporated into the gonadal ridges. Hematopoiesis is a complex developmental system in
which the hemopoietic stem cells (HSC) were experimentally shown to have been derived from a single multipotent
stem cell. PGC, as well as HSC are regulated by a range of growth factors that control both proliferative and
differentiative processes. Leukemia inhibitory factor (LIF) is a cytokine that regulates the differentiation and the
totipotentional phenotype of PGC. Recently, other growth factors, such as stem cell factor (SCF), macrophage growth
factor (MGF), and forskolin (FRKL) have been proposed as the possible in vivo and in vitro regulators for PGCs
and HSCs. Induction of hematopoiesis in an embryonic germ cell derived from PGCs indicates that germ cells
acquire the potentiality to differentiate toward hematopoietic cells. The coincidental presence of both PGCs and HSCs
at the sites where early hemopoiesis is established, together with similar grouth factor requirements support the
hypothesis that PGCs may also be considered hemopoiesis initiating cells.
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Origen de las células primordiales
germinales (PGC)

Las células primordiales germinales (PGC) son células
madres (stem cells) con capacidad de autorrenovacion y
de diferenciacion hacia varios tejidos dentro del embrién.
Ellas constituyen al inicio, un conjunto singular de células
en el mesodermo extraembrionario en la base del alantoide
de un embrion de 7 dias post coitum (dpc), cuya carac-
teristica fundamental es la de ser inmortales y de encon-
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trarse contemporaneamente en diferentes tejidos en dis-
tintos estadios de desarrollo embrionario, como también
en algin tejido adulto. Su caracteristica fundamental es
la de ser precursores embrionarios de los gametas®.

No obstante la importancia de estas células para la
sobrevida de la especie, su origen embriolégico es poco
conocido.

Las PGC proliferan activamente en los embriones. El
mecanismo de dicha proliferacién en mamiferos y su
control quedaron, durante mucho tiempo, desconocidos.

Utilidad

Conocer todos los procesos que llevan al desarrollo,
proliferacion y diferenciacion del embrién puede ser de
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mucha importancia biolégica y médica dado que en el
embrién en desarrollo un mal funcionamiento a nivel de
estos procesos puede llevar a la esterilidad, al cancer o
a enfermedades hereditarias® ®.

Sobre la base de los estudios efectuados en ratones,
el conocimiento de estos procesos implica en humanos
un enorme potencial clinico, tanto en investigacion basi-
cay en transplantes, como en ensayos de drogas, para
tests teratogénicos y terapia génica. El esclarecimiento
precoz puede conducir a la utilizacion de estrategias
médicas para dilucidar algunas enfermedades, como
también ser un fundamento para los avances terapéuti-
cos en oncologia“.

Desarrollo

Las PGC en embriones de raton, cuya edad gestacional
es de 21-22 dias, al tercer dpc se encuentran en el
epiblasto en numero aproximado de 10 células positi-
vas a la fosfatasa alcalina (FA). De aqui, migran al
endodermo del saco vitelino y a los 10.5 dpc su nimero
aumenta llegando a 25 000 células. Del endodermo del
saco vitelino, posteriormente, pasan a las génadas por
activa motilidad, a través del mesenterio dorsal. donde
se diferencian a los 12.5 dpc en oogonias en el ovario y
espermatogonias en el testiculo® S.

En las génadas en desarrollo a los 13.5 dpc, las PGC
cesan la division mitética y entran en arresto mitético en
el testiculo y meidtico en el ovario. En este desplaza-
miento ellas pasan por diferentes tejidos sélidos donde
encuentran varios tipos de células y moléculas
extracelulares. Al llegar a las génadas las PGC se ad-
hieren fuertemente a las células del entorno y pierden
su actividad locomotora y proliferativa.

Esta pérdida de actividad locomotora y proliferativa,
se efectla por interacciones entre las células germinales
y la matriz extracelular gonadal; perdiendo algunas ca-
racteristicas de células migratorias siendo incorpora-
das asi por las células sométicas gonadales’.

Atraves de varios estudios por medio de anticuerpos
especificos, se logro identificar moléculas de adhesion,
consideradas antigenos, en la superficie de las PGC.
Por coloracién histoquimica de la enzima FA fue posible
encontrar su expresion en la superficie de las PGC, y
aun, esa coloracion sigue siendo utilizada ampliamente
para identificar histolégicamente estas células®.

Movilizacién de las PGC

Hay evidencias de que la fibronectina (Fn) juega un rol
muy importante en la migracion de las PGC estimulan-
do su motilidad. Esta provee un sustrato adhesivo que
las PGC necesitan para desplazarse®. Estudios por
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inmunohistoquimica demuestran que grandes acumulos
de Fn estan presentes a lo largo de la ruta de migracion;
pero pocos dias después de su arribo a las génadas, las
células geminales pierden completamente la capacidad
de adherirse a la Fn. Estudios posteriores mostraron
ademas, que las PGC emiten seudopodios que les per-
miten efectuar esta migracion.

Hasta hace poco més de una década los intentos de
cultivar in vitro PGC habian tenido poco éxito por la
poca capacidad de éstas de sobrevivir en un medio
extracorpéreo. En efecto, las PGC no pueden subsistir
como células independientes in vitro y necesitan un
sustrato que les proporcione nutrientes necesarios para
su desarrollo. Si bien hasta ahora no se ha logrado pro-
veer las condiciones 6ptimas para la sobrevida, prolife-
racion y diferenciacion de las PGC in vitro, en cambio se
detectd que éstas necesitan del entorno del microam-
biente®. Para ello se utilizaron diferentes monocapas de
células o Feeder Layer (FL) derivadas o bien de células
sométicas extraidas de las propias gonadas o de célu-
las de una linea establecida CM4, obtenida de células
de Sertoli.

Factores de crecimiento

Son sustancias cuya propiedad fundamental es la de
estimular el desarrollo de las células madres , cuyas pro-
genies maduras necesitan para su supervivencia que
estén presentes dichos factores. Estas sustancias pue-
den ser especificas para un determinado progenitor,
compartir algunas caracteristicas para el desarrollo ce-
lular y ademés poseer sinergismo entre si. Las células
progenitoras primordiales, para que entren en ciclo, ne-
cesitan de la presencia de estos factores de crecimien-
to, también llamados factores estimulantes de colonias
o interleuquinas, que actuan aumentando la sintesis de
ADN dentro de la célula®.

Recientemente se identificaron factores que junto al
FL actian aumentando y sosteniendo la proliferacion y
sobrevida de las PGC. Uno de ellos es el factor inhibidor
leucémico (LIF) y otro es el factor basico de crecimiento
de fibroblastos (b FGF), este Ultimo capaz de estimular
las células del entorno del microambiente en la produc-
cién de LIF. Sin embargo el desarrollo de PGC se ve
afectado a los 5 dias de cultivo. El agregado de com-
puestos de crecimiento hace aumentar el nimero de
PGC, pero esto no cambia el limite en la detencion del
crecimiento, lo cual evidencia que la proliferacion de
PGC es un proceso independiente y autoprogra-
mad013,14,15_

Pocas horas después de su aislamiento de las cres-
tas gonadales, las PGC entran en muerte celular pro-
gramada o apoptosis, lo cual proporciona una explica-
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cion a la rapida degeneracion de estas células en cul-
tivo. Esta rapida eliminacién podria considerarse
como un camino elegante para prevenir la migracion abe-
rrantes.

Sin embargo, con el agregado de otros factores como
Forskolin (FRSK), que es un activador de la adenilciclasa,
cuya funcioén es elevar los niveles de cAMP (ame-peciclico)
enlos PGCy SCF (factor de crecimiento de células pro-
genitoras o stem), se puede prolongar el tiempo de proli-
feracion de una pequefia poblacién de PGC desarrollada
in vitro. Esta poblacion de PGC queda constituida por EG
(células embrionarias germinales totipotentes), cuya
caracteristica es la de dar origen a diferentes lineas celu-
lares, como: endoteliales, germinales, hemopoyéticas etc.
El CSF fue identificado en 1990 por varios laboratorios de
investigacion y su efecto se visualiza no solamente sobre
las PGC, sino también sobre los progenitores hemopo-
yéticos. Al agregarlo a los cultivos disminuye marcada-
mente el nimero de células en apoptosis!’. Experiencias
llevadas a cabo en Roma acerca del rol especial del agre-
gado de estos factores al cultivo, demuestran que estos
producen dentro de las células aumento de los niveles
de cAMP, compuesto responsable del aumento de la pro-
liferacion celular. El SCF, en particular, actua indirecta-
mente estimulando el crecimiento de las células sométicas
gonadales, que hace que en las PGC se incrementen los
niveles de cCAMP*819, La funcion de éstas hormonas troficas
y de otros factores, durante el desarrollo embrionario, es
la de prevenir la muerte celular programada o apop-
tosis.

Apoptosis

El proceso apoptotico se manifiesta en las células por
condensaciones atipicas de cromatina, paralelamente
con la fragmentacion de las mismas, y en los lugares
internucleosomales el citoplasma empieza a conden-
sarse y la membrana se fragmenta formando cuerpos
apoptoticos.

Dijimos que cuando se aislan in vitro PGC ellas rapi-
damente van a la apoptosis; sin embargo si se les
agregan factores solubles como SCF, LIF, entre otros,
se previene este proceso, a pesar de que en breve tiem-
po, 4-5 hs, su efecto se debilita. La explicacion seria
gue a través de un proceso activo de muerte celular, se
puede regular el nimero de células germinales por se-
flales que pueden inhibir o estimular la apoptosis. Esto
hace suponer que la proliferacién aberrante de las PGC
es causada por una falla en la apoptosis., prolongando
indebidamente la sobrevida de algunas células, lo cual
conduciria a un teratoma o teratocarcinoma 2.
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Relacién con la hemopoyesis

La mutacion murina de los genes White (W) y Steel (St)
que respectivamente codifican el receptor c-kit tirosina
kinasa y su ligando conocido como Steel Factor (SF),
SCF o MGF, lleva a la disminucién en el nUmero de las
células primordiales germinales, como también de las
células primordiales hemopoyéticas (SCH), de los
mastocitos y de los melanocitos. Este es un hecho muy
singular y de gran interés para entender la relacion que
existe entre los dos sistemas: germinales y hemopo-
yéticos?.

La hematopoyesis es un evento complejo en el cual
las SCH pluripotentes, tienen la capacidad de
autodividirse por un cierto tiempo, hasta formar proge-
nitores mas diferenciados, resultando en un aumento y
diferenciacion de las células mas maduras.

Las células hemopoyéticas derivan del mesodermo
esplacnico. A los 7 dias de gestacion, en embriones de
ratones, se forma el mesodermo en la regién de la pri-
mitiva linea germinal y entre los 7-7.5 dpc las células
salen del mesodermo y empiezan a migrar a lo largo de
la pared amnidtica y el endodermo visceral. Estas célu-
las migratorias son responsables de las primeras islas
sanguineas que se encuentran en el sitio vascularizado
del saco vitelino y mas tarde se conectaran para formar
los primeros vasos sanguineos, constituyendo asi el pri-
mer sistema circulatorio?.

Aqui las primeras células diferenciadas son eritroides,
junto a un pequefio nimero de macroéfagos, y son trans-
portadas por el sistema vascular impulsadas por el co-
raz6n embrionario, a los lugares sanguineos definitivos.

Sobre el origen de las SCH se formulan dos hipétesis:
1) o bien son creadas de novo en cada uno de los lugares
donde se observa actividad hemopoyética durante la
embriogénesis, 2) o bien el saco vitelino o la region del
embrion llamada AGM (aorta- génada- mesonefro) son
los lugares de nacimiento de las SCH que constituiran
luego el sistema hemopoyético definitivo?.

Esta dltima hipdtesis, que es la mas aceptada, suge-
riria que el saco vitelino y la region de AGM son los
lugares de nacimiento de todas las SCH, las que inte-
graran, por ultimo, el sistema hemopoyético definitivo
del adulto®.

El marcador para células progenitoras hemopoyéticas
y endoteliales en adultos es el CD34. Durante el desa-
rrollo murino se observa que también las células del
endotelio, que limita los vasos del saco vitelino, son CD34
positivas, sosteniendo la hipotesis de que las células
endoteliales proveen un entorno hemopoyético capaz
de estimular la produccién de progenitores eritroides y
mieloides?2°.
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En embriones de vertebrados todos los tejidos
hemopoyéticos que son sucesivamente activos durante
la ontogénesis (higado fetal, timo, bazo y médula ésea)
estan colonizados por stem cells hemopoyéticas extrin-
secas.

Estos datos, muestran que las SCH y PGC, dentro
del mismo distrito embrionario y en el mismo estadio de
desarrollo, son reguladas por los mismos factores de
crecimiento y son sensibles a las mismas sefiales, sos-
teniendo asi las hipétesis que las SCH o bien se origi-
nan de PGC migratorias y post-migratorias o bien de un
progenitor comun?’.

Para concluir, los factores de crecimiento requeridos,
la totipotencialidad intrinseca de las PGC, el requerimien-
to de factores de crecimiento similares a las SCH, las
mutaciones comunes que afectan ambas lineas
(germinales y hemopoyéticas) junto a la coincidencia de
las regiones donde son establecidas, apoyan la hipéte-
sis de que las PGC pueden ser consideradas como cé-
lulas iniciadoras de la hemopoyesis.
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