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Resumen 
Las células madre embrionarias (CME) son derivadas de la masa 

celular interna de blastocitos de mamíferos y debido a su pluripotencia 

in vitro e in vivo son capaces de generar los 200 tipos celulares 

identificados en el organismo. El uso de medios selectivos 

suplementados con determinados factores y la expresión artificial 

de genes que regulan vías de diferenciación específicas, ha 

permitido dirigir in vitro la diferenciación de las CME hacia tipos 

celulares especializados somáticos como células neuronales, 

cardiacas, etc. Recientes estudios han demostrado que la 

diferenciación espontánea de las CME, también puede dar origen in 

vitro a células de tipo germinal que posteriormente se desarrollan 

hacia células similares a gametos, como son los espermatozoides y 

óvulos. Lo anterior plantea la interesante idea de generar sistemas 

in vitro, que permitan dirigir la diferenciación de las CME hacia la 

formación in vitro de gametos. El desarrollo de estos sistemas tendrá 

un impacto directo en el entendimiento molecular de la programación 

genética, que interviene en los procesos de la oogénesis y 

espermatogénesis, así como el desarrollo de protocolos más 

eficientes para la clonación animal, clonación terapéutica, fertilización 

in vitro y transferencia de embriones. En relación a lo anterior, 

nuestro grupo de trabajo se ha enfocado al estudio de genes 

denominados ¨maestros¨, cuya expresión además de darse en 

etapas muy tempranas de la determinación de la línea germinal, está 

en relación directa con el correcto desarrollo de las células 

germinales en los ovarios y testículos, características que los hace 

candidatos a ser utilizados para dirigir la diferenciación de las CME 

hacia células de linaje germinal. 

 
Palabras clave: Diferenciación, Células Germinales, Transfección, 

Oogénesis. 

Abstract 
Embryonic stem cells (ESC) are derived from the inner 

cell mass of mammalian blastocysts, and because of 

their in vitro and in vivo pluripotency they are able to 

generate the 200 cell types identified in the body. The 

use of selective media and artificial gene expression 

that regulate specific routes of differentiation have 

allowed direct in vitro differentiation of ESC toward 

specialized somatic cell types like neural cells, heart 

cells, etc. Recent studies have shown that spontaneous 

in vitro differentiation of ESC can also give place to a 

type of germ cells which later on could develop into 

gametes: sperm and oocytes. This raises the idea of 

generating an in vitro system, to allow the differentiation 

of ESC toward the formation of gamete cell. This will 

have a direct impact on understanding the genetics 

programming processes of oogenesis and 

spermatogenesis, that could allow the development of 

more efficient protocols for animal cloning, therapeutic 

cloning, in vitro fertilization and embryo transfer. In 

relation to this, our research group has focused on the 

study of genes called «masters» that are expressed on 

early stages of determining germ line, and have direct 

relation to proper development of germ cells in the ovaries 

and testicles. So, those are genes that could be 

candidates to direct differentiation of ESC toward a germ 

cell lineage. 
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L 
Introducción 

as células madre embrionarias (CME), son células que han sido aisladas in vitro a 

partir de la masa celular interna (MCI) de blastocistos de mamíferos como el ratón 

(Evans y Kaufman, 1981), primate (Pau et al., 2004) y humano (Amit et al., 2000). 

Debido a que las células de la MCI son las que contribuyen a la formación de todos los 

tejidos de un embrión, éstas retienen bajo condiciones muy específicas de cultivo in vitro su 

capacidad pluripotencial, ésto es, pueden permanecer en un estado de indiferenciación o 

indeterminación celular (Wobus y Boheler, 2005). Estas células pueden ser inducidas a 

diferenciarse de manera espontánea cuando son cultivadas en suspensión sobre una 

superficie no adherente en ausencia del factor inhibidor de la leucemia, formando así 

agregados multicelulares de células diferenciadas denominados cuerpos embroides, los 

cuales están compuestos de mezclas de células diferenciadas como neuronas, cardiocitos, 

miocitos, entre otras, (Blyszczuk et al., 2003; 

Doetschman et al., 1985; Hamazaki et al., 

2001; Wernig et al. 2002). 

Uno de los logros más importantes en 

el estudio de las CME en los últimos 10 años, 

ha sido la posibilidad de inducir y dirigir in 

vitro la diferenciación de las CME hacia un 

determinado tipo celular especializado, lo 

que actualmente está permitiendo en el 

campo de la medicina, el desarrollo de 

terapias de reemplazo celular así como el 

desarrollo de modelos experimentales in vitro 

que permiten el estudio, a nivel molecular, de 

los procesos que intervienen en la 

determinación de una célula especializada. 

Diferenciación de la CME in vitro a tipos 

celulares especializados. 

Distintos grupos de investigación han 

desarrollado algunas estrategias para 

inducir la diferenciación de las CME hacia 

un determinado tipo celular especializado. 

Básicamente se han utilizado dos enfoques: 

(i) El uso de factores, que son incorporados 

al medio de cultivo en el que crecen CME y 

que inducen o regulan determinados 

programas de diferenciación, como son el 

factor de crecimiento de neuritas y el factor 

de crecimiento de fibroblastos (NGF y FGF 

respectivamente, por sus siglas en inglés) 

utilizados como inductores de programas de 

diferenciación a neuronas (Lovell-Badge et 

al., 2001; Odorico et al., 2001). Y (ii) Mediante 

procedimientos de biología molecular, como 

la incorporación de un gen al genoma de las 

CME, que dispara un estado de 

diferenciación específico. Esta estrategia 

solo se utiliza cuando se tiene identificado 

el gen que define la vía de diferenciación de 

interés (Park et al. 2003). Por medio de 

estos dos procedimientos, se ha logrado 

dirigir la diferenciación de las CME a varios 

tipos celulares especializados como células 

vasculares (Yamashita et al., 2000), neuronas 

que liberan dopamina y serotonina para el 

tratamiento de la enfermedad de Parkinson 

(Lee et al., 2000), neuronas para la 

reparación de lesiones en medula espinal 

(Espinosa-Jeffrey et al., 2002; Wiestler et al, 

2002; Tang et al., 2002), cardiocitos con 

actividad contráctil para el tratamiento de 

infarto al miocardio (Doetschman et al., 

1993; Maltsev et al., 1999; Muller et al., 2002) 

y células de Langerhans productoras de 

insulina para el tratamiento de la diabetes 

(Lumelsky et. al., 2001). 

El interés que ha generado la capacidad 

pluripotente de las CME y su uso potencial 

en terapias de reemplazo celular ha dado a 

lugar a un importante número de trabajos que 

constantemente reportan la generación de 
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células especializadas somáticas a partir de 

CME. Sin embargo, en el área de la Biología 

de la Reproducción Animal, en los últimos 4 

años se ha comprobado que la diferenciación 

espontánea de las CME in vitro también 

puede dar origen a células primordiales 

germinales que dan origen a 

espermatozoides y óvulos, las cuales son 

células no somáticas que poseen la 

capacidad biológica de asegurar la 

perpetuación de la especie, resguardando, 

transfiriendo y diversificando el contenido 

genético específico de cada organismo 

(Clark et al., 2004; Geijsen et al., 2003; 

Hübner et al., 2003, Kerkis et al., 2007; 

Lacham y Trounson, 2006; Nayernia et al., 

2006; Toyooka et al., 2003). Estos resultados 

plantean la posibilidad del desarrollo de 

sistemas que mediante el uso de factores o 

de la expresión artificial de genes, nos 

permitan inducir los mecanismos moleculares 

que especifican la línea germinal como la 

oogenésisis y espermatogénesis. 

¿Cuál es el impacto y la aplicación de la 

generación de óvulos y espermas producidos 

en laboratorio a partir de las CME? 

Actualmente, se encuentra disponible 

bastante información acerca de los 

mecanismos genéticos y moleculares que 

utilizan las células para dirigir su 

diferenciación a un tipo celular especializado 

(como los neuronales, las cardiacas, entre 

otros). Sin embargo, se conoce poco acerca 

de los mecanismos moleculares y celulares 

por los cuales las células primordiales 

germinales restringen su diferenciación a 

gametos. Por lo tanto, el desarrollo de un 

sistema in vitro que recapitule los eventos 

que especifican la línea germinal, permitirá 

el estudio de los mecanismos moleculares, 

la identificación de sus genes y de cómo sus 

productos proteicos regulan los procesos de 

oogenésis y espermatogénesis en humanos 

y de animales de interés económico. 

En el campo de la reproducción animal, 

particularmente el área de mejoramiento 

genético de bovinos, el desarrollo de bancos 

de esperma no solo ha permitido la 

propagación de animales de alta producción 

de carne y leche; además, ofrece la 

posibilidad de asegurar de forma 

permanente el contenido genético de estas 

especies a través de la congelación de sus 

células germinales. Sin embargo, 

actualmente el aporte genético materno solo 

es aprovechado en el tiempo en que el 

animal es productivo, como es el caso del 

ganado vacuno de leche. En base a lo 

anterior, la derivación de CME a partir de 

embriones de animales bovinos de alto valor 

económico y el futuro desarrollo de 

protocolos de producción de óvulos bovinos 

más eficientes a través de la diferenciación 

controlada de las CME por medio de la 

expresión artificial de un gen inductor, 

podrían permitir la reproducción, 

propagación y aseguramiento de la calidad 

genética por la vía materna a través de la 

derivación in vitro de óvulos. 

Por otro lado, una de las tecnologías que 

actualmente se están desarrollando 

vertiginosamente por el impacto que en un 

futuro tendrá en la salud humana y en la 

producción animal, es la tecnología de la 

clonación; particularmente la clonación 

terapéutica. Su procedimiento consiste en 

la introducción del núcleo celular de una 

célula donadora adulta al interior de un óvulo 

enucleado, para generar un embrión del cual 

pueden derivar CME genéticamente 

compatible al donador. Estas CME 

eventualmente pueden ser utilizadas para 

terapias de reemplazo celular sin el riesgo 

del rechazo. Sin embargo, aunque los 

resultados obtenidos en modelos de ratón 

son muy alentadores, su aplicación práctica 
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en humanos y animales de importancia 

económica presenta importantes limitaciones. 

Una de ellas es la baja eficiencia con la que 

se pueden obtener clones. Actualmente la 

tasa de éxito de embriones de ratón clonados 

para el estudio de protocolos de terapia 

celular es de aproximadamente el 8.2%. Se 

ha calculado que serían necesarios 100 

óvulos humanos para obtener una sola línea 

celular de CME para un individuo. Una 

diferencia crucial es que 100 óvulos de ratón 

pueden ser obtenidos de pocas hembras 

superovuladas. Esta diferencia hace que en 

el caso de humanos y bovinos, los óvulos 

deben ser colectados de una gran cantidad 

de mujeres voluntarias o bovinos hembras 

superovuladas. Además de la complejidad del 

procedimiento clínico en sí, el costo de la 

obtención de óvulos humanos es de 1000 a 

2000 dólares; así que para generar una sola 

línea de CME humana por clonación 

terapéutica se requiere entre 100,000 a 

200,000 dólares, una cantidad de recursos 

financieros elevados que impiden la 

aplicación práctica de esta tecnología 

(Mombaerts, 2003). Lo anterior establece 

definitivamente la necesidad del desarrollo de 

protocolos más eficientes de clonación, ya 

sea con fines de producción animal o de 

aplicación biomédica y es en este punto en 

que la derivación de oocitos in vitro puede 

ser una herramienta importante en el 

mejoramiento de dichos procesos. 

Actualmente, nuestro grupo de 

investigación se encuentra trabajando en los 

efectos que tiene la expresión artificial del gen 

NOBOX en las CME, particularmente en el 

encendido de la programación genética que 

regula el proceso de diferenciación y 

maduración de óvulos, mejor conocido como 

la oogénesis, como un medio para evaluar si 

la expresión artificial de este gen puede ser 

un factor de inducción para la diferenciación 

in vitro de las CME a óvulos. Algunas de 

las características importantes que lo han 

hecho ser un candidato importante, son el 

hecho de que codifica para una proteína 

nuclear homeobox que es expresada 

exclusivamente en el ovario embrionario. 

Además,  el desarrollo  de ratones 

¨knockout¨ a los que se les ha eliminado 

NOBOX, revela que durante el desarrollo 

postnatal (15 días después del nacimiento) 

sus ovarios desarrollan una degeneración 

en la formación de folículos primarios y 

secundarios que culminan con una pérdida 

total de formación de óvulos. 

Interesantemente, la ausencia del gen 

NOBOX, a nivel molecular suprime la 

expresión de genes específicos 

involucrados en el desarrollo de la línea 

germinal como Mos, Oct-4, Rfp14, Fgf8, 

Zar1, Dnm1o, Gdf9, Bmp15 y H1oo, así 

como que su expresión precede a la de 

algunos de los genes más importantes en 

la oogénesis temprana como Oct4, Gdf9 y 

Rfp14. Estos resultados sugieren que la 

expresión de NOBOX se encuentra 

estrechamente relacionada con las etapas 

muy tempranas del desarrollo folicular y a 

nivel molecular regula la expresión 

secuencial de genes relacionados con el 

proceso de oogénesis, lo que sugiere que 

la expresión de NOBOX regula los 

primeros pasos de la cascada de señales 

moleculares que determinan la línea 

germinal que lo catalogan como un gen 

¨maestro¨ (Rajkovic et al. 2003), Por tal 

motivo, es un excelente gen candidato para 

dirigir in vitro la diferenciación de las ESC 

hacia células germinales. 

Nuestra estrategia general se ha 

basado en el aislamiento del gen NOBOX 

por la técnica de Transcripción Inversa 

acoplada a la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (RT-PCR), a partir de RNA total 
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de ovario embrionario de ratón y su posterior 

clonación en el vector pQBI25 que posee el 

gen reportero que codifica para la proteína 

verde fluorescente (GFP, por sus siglas en 

inglés), con la finalidad de generar proteínas 

de fusión GFP-NOBOX. La proteína GFP fue 

identificada en la medusa Aqua victoria y 

tiene la característica de generar 

fluorescencia de manera natural in vivo, 

cuando es excitada por la luz a una longitud 

de onda de 474 nm, además de no alterar la 

función de las proteína que se le ha 

fusionado, de tal manera que la ubicación 

de la fluorescencia nos indica de manera 

indirecta la localización de la proteína 

NOBOX. Así lo revela la fluorescencia 

emitida y localizada exclusivamente en el 

núcleo de las células HeLa, cuando la 

secuencia nucleotídica que codifica a la 

fusión GFP-NOBOX, es introducida al 

interior de estas células por medio de 

transfección, donde esta proteína de fusión 
 

Figura 1. Expresión proteica de NOBOX-GFP en células HeLa. Células HeLa transfectadas 

çcon el plasmido pQBI25/NOBOX-GFP, fijadas con paraformaldehído al 4% y observadas en microscopio 

AxiosCop plus II de fluorescencia con un aumento de 40X. A). Normasky (DIC). B). Fluorescencia, y C). 

Normasky-Fluorescencia 
 

 

es expresada. Localización que es acorde 

con las funciones de factor de transcripción 

que tiene NOBOX dentro del núcleo celular 

(Figura 1). 

 
Mediante la misma técnica de 

transfección, hemos introducido y expresado 

artificialmente la fusión GFP-NOBOX en las 

CME de ratón, con la finalidad de evaluar si 

la expresión artificial de este gen tiene la 

capacidad de regular la expresión de otros 

genes como: Rfpl4, H100, Figla, Bmp15, Mos, 

Zar1, Gdf9, Vasa, Mater, Zp1, Zp2, Star y 

p450, que a la fecha se han documentado que 

intervienen en el proceso de la determinación 

de la línea germinal particularmente en la 

oogénesis (Castrillon et al., 2000; Lan et al. 

 
2003; Senson et al., 2003; Rajkovic et al,, 

2004). Interesantemente, después de 46 

horas postransfección, mediante RT-PCR 

a partir de RNA total de CME que expresan 

artificialmente la fusión GFP-NOBOX, 

obtuvimos la amplificación positiva por 

medio de los genes Figla, Mos y Star 

(Figura 2, carril 3), que de manera natural 

se encuentran suprimidos en las CME 

indiferenciadas (Figura 2, carril 2) y en las 

CME que solo son transfectadas con el gen 

GFP el cual no tiene ningún efecto funcional 

en estas células (Figura 2, carril 4). A la 

fecha, estos resultados nos demuestran la 

capacidad real que tiene el gen NOBOX 

de participar in vitro en la regulación del 
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programa genético que determina la línea 

germinal. Sin embargo, es importante 

señalar que la expresión negativa para el 

resto de los genes puede ser debida a que 

la expresión de la fusión GFP-NOBOX en las 

CME es de carácter transitorio, esto quiere 

decir que después de un plazo de más de 

72 horas, las CME inician el proceso de 

expulsión del ADN que codifica a la fusión 

GFP-NOBOX, lo que no permite evaluar a 
 

Figura 2. Análisis de la expresión de genes que intervienen en la determinación de la línea germinal en 

Células Madre Embrionarias transfectadas con el gen NOBOX (46 hrs de transfección). 
 

 

 

tiempos más prolongados sus efectos en la 

expresión en aquellos genes que 

presentaron una amplificación negativa. 

 
Las RT-PCR se realizaron a partir de 1ug 

de RNA total utilizando oligonucleótidos 

específicos para cada uno de los 

marcadores. Carril 1: control positivo de 

PCR, ovario de ratón. Carril 2: CME 

indiferenciadas. Carril 3: CME 

indiferenciadas transfectadas con el gen 

NOBOX-GFP. Carril 4: CME indiferenciadas 

transfectadas con el gen GFP. Carril 5: control 

negativo de PCR. 

 
Las perspectivas futuras de nuestro 

diseño, involucran el desarrollo de un 

sistema de expresión estable de la fusión 

GFP-NOBOX en las CME, a través del uso 

de sistemas de recombinación genética 

viral como son los sistemas lentivirales, que 

nos permita la inserción de nuestra 

secuencia de DNA que codifica la fusión 

GFP-NOBOX al genoma de las CME, lo que 

permitirá su expresión en forma permanente 

y así evaluar sus efectos a más largo plazo, 

en los genes que intervienen en la 

determinación de la línea germinal. 
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