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RESUMEN PREVIO 

 

Cada vez es más evidente la relación entre células madre y cáncer, sugiriéndose que 

el cáncer tiene su origen en una población de células madre. Esta teoría se 

fundamenta mayoritariamente en dos explicaciones biológicas: i) las células madre 

viven y crecen durante largos periodos de tiempo por lo que son más susceptibles a 

acumular lesiones genéticas a lo largo de los años y ii) debido a su escasez, a su 

estado de quiescencia y a la expresión de proteínas de resistencia a drogas son 

difícilmente destruidas con agentes citotóxicos, es decir, con ciclos de quimioterapia 

y/o radioterapia. 

 

La leucemia del lactante (niños < 1 año) representa mayoritariamente una leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) de linfocitos en estadio pro-B. La LLA pro-B del lactante 

MLL-AF4+, se caracteriza por su extremada corta latencia y gran agresividad. En los 

últimos años hemos avanzado vertiginosamente en la comprensión de la etiología de 

dicha LLA del lactante. El desencadenante molecular de dicha leucemia es el 

reordenamiento del gen MLL (localizado en el cromosoma 11q23). Dicho gen, se 

rompe entre el exón 6-9 y se reordena por NHEJ (non-homologous end joining) con el 

factor de transcripción AF4. En consecuencia, en las células sanguíneas del embrión 

o feto se origina el gen de fusión MLL-AF4. Dicha fusión origina la proteína de fusión 

MLL-AF4 que pasa a ser un dominante negativo y represor transcripcional de todo el 

programa de diferenciación hematopoyético. 

  

En esta memoria se desarrolla la metodología para determinar la estabilidad 

genómica de las hESCs mediante técnicas de citogenética convencional y molecular. 

Aquellas hESCs cariotípicamente euploides serán expuestas a bajas dosis de 

etopósido para analizar si el etopósido es capaz de promover rupturas en el locus 

MLL en estas células madre pluripotentes pre-natales. Dada la corta latencia de la 

LLA-B pro-B MLL-AF4+ del lactante, su comportamiento bifenotípico y su origen pre-



natal, pretendemos analizar también si puede tener un origen pre-hematopoyético de 

forma que el oncogén de fusión MLL-AF4 ya esté presente al diagnóstico en células 

no hematopoyéticas de la médula ósea, en concreto MSCs. 

 

Aunque se reconoce el origen pre-natal de la fusión MLL-AF4, desconocemos por 

completo el origen jerárquico de MLL-AF4. En realidad, el origen celular a nivel 

jerárquico donde ocurre dicha aberración cromosómica es difícil de descifrar debido a 

que el impacto funcional del oncogén de fusión y la expansión clonal resultante puede 

ocurrir aguas abajo del propio origen físico de la translocación. Lo que si parece 

evidente y constituye parte de la hipótesis perseguida en este trabajo es que la célula 

diana donde aparece dicho oncogén de fusión debe de ser una célula madre con 

capacidad de auto-renovación, diferenciación a múltiples líneas y proliferación a largo 

plazo. 

 

Objetivos:  

(i) Determinar la estabilidad gética de las hESCs mediante técnicas de citogenética 

convencional y molecular. Determinar en que grado la predisposición a inestabilidad 

cariotípica  en hESCs es debida a las condiciones de cultivo  empleadas o a 

propiedades intrínsecas de cada línea celular. 

 

(ii) Determinar si a bajas dosis de etopósido son capaces de romper y provocar 

reordenamientos del locus hESCs y célula CD34+ de cordón umbilical y si dichos 

reordenamientos son suficientes para inducir transformación oncogénica en las 

hESCs. 

  

(iii)Analizar en distintos subtipos citogenéticos de leucemias agudas si las 

translocaciones cromosómica presentes en los blastos están también presentes en el 

estroma medular, sugiriendo que la translocación cromosómica tendría un posible 

origen  pre-hematopoyético. 
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INTRODUCCIÓN 

A pesar de los innumerables avances acontecidos en las cuatro últimas décadas, el 

cáncer continúa siendo una enfermedad compleja que encierra numerosos enigmas 

aún hoy sin descifrar. La investigación biomédica nos ofrece la posibilidad de 

desentrañar algunos de estos enigmas y avanzar en el conocimiento de su origen y 

progresión. Cada vez existe una relación más estrecha entre cáncer infantil, células 

troncales y desarrollo. Es importante destacar que nuestro conocimiento sobre 

aspectos etiológicos del cáncer es limitado si trabajamos con muestras primarias 

procedentes de pacientes, ya que en el momento del diagnóstico, todos los eventos 

oncogénicos responsables están ya presentes, impidiéndonos descifrar los factores 

que desencadenan la aparición de dichos eventos, así como la patogénesis y la 

evolución de la enfermedad. Es por ello necesario desarrollar modelos in vivo e in 

vitro que de alguna manera reproduzcan la enfermedad, con el objetivo de ampliar 

nuestros conocimientos sobre la etiología y fisiopatología de la enfermedad y permitir 

el desarrollo de futuros tratamientos. 

 

La mayoría de estudios oncológicos se centran en tumores de origen adulto, en parte 

porque su incidencia es mayor. Sin embargo, el cáncer infantil presenta unas 

características biológicas y epidemiológicas distintas a las de los adultos, lo que hace 

que sea necesario su estudio como un grupo aparte. Estos niños no desarrollan la 

enfermedad como respuesta a una exposición inadecuada a agentes carcinogénicos 

medioambientales o dietéticos (alcohol, tabaco, alimentación inadecuada o incluso 

por la exposición prolongada a radiaciones), sino que por el contrario, más del 75% 

de los niños con cáncer ya presentan en el momento del nacimiento los eventos 

oncogénicos ocurridos en el útero. Además, en algún subtipo de cáncer infantil la 

edad en la que irrumpe es dramáticamente temprana, avalando la idea de que el 

cáncer infantil puede ser el resultado de una alteración en el desarrollo embrionario 

(Greaves, 2002). 

 



Introducción 

 

4 
 

 

Existen dificultades éticas y logísticas para estudiar los eventos oncogénicos que 

alteran el desarrollo mesodérmico y hematopoyético embrionario humano in situ. Es 

factible sin embargo, diseñar modelos humanos o murinos para estudiar el cáncer 

adulto utilizando células troncales adultas. Sin embargo, estas células troncales 

adultas no representan una diana terapéutica ideal para reproducir el cáncer infantil. 

Si partimos de la hipótesis de que el cáncer infantil tiene un origen embrionario/fetal 

(Greaves, 2005), necesitaríamos utilizar células en estadios ontogénicos muy 

tempranos como son las células troncales embrionarias humanas (en adelante, 

hESC, siglas inglesas de Human Embryonic Stem Cells), fetales o neonatales, y así 

poder estudiar y poder llegar, incluso, a reproducir esta enfermedad en células en un 

estadio de desarrollo muy cercanas al origen celular/temporal del cáncer infantil.  

 

En este trabajo introducimos primero las células troncales o stem cells, y los tipos y 

características de cada una de ellas. Así también, presentamos los diferentes 

métodos de estudio que se han empleado en esta tesis para estudiar la estabilidad 

genética de estas células en diferentes condiciones de cultivo, con objeto de poderlas 

utilizar como una herramienta sólida en el estudio de leucemias infantiles, que 

abordaremos en la segunda parte de esta memoria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 
 

1. CÉLULAS TRONCALES

1.1 Características de las 

Llamamos células troncales o 

que tienen la capacidad de dividirse indefinidamente sin perder sus propiedades 

diferenciación a múltiples estirpes celulares

(Weissman, 2000a, b). Las célul

identificarlas, como la expresión de ciertos marcadores de superficie celular, la 

expresión de factores de transcripción

crecimiento. Mientras algunas 

troncales, en general, las células 

específicas que permiten distinguirlas

ontogénico, todas las células

mencionadas aunque pueden expresarlas en distinto grado 

 

 Capacidad de auto

perpetuarse a través de sucesivas divisiones mitóticas simétricas dando lugar a 

células hijas con características idénticas

es la que permite a las células 

tiempo ilimitado, actuando de reservorio ante dist

fisiológicas/homeostáticas

importante para la generación de distintos tipos ce

                           
                       Figura 1: 
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TRONCALES O STEM CELLS 

las células troncales o stem cells 

troncales o stem cells a un tipo especial de células indiferenciadas 

que tienen la capacidad de dividirse indefinidamente sin perder sus propiedades 

a múltiples estirpes celulares tanto morfológica como funcionalmente

Las células troncales poseen una serie de rasgos 

identificarlas, como la expresión de ciertos marcadores de superficie celular, la 

de transcripción específicos, y receptores de factores de 

algunas características son comunes a distintos tipos de células

, en general, las células stem de distintos tejidos poseen 

que permiten distinguirlas. A pesar de su diferente origen tisular y 

ontogénico, todas las células troncales comparten las dos características 

pueden expresarlas en distinto grado (Liew et al., 2005)

uto-renovación: Capacidad que poseen 

perpetuarse a través de sucesivas divisiones mitóticas simétricas dando lugar a 

as con características idénticas a las de su progenitora. Esta 

e permite a las células troncales mantenerse en estado indiferenciado durante

, actuando de reservorio ante distintas necesidades 

homeostáticas. Este hecho convierte a la célula troncal

importante para la generación de distintos tipos celulares (Figura1) 

 
Figura 1: División de una Célula Madre o troncal.  

Introducción 

a un tipo especial de células indiferenciadas 

que tienen la capacidad de dividirse indefinidamente sin perder sus propiedades de 

tanto morfológica como funcionalmente 

rasgos que permite 

identificarlas, como la expresión de ciertos marcadores de superficie celular, la 

receptores de factores de 

son comunes a distintos tipos de células 

de distintos tejidos poseen características 

pesar de su diferente origen tisular y 

dos características comunes 

(Liew et al., 2005): 

apacidad que poseen las células de 

perpetuarse a través de sucesivas divisiones mitóticas simétricas dando lugar a 

. Esta característica 

indiferenciado durante 

intas necesidades 

echo convierte a la célula troncal en una fuente 
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 Capacidad de diferenciación

a múltiples tipos celulares bajo diferentes estímulos. En un momento determinado, 

abandonan su estado indiferenciado y mediante un proceso de diferenciación 

regulado, dan lugar a distintos tipos celulares de su tejido o de otros tejidos 

adquiriendo las características morf

ejemplo, ante condiciones fisiologías adversas como

troncales comienzan un proceso de división asimétrica

idéntica a la célula progenitora y otra diferente que

celular (Inaba and Yamashita, 2012)

múltiples factores tanto a nivel 

Mediante este proceso las células 

capacidad pluripotente decreciente 

auto-renovación convirtiéndose en células funcion

2001).  

 

A medida que la célula troncal prolifera y se diferencia, va perdiendo esta capacidad

pluripotente, siendo esta más restringida y comprometiéndose a diferentes linajes. En 

este sentido, cuando el balance entre proliferación y diferenciación se altera puede 

desencadenar la aparición de cáncer,

diferenciación y un aumento de la proliferación
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Capacidad de diferenciación: Las células troncales son capaces de diferenciarse

celulares bajo diferentes estímulos. En un momento determinado, 

abandonan su estado indiferenciado y mediante un proceso de diferenciación 

distintos tipos celulares de su tejido o de otros tejidos 

adquiriendo las características morfológicas y funcionales correspondientes

nte condiciones fisiologías adversas como daño tisular, las células 

un proceso de división asimétrica produciendo una célula 

ogenitora y otra diferente que inicia el proceso de diferenciación 

(Inaba and Yamashita, 2012). Este proceso es complejo y está 

nivel molecular como a nivel de microambiente celular

ediante este proceso las células troncales van produciendo progenitores con

decreciente que poco a poco van perdiendo su capacidad de 

renovación convirtiéndose en células funcionales maduras (Merok and Sherley, 

ula troncal prolifera y se diferencia, va perdiendo esta capacidad

, siendo esta más restringida y comprometiéndose a diferentes linajes. En 

este sentido, cuando el balance entre proliferación y diferenciación se altera puede 

aparición de cáncer, situación caracterizada por un bloqueo de la 

diferenciación y un aumento de la proliferación de manera descontrolada

paces de diferenciarse 

celulares bajo diferentes estímulos. En un momento determinado, 

abandonan su estado indiferenciado y mediante un proceso de diferenciación 

distintos tipos celulares de su tejido o de otros tejidos 

s y funcionales correspondientes. Por 

daño tisular, las células 

produciendo una célula 

icia el proceso de diferenciación 

está mediado por 

ambiente celular. 

iendo progenitores con 

que poco a poco van perdiendo su capacidad de 

(Merok and Sherley, 

ula troncal prolifera y se diferencia, va perdiendo esta capacidad 

, siendo esta más restringida y comprometiéndose a diferentes linajes. En 

este sentido, cuando el balance entre proliferación y diferenciación se altera puede 

situación caracterizada por un bloqueo de la 

de manera descontrolada (Figura 2). 

 



  

 

 
 

 Figura 2: División celular normal 
perdido la capacidad de diferenciación y aumentado la 
división de las células está regulado por una serie de mecanismos de control que indican a la célula 
cuando comenzar a dividirse o mantenerse quiescente
alteran en una célula, ésta y sus descendientes
 
Las primeras evidencias científicas de qu

troncales, provienen de experimentos

años 50, centrados en la

siglas inglesas de Haematopoietic

McCulloch 1961). En clínica,

troncales adultas, en concreto de las HS

ello es el trasplante de progenitores hematopoyéticos

éxito por primera vez por el Prof. E. Donnal

Nobel de Medicina en 1990

reconstituir la hematopoyesis de 

trasplante de progenitores hematopoyéticos lejos de constituir un tratamiento curativo, 

representa en la actualidad una terapia de rescat

el sistema linfohematopoyético de pacientes aplas

citostáticos. 

Figura 3. Imagen representativa 
Profesor E. Donnall Thomas. 
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normal (izquierda) y división incontrolada de una célula tumoral que ha 
perdido la capacidad de diferenciación y aumentado la de proliferación (derecha
división de las células está regulado por una serie de mecanismos de control que indican a la célula 

comenzar a dividirse o mantenerse quiescente. Cuando estos mecanismos de control se 
alteran en una célula, ésta y sus descendientes pueden iniciar una división incontrolada

Las primeras evidencias científicas de que en el organismo humano había 

experimentos realizados por Till y McCulloch a finales de los 

as células troncales hematopoyéticas (en adelante, 

Haematopoietic Stem Cells) (McCulloch and Till 1960; 

clínica, se han explotado las propiedades de las

en concreto de las HSCs, desde hace más de 50 años.

trasplante de progenitores hematopoyéticos de médula ósea

vez por el Prof. E. Donnall Thomas (galardonado con el Premio 

icina en 1990), quien demostró el potencial de las HSCs 

reconstituir la hematopoyesis de pacientes afectados de leucemia

de progenitores hematopoyéticos lejos de constituir un tratamiento curativo, 

representa en la actualidad una terapia de rescate de inmenso valor para 

el sistema linfohematopoyético de pacientes aplasiados tras el tratamiento con 

Imagen representativa del primer trasplante de médula ósea realizado 
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y división incontrolada de una célula tumoral que ha 
derecha). El proceso de 

división de las células está regulado por una serie de mecanismos de control que indican a la célula 
. Cuando estos mecanismos de control se 

una división incontrolada.  

e en el organismo humano había células 

cCulloch a finales de los 

hematopoyéticas (en adelante, HSCs, 

(McCulloch and Till 1960; Till and 

propiedades de las células 

s de 50 años. Prueba de 

de médula ósea, realizado con 

galardonado con el Premio 

emostró el potencial de las HSCs para 

de leucemia (Figura 3). El 

de progenitores hematopoyéticos lejos de constituir un tratamiento curativo, 

e de inmenso valor para reconstituir 

dos tras el tratamiento con 

 
realizado con éxito del 
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El interés en las células troncales ha crecido de forma exponencial a partir de la 

identificación, caracterización, y aislamiento de las hESCs (Thomson et al., 1998), y 

también del potencial de uso de las mismas como alternativa terapéutica en multitud 

de patologías. Las hESCs, además de su posible aplicación clínica en el futuro, hoy 

en día, representan una herramienta biológica de inmenso valor para aplicaciones 

más inmediatas, como screening de moléculas y toxicidad embrionaria, biología del 

desarrollo y desarrollo de modelos de enfermedad.  

 

1.2. Tipos de células troncales 

Como ya se ha descrito, la célula troncal se caracteriza por dos propiedades 

fundamentalmente: auto-renovación y capacidad de diferenciación (Jordan et al., 

2006). Estas células además, se pueden clasificar según su capacidad o potencial de 

diferenciación en cuatro tipos, (Prosper and Verfaillie, 2003): 

 

• Célula troncal totipotente: célula capaz de originar un organismo completo, 

tanto los componentes embrionarios, como tejidos extraembrionarios. Se 

puede considerar que el zigoto es la única célula troncal totipotente. 

 

• Célula troncal pluripotente: aquella que puede formar cualquier tipo de célula 

procedente de las tres capas embrionarias (endodermo, ectodermo y 

mesodermo), pero no tejido extraembrionario, trofoectodermo. 

 

•  Célula troncal multipotente: aquella que sólo puede generar células de su 

misma capa o linaje embrionario. Por ejemplo, una célula troncal sanguínea 

será capaz de originar diferentes tipos celulares maduros y funcionales 

hematopoyéticos.  

 

•  Célula troncal unipotente o progenitor: célula que forma únicamente un tipo 

de célula particular (Sell, 2004). A medida que las células troncales van 
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perdiendo potencial y se van comprometiendo a una línea específica se 

conocen como progenitores.  

 

También, se puede hacer otra clasificación de las células troncales atendiendo al 

momento de desarrollo (ontogenia): 

 

• Célula troncal embrionaria: está célula deriva de la masa celular interna del 

blastocisto (hasta día 14 de desarrollo). Son células pluripotentes y pueden 

dar origen a todos los tejidos del embrión. 

 

• Célula troncal fetal: Este tipo celular está presente en múltiples tejidos 

durante el desarrollo fetal (entre el día 14 hasta el momento del nacimiento). 

Por ejemplo, las células hematopoyéticas son muy activas en el hígado fetal. 

 

• Célula troncal neonatal: son las células troncales obtenidas de la sangre del 

cordón umbilical y/o placenta. Existen evidencias científicas de que hay 

diferentes tipos de células troncales en el cordón umbilical, siendo por tanto 

una de las fuentes más aceptadas para la obtención de células con 

capacidad regenerativa de múltiples tejidos, puesto que no plantea 

controversia ética alguna.  

 

• Célula troncal adulta: son aquellas células obtenidas de diferentes tejidos 

adultos como médula ósea, cerebro, piel, glándula mamaria, colon, grasa 

etc. Las células troncales adultas regeneran tejidos que están sometidos a 

un continuo desgaste fisiológico. 

 
Mención aparte merece la pena que tengamos en cuenta un tipo de célula con 

capacidad pluripotente de enorme valor en el campo de la investigación y cuya 

utilización se ha extendido ya por todo el mundo en los últimos años, son las células 
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troncales pluripotentes inducidas (en adelante, iPSCs, siglas inglesas de induced 

pluripotent stem cells). Quizás, estas células junto con las hESCs son las únicas 

células troncales que se pueden considerar pluripotentes. Las iPSCs constituyen un 

tipo de células troncales pluripotentes derivadas a partir de una célula diana somática 

que inicialmente no es pluripotente. El procedimiento por el cual se obtienen estas 

células, es estocástico en general. Sobre una célula adulta diferenciada procedente 

de un tejido adulto, se induce la expresión ectópica de varios factores de 

transcripción, tales como Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4, capaces de de-diferenciarla. Las 

células iPSCs son capaces de de-diferenciarse a células de tejidos pertenecientes a 

las tres capas germinales (pluripotentes) y de formar teratomas in vivo (Yamanaka 

and Takahashi, 2006). Se denomina reprogramación a esta de-diferenciación, y los 

factores de transcripción utilizados pueden variar en función del grado de maduración 

de la célula que se quiere reprogramar, y parece que cuanto más inmadura sea la 

célula de partida menor número de factores de “reprogramación” son necesarios. Los 

factores de transcripción ectópicos deben estar silenciados posteriormente para 

conseguir que la capacidad de diferenciación de las iPSCs no se vea restringida y 

que las iPSCs sean reales y no dependientes de factores exógenos (Ramos-Mejia et 

al., 2012). 

 

1.2.1. Células troncales adultas  

Las células troncales adultas son células indiferenciadas con capacidad de auto-

renovación y con posibilidad de diferenciarse hacia tipos celulares especializados del 

tejido origen (Clarke and Frisen, 2001; Weissman, 2000a). Esta subpoblación de 

células que se encuentra en los tejidos adultos, son las encargadas de mantener una 

reserva funcional para reemplazar a células diferenciadas sometidas a un desgaste 

continuo. Se han identificado y caracterizado células troncales adultas en la mayoría 

de tejidos aunque en un porcentaje muy pequeño. En condiciones de homeostasia 

fisiológica, las células troncales adultas se encuentran en estado latente hasta que 

proliferan en respuesta a un estímulo fisiológico. Las células troncales adultas tienen 
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capacidad de renovación y de diferenciación hacia otros tipos celulares, pero en 

general de su mismo linaje embrionario (multipotentes). Sin embargo, existen varios 

estudios que aportan datos sugiriendo que la potencialidad de algunos tipos de 

células troncales adultas es mayor que la que en un principio se esperaría. Por 

ejemplo, las HSCs han demostrado capacidad para diferenciarse hacia diversos 

tejidos como hepatocitos (Lagasse et al., 2000), músculo cardiaco (Orlic et al., 2001), 

endotelio o tejidos derivados de las tres capas embrionarias (Daley et al., 2003; Grant 

et al., 2002; Krause et al., 2001; Priller et al., 2001). Este fenómeno por el que una 

célula troncal adulta de un tejido específico se diferencia a células de tejidos de otras 

capas germinales, se conoce como transdiferenciación o plasticidad celular, y no está 

exento de controversia, ya que mientras algunos estudios lo apoyan, otros trabajos 

cuestionan la existencia de dicha versatilidad celular, inclinándose por la idea de que 

es el resultado de fusiones celulares (Alvarez-Dolado et al., 2003; Terada et al., 2002; 

Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003; Ying et al., 2002). Esta capacidad 

también se ha demostrado en el caso de las células troncales mesenquimales (en 

adelante, MSCs, siglas inglesas de Mesenchymal stem cells) ya que las MSC han 

sido diferenciadas a tejido no mesodérmico como hepatocitos o células del sistema 

nervioso central (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2003).  

 

A pesar de que existen células troncales en la gran mayoría de tejidos adultos, las 

células troncales adultas que mejor se conocen y que se usan en la actualidad en 

terapias celulares son las HSCs y MSCs. 

 

1.2.1.1. Células troncales hematopoyéticas  
 
La hematopoyesis es el proceso fisiológico por el cual se produce la síntesis de todos 

los tipos celulares que componen la sangre. Su funcionamiento correcto permite la 

formación de células responsables del transporte de oxigeno, coagulación sanguínea 

y de la inmunidad. Es un sistema celular organizado jerárquicamente (Figura 4), 
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dónde las HSCs se encuentran en la cúspide, en los niveles intermedios se 

encuentran los progenitores hematopoyéticos (en adelante, HPCs, siglas inglesas de 

Hematopoietic Progenitor Cell), y en la base las células maduras de los diferentes 

linajes.  

 

      
Figura 4: Esquema representativo de la hematopoyesis. La HSCs tiene capacidad de auto-
renovación y comprende a las células troncales hematopoyéticas con capacidad de repoblación a 
largo plazo (en adelante, LT-HSC, siglas inglesas de Long Term Hematopoietic Stem Cell), y a corto 
plazo (en adelante, ST-HSC, siglas inglesas de Short Term Hematopietic Stem Cell), que 
constituyen los progenitores multipotentes. Los progenitores multipotente tienen menor capacidad 
de auto-renovarse y se diferencian a progenitor linfoide común (CLP) y progenitor mieloide común 
(CPM) que a su vez originan progenitores granulocito-monocíticos (GMP) y progenitores eritroides 
megacariocíticos (MEP), los cuales continúan con su proceso de diferenciación generando las 
células maduras circulantes: eritrocitos, megacariocitos, mastocitos, eosinofilos, neutrofilos, 
monocitos, linfocitos B y linfocitos T (Adaptada de Stuart H Orkin y Leonard I. Zon, Cell 2008, Vol 
132, pg 712). 
 

Las HSCs son las que tienen mayor capacidad de auto-renovación y de 

diferenciación, son capaces de generar todas las clases de HPCs y de células 

maduras de los dos linajes principales de células hematopoyéticas: mieloide y 

linfoide. Sin embargo, su tasa de proliferación es baja ya que son los progenitores los 
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que tienen una alta capacidad proliferativa que va disminuyendo en estadios 

maduros.  

 

Las HSCs se utilizan en clínica desde hace décadas en trasplantes de progenitores 

hematopoyéticos provenientes de médula ósea, sangre periférica movilizada y sangre 

de cordón umbilical, ya que como hemos señalado, contribuyen a reconstruir todos 

los linajes celulares hematopoyéticos. Son células multipotentes, las únicas 

responsables de regenerar a largo plazo el sistema hematopoyético del receptor post 

transplante, por ello se denominan LT-HSCs. Habitualmente se reconocen por un 

perfil de marcadores de superficie consistente en la expresión de la molécula CD34 y 

la falta de expresión del antígeno CD38, y de marcadores de distintos linajes (Lin), es 

decir son Lin-CD34+CD38-. El CD34 es uno de los antígenos mejor caracterizados 

que se expresa en las HSCs, en el 0,1% al 2% de las células de la médula ósea 

normal, incluyendo las unidades formadoras de colonias de todos los linajes y sus 

precursores, y esta expresión se va perdiendo durante el desarrollo hematopoyético, 

de tal modo que no aparece en las células maduras de sangre periférica (Civin et al., 

1984; Greaves et al., 1985; Katz et al., 1985; Menendez et al., 1998; Satterthwaite et 

al., 1990). Las HSCs son capaces de contribuir a la angiogénesis y vasculogénesis in 

vivo, de tal manera que la fracción celular CD34+ no sólo contiene progenitores 

hematopoyéticos, sino también células progenitoras endoteliales (Yoder and Ingram, 

2009). Existen evidencias sólidas que apoyan la hipótesis de His, que ya por el año 

1900 defendía la existencia de un precursor común hematopoyético y endotelial 

denominado hemangioblasto, [His, Abhandl. Math.-Phys. Ges. Wiss., 26:171 (1900)]. 

Este término actualmente se usa de forma similar al término precursor hemogénico, 

que parece ser una célula mesodérmica embrionaria capaz de originar el endotelio 

vascular y células hematopoyéticas. Este precursor hemogénico es temprano en el 

desarrollo y es capaz de originar de forma clonal linaje hematopoyético y endotelial 

(Menendez et al., 2004; Rafii and Lyden, 2003; Wang et al., 2004; Wang et al., 

2005b).  
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1.2.1.2. Células troncales mesenquimales  
 
Las MSCs han sido definidas como células multipotentes presentes en la médula 

ósea que constituye una fuente de progenitores mesodérmicos (Pittenger et al., 

1999). Los primeros estudios que se llevaron a cabo con estas células, comenzaron 

en la década de los sesenta y se extendieron hasta los setenta con los trabajos 

realizados por Friedenstein y colaboradores. (Friedenstein et al., 1970; Friedenstein et 

al., 1978; Friedenstein et al., 1968). Este grupo utilizó ratones para describir por vez 

primera una población de células adherentes de la médula ósea que formaban parte 

del estroma medular y que daba origen al microambiente hematopoyético. A estas 

células se les denominó por primera vez unidades formadoras de colonias de 

fibroblastos (en adelante, CFU-F, siglas inglesas de Colony Forming Units Feeders).  

 

La caracterización de estas células se realiza en base a criterios morfológicos, 

funcionales y fenotípicos propuestos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular 

(en adelante, ISCT siglas inglesas de International Society for Cellular Therapy ) 

(Dominici et al., 2006). Según estos criterios, las poblaciones de MSCs deben: i) 

adherirse al plástico cuando se mantienen en cultivo; ii) expresar los marcadores de 

superficie CD105, CD73, CD90, CD166, y no expresar marcadores 

hematoendoteliales tales como CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79b, HLA-DR y 

CD19; y iii) ser capaces de diferenciarse in vitro a osteoblastos, adipocitos y 

condroblastos (Pittenger et al., 1999). Además de las MSCs derivadas de la médula 

ósea, existen células que cumplen estas propiedades en muchos otros tejidos. Así, se 

han podido aislar o derivar MSCs a partir de tejido adiposo, cordón umbilical, hígado, 

músculo, pulpa dental o hESCs, (da Silva Meirelles et al., 2006; Gonzalez-Rey et al., 

2009; Kern et al., 2006; Sanchez et al., 2011; Yanez et al., 2006). En cualquier caso, 

parecen existir importantes diferencias entre propiedades de diferenciación in vivo de 

las MSCs derivadas de médula ósea y de otros tejidos (Bianco et al., 2008). 

Igualmente, no está claro aún si todas ellas mantienen el mismo potencial 
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inmunogénico/inmunomodulador. 

 

El uso potencial de las MSCs en terapia celular, radica en algunas características 

claves: i) la capacidad de diferenciarse en células de varias estirpes, está establecido 

que las MSCs tiene capacidad de diferenciación osteogénica, adipogénica y 

condrogénica, (Pittenger et al., 1999), y además, está reportado que pueden 

diferenciarse a otros tejidos mesodérmicos como musculo esquelético, miocardio o 

tejido endotelial (Mosna et al., 2010; Salem and Thiemermann, 2010), e incluso se ha 

descrito la capacidad de algunas sub-poblaciones de MSCs para diferenciarse a 

tejido no mesodérmicos como  hígado, páncreas y cerebro, (Dezawa et al., 2004), 

aunque este hecho es controvertido; ii) propiedades inmunomoduladoras de las 

MSCs con capacidad inmunosupresiva, ya que son capaces de inhibir la respuesta 

inmune generada en un organismo por otra causa (Le Blanc and Mougiakakos, 2012); 

iii) falta de inmunogenicidad, es decir, apenas provoca respuesta inmune, es decir 

son capaces de escapar al reconocimiento del sistema inmune de un organismo 

(Ringden et al., 2006); iv) capacidad de expansión ex vivo; v) capacidad para secretar 

factores solubles que modulan la capacidad proliferativa y la diferenciación de un 

amplio espectro de otras células diana y, vi) habilidad de migrar e injertar en tejidos 

dañados o tumorales. Todas estas características y sus propiedades inmuno-

privilegiadas están siendo explotadas para distintas aplicaciones clínicas en terapia 

génica y celular, incluyendo la reparación de tejidos, el tratamiento de la enfermedad 

injerto contra huésped o de enfermedades autoinmunes, así como su uso como 

vehículo para drogas antitumorales (Garcia-Castro et al., 2008; Rodriguez et al., 

2012). 

 

Por otra parte, la obtención y cultivo de las MSCs puede llevarse a cabo sin 

demasiada dificultad en laboratorios con experiencia en cultivos celulares. Sin 

embargo, la estabilidad genética de estas células puede verse afectada tras 

permanecer en cultivo in vitro de forma prolongada. La estabilidad genética es crucial 
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a la hora de utilizar las MSCs en aplicaciones clínicas concretas, ya que posibles 

alteraciones genéticas podrían comprometer su empleo con fines terapéuticos. En 

principio, fueron muchas las evidencias que ponían de manifiesto que estas células 

se mantienen euploides después de largo tiempo de cultivo, no detectándose 

anomalías cromosómicas ni mediante citogenética convencional ni tampoco por 

arrays de hibridación genómica comparada (en adelante, aCGH, siglas inglesas de 

arrays Comparative Genomic Hybridization) (Bernardo et al., 2007). No obstante, 

también se han reportado casos de aneuploidias dependientes de donante en el 

cultivo a largo plazo de MSCs, sin observarse en cualquier caso signos de 

transformación celular (Tarte et al., 2010). Incluso, trabajos que inicialmente 

describían transformaciones espontáneas en cultivos de MSCs de médula ósea o 

tejido adiposo (en adelante, ASCs, siglas inglesas de Adipose Stem Cells) 

determinaron que las alteraciones descritas en estos estudios se debieron a 

contaminaciones cruzadas de los cultivos de MSCs con líneas celulares epiteliales 

(Garcia et al., 2010; Torsvik et al., 2010). Por tanto, en principio todo ello sugeriría 

que el cultivo ex vivo de MSCs se mantiene estable sin que existan evidencias sólidas 

de transformación espontánea de las células in vitro, lo que apoyaría el uso seguro de 

las MSCs en aplicación clínica. Sin embargo, hoy en día este aspecto resulta 

controvertido, pues estudios recientes revelan la aparición de alteraciones 

cromosómicas en cultivos in vitro de MSCs a partir del quinto pase (Ferreira et al., 

2012) y alteraciones en los cromosomas 6, 8 y 11 en cultivo de MSCs a partir del 

pase once y doce (Nikitina et al., 2011), por lo que numerosos trabajos sugieren que 

es necesario realizar análisis más completos para asegurar el empleo de estas 

células en terapia génica y celular (Binato et al., 2013). 

 

1.2.2. Células troncales embrionarias humanas 

Las primeras ESCs se derivaron en 1981 a partir de blastocitos murinos (Evans and 

Kaufman, 1981; Martin, 1981), sentando las bases biológicas y metodológicas para la 

derivación de hESCs en 1998 a partir de la masa celular interna (en adelante, ICM, 
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siglas inglesas de Inner Cell Mass) de embriones sobrantes de ciclos de fecundación 

in vitro (Thomson et al., 1998) (Figura 5). Este hecho cobró gran relevancia en toda la 

comunidad cientifica puesto que albergaba esperanza para la curación de 

enfermedades que hasta el momento no tenían tratamiento. Este grupo consiguió 

derivar cinco líneas de hESCs utilizando un cultivo de fibroblastos de origen murino 

(en adelante, MEFs, sigla inglesa de Mouse Embryonic Fibroblast), como capa de 

células de soporte o tambien llamados feeders. Las cinco líneas denominadas H1, 

H7, H9, H13 y H14, fueron caracterizadas mediante técnicas fenotípicas y 

moleculares en estudios funcionales tanto in vivo como in vitro (Thomson et al., 

1998).  

 

Las hESCs constituyen una herramienta biológica sin precedentes no sólo para 

posibles aplicaciones en terapia celular, sino tambien para el screening de fármacos, 

modelo de estudio en el desarrollo embrionario y especificación tisular, y para el 

estudio de la etiología y patogénesis de enfermedades que se desarrollan en estadios 

prenatales (Jones and Thomson, 2000; Menendez et al., 2006; Reubinoff et al., 2000; 

Thomson and Odorico, 2000). 

 

 
Figura 5: A. Colonia de células derivadas de la masa celular interna sobre fibroblastos de ratón 
ocho horas antes de disociarla por primera vez. B. Colonia celular de la línea embrionaria H9. C. 
Detalle de las células de la línea embrionaria H9 escalada a 50 µm. D. Células diferenciadas de la 
línea embrionaria H9 a los cinco días de ser cultivadas sin fibroblastos de ratón. (Adaptada de 
Thomson et al 1998 Science, Vol. 282)  
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Las hESCs que se originan de cultivos celulares derivados a partir de la ICM del 

blastocisto además de la capacidad de auto-renovación, tienen capacidad de 

diferenciarse hacia células de cualquier linaje, lo que en definitiva significa, capacidad 

de formar las células de todos los tejidos del organismo (pluripotencia). Las hESCs 

además, deben de cumplir una serie de requisitos para que puedan ser consideradas 

como pluripotentes. Estos requisitos los podemos resumir en: i) capacidad para 

propagarse en estado indiferenciado, pudiendo experimentar un número ilimitado de 

divisiones simétricas sin diferenciarse; y ii) demostrar capacidad de diferenciación 

hacia todos los tejidos pertenecientes a las tres capas germinales, tanto in vitro, como 

in vivo. En cuanto a la capacidad de diferenciación in vitro, la forma común es 

mediante formación de cuerpos embriodes (en adelante, EB, siglas inglesas de 

Embryoid Bodies). In vivo se manifiesta la capacidad de diferenciación mediante la 

formación de teratomas al inyectar las hESCs en ratones inmunodeprimidos. Esta 

metodología demuestra la capacidad de las células para diferenciarse hacia las tres 

capas embrionarias, mesodermo, endodermo y ectodermo (Reubinoff et al., 2000). En 

la actualidad ya hay grupos trabajando en el desarrollo de una metodología basada 

en plataformas bioinformaticas para medir la expresión de ciertos mRNAs 

característicos en células pluripotentes, como es el caso del “Pluritest”, que consiste 

en un plataforma bioinformatica que predice el grado de pluripotencialidad de un 

cultivo celular sin necesidad de generar teratomas. Este ensayo cada vez está mas 

consolidado en el campo (Muller et al., 2008). 

 

Además, cobra importancia en la derivación, el mantenimiento y la estandarización de 

los cultivos de hESCs, mantenerlos estables genéticamente tras cultivarlos durante 

largos periodos, ya que si no es así las hESCs no resultarían seguras en el posible 

uso terapeutico o al ser utilizadas como herramienta para modelos de enfermedad 

(Draper et al., 2004a; Menendez et al., 2006). Las hESCs crecen en colonias con una 

morfología epitelial y presentan positividad para los antígenos de pluripotencia SSEA-

3, SSEA-4, TRA1-60, TRA1-81. Además, expresan factores de transcripción que 
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demuestran su estado pluripotente como son Oct3/4, Nanog, Rex-1, DMNT1 y Sox-2 

(Chambers et al., 2003; Nichols et al., 1998; Niwa et al., 2000). 

 

La ausencia de alteraciones genéticas es una cualidad buscada en las hESCs para 

cualquiera de sus posibles aplicaciones. En alguna de las líneas celulares con las que 

se trabaja en la actualidad, a nivel mundial, se han observado cambios cromosómicos 

gruesos, como trisomias, y en muchas otras se han observado alteraciones más finas 

como microdeleciones, amplificaciones, o variaciones en el número de copias de un 

gen. Estos cambios genéticos menores se conocen como variación en el número de 

copias (en adelante, CNV, siglas inglesas de Copy Number Variation). Algunas de 

estas alteraciones se han relacionado con fénomenos de oncogénesis (Draper et al., 

2004b), mientras que la relevancia funcional de muchas otras hoy en día se 

desconoce. Estas alteraciones se han asociado a la adaptación de las células a las 

condiciones de cultivo (con o sin feeder) (Figura 6) o al uso de diferentes métodos 

enzimáticos en las prácticas de cultivo (Imreh et al., 2006).  

 

 
Figura 6: A. Colonias de hESCs cultivadas sobre feeders. B. Colonia de hESCS cultivadas en un 
sistema libre de feeders. Ambos tipos de colonias son de la línea celular AND1, derivada en el 
Banco Andaluz de Células Madre (BACM) en el año 2008. (Imagen cedida por el BACM). 
 
 
 

A BA B
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Por todo ello, es importante controlar la estabilidad cariotípica y genética de las 

células tanto in vivo como in vitro, estableciendo protocolos de actuación con todas 

aquellas técnicas a nuestro alcance que nos permitan obtener la más precisa 

información del estatus genético de las hESCs (Meisner and Johnson, 2008; Zucchelli 

et al., 2012).  

 

1.3. Estabilidad genética de las hESCs 

Las hESCs han supuesto un considerable avance, no sólo en medicina regenerativa y 

terapia celular, sino también en biología básica. El potencial uso terapéutico y como 

herramienta biológica de las hESCs requiere garantías de calidad, seguridad y 

trazabilidad mediante la implantación de exhaustivos programas de control de calidad, 

como quedó de manifiesto en las directrices propuestas por una iniciativa 

internacional de banqueo de células troncales (en adelante, ISCBI siglas inglesas de 

International Stem Cell Banking Initiative) (Adewumi et al., 2007). Esta directrices 

tenían como objeto establecer unos estándares de calidad de aplicación mundial en el 

ámbito de las hESCs, para la derivación, caracterización, y mantenimiento de las 

mismas para su uso en investigación (Andrews et al., 2009). 

 

Uno de los principales problemas de las hESCs es la aparición de alteraciones 

cromosómicas e inestabilidad genómica tras periodos de cultivo extenso (Cowan et 

al., 2004; Draper et al., 2004b; Imreh et al., 2006; Inzunza et al., 2004; Maitra et al., 

2005; Menendez et al., 2005a; Menendez et al., 2005b; Mitalipova et al., 2005; Moralli 

et al., 2010; Ringden et al., 2003; Rosler et al., 2004). Por esta razón es necesario 

analizar el estatus cromosómico y, por supuesto, emplear técnicas de alta resolución 

para su evaluación. De otro modo, difícilmente podremos desarrollar modelos de 

enfermedad fiables, entender mecanismos reales que regulen el balance entre 

pluripotencia y especificación celular, o avanzar hacia futuras aplicaciones 

terapéuticas con hESCs o su progenie (Buzzard et al., 2004; Mandal et al., 2006; 

Ringden et al., 2003). No debemos olvidar que las anomalías genéticas pueden 
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actuar como eventos oncogénicos que cooperan con las mutaciones o genes de 

fusión ectópicos que se pretenden estudiar.  

 

La estabilidad cromosómica en una línea celular consiste, en el mantenimiento de un 

cariotipo normal tanto numérica como estructuralmente. Muchas hESCs desarrollan, 

tras sucesivos pases en cultivos, aberraciones cromosómicas, adquiriendo un estatus 

genético inestable (Allegrucci and Young, 2007; Andrews et al., 2005; Baker et al., 

2007; Brimble et al., 2004; Caisander et al., 2006; Cowan et al., 2004; Draper et al., 

2004b; Hanson and Caisander, 2005; Inzunza et al., 2004; Laurent et al., 2011; 

Ludwig et al., 2006; Maitra et al., 2005; Mitalipova et al., 2005; Moon et al., 2011; 

Moore et al., 2010; Moralli et al., 2010; Narva et al., 2010; Rosler et al., 2004; Spits et 

al., 2008; Stephenson et al., 2010; Zucchelli et al., 2012). Esto podría deberse a las 

características propias del cultivo de las hESCs. Algunos trabajos han revelado sin 

embargo, la posibilidad de que esto ocurra debido al método de sub-cultivo utilizado, 

de forma que, la disección mecánica de las células preservaría su integridad genética 

mejor que los métodos enzimáticos (Brimble et al., 2004; Buzzard et al., 2004; Cowan 

et al., 2004; Meisner and Johnson, 2008; Mitalipova et al., 2005), aunque se ha 

encontrado alguna aneuploidía esporádica en cultivos sometidos a pases mecánicos 

(Buzzard et al., 2004; Caisander et al., 2006). No podemos obviar que estas 

alteraciones cromosómicas más o menos groseras que se han descrito en las hESCs 

no son exclusivas en células humanas, y en iPSCs,  ya que también se ha descrito la 

aparición de alteraciones cromosómicas en ESCs derivadas de embriones de ratón, 

lo cual demuestra que las células troncales de otras especies también son 

susceptibles de generar inestabilidad genética (Cortes et al., 2008; Guo et al., 2005; 

Miura et al., 2006; Rebuzzini et al., 2008). 

 

En muchos casos las alteraciones cromosómicas que adquieren las hESCs afectan a 

unos cromosomas en concreto. Es el caso de los cromosomas 12, 17 y X, cuyas 

aneuploidías han sido reportadas de modo recurrente (Blum and Benvenisty, 2009; 
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Brimble et al., 2004; Cowan et al., 2004; Draper et al., 2004b; Hanson and Caisander, 

2005; Inzunza et al., 2004; Lakshmipathy et al., 2004; Maitra et al., 2005; Mitalipova et 

al., 2005; Rosler et al., 2004). Es importante resaltar, que las alteraciones 

cromosómicas observadas en hESCs, son comunes a las observadas en sus 

homólogos tumorales, las células madre de carcinoma embrionario (Brimble et al., 

2004; Clark et al., 2004). De hecho, el extra cromosoma 12p, es común en células 

primitivas de teratocarcinoma (Clark et al., 2004; Draper et al., 2004b; Skotheim et al., 

2002) y la amplificación del 17q, está asociada a un tumor infantil con posible origen 

prenatal, el neuroblastoma (Westermann and Schwab, 2002). Además, genes que 

controlan la auto-renovación, pluripotencia, diferenciación y apoptosis tales como, 

STELLAR, NANOG, GDF3, GRB2, BIRC5 y NT3, están localizados en estos 

cromosomas (Burdon et al., 2002; Clark et al., 2004; Chiou et al., 2003; Pyle et al., 

2006), y el cultivo in vitro como in vivo puede posibilitar la selección de las células con 

mayor número de copias de estos genes.  

 

Otros estudios revelan la aparición de anomalías cromosómicas en aproximadamente 

el 20% de las células que componen el cultivo, apareciendo en la mayoría de los 

casos alteraciones en mosaico (Hoffman and Carpenter, 2005). Es posible, incluso, 

que los métodos enzimáticos puedan favorecer la selección de clones portadores de 

mutaciones o translocaciones cromosómicas que les confiera alguna ventaja 

proliferativa (Mikkola et al., 2006). Sin embargo, las hESCs expandidas por cultivo 

mecánico mantenidas de forma prolongada han sido cromosómicamente estables 

después de procesos de congelación-descongelación tras más de 35 meses (Hanson 

and Caisander, 2005). Otros autores proponen que los cultivos con disgregación 

mecánica, deberían usarse inicialmente para los primeros 20-30 pases, para 

asegurarse de este modo, el establecimiento de un stock de congelación 

cromosómicamente correcto (Crook et al., 2010). Sin embargo, no podemos olvidar 

que las características intrínsecas de la línea celular desde el momento de la 

derivación pueden jugar un importante papel en el mantenimiento de la estabilidad 
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cromosómica, ya que líneas diferentes sometidas a las mismas condiciones de 

cultivo, pueden manifestar distinto grado de inestabilidad indicando variaciones en 

cuanto a la adaptación al medio y diferentes grados de predisposición a adquirir cierta 

inestabilidad cromosómica. Incluso, el origen del embrión del que procede la línea, 

puede condicionar esta inestabilidad, ya que entorno al 50% de los embriones 

generados por fecundación in vitro (en adelante, FIV), tienen alteraciones 

cromosómicas como aneuploidías, poliploidías y haploidías (Hanson and Caisander, 

2005; Harper et al., 1995; Ilic et al., 2010; Marquez et al., 2000; Munne et al., 1994; 

Voullaire et al., 2002; Wilton, 2002), y muchas de estas alteraciones no son 

compatibles con el desarrollo embrionario. 

 

Por tanto, con los datos recopilados hasta ahora (Tabla 1), parece que existen 

alteraciones cromosómicas capaces de tener una relevancia en la 

homeostasis/estabilidad de los cultivos, pero en el caso de otras alteraciones, 

principalmente las pequeñas deleciones, amplificaciones o CNVs, el efecto sobre la 

homeostasis y el fenotipo de los cultivos estaría aún por determinar. Algunos trabajos 

publicados describen alteraciones genéticas de las hESCs determinadas mediante 

técnicas de alta resolución (Elliott et al., 2010; Narva et al., 2010; Wu et al., 2008; 

Zucchelli et al., 2012). Sin embargo, no se establece el efecto directo de dichas 

alteraciones en el comportamiento de las líneas de hESC estudiadas. Puede ser que 

afecten el genotipo de las células, alterando la regulación de secuencias concretas 

mediante la amplificación de genes o eliminación de copias. Si se ha descrito, que los 

CNVs alteran el nivel de expresión de alrededor del 30% de los genes en los que se 

presentan, y casi la mitad de ellos están relacionados con procesos oncológicos 

(Narva et al., 2010). 
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Referencia Tipo  
celular 

Pases 
de 
cultivo 

Método  
de 
análisis 

Alteración cromosómica  
encontrada 

Amit et al 
2000 

hESCs 175 SKY 
Cariotipo 

Ninguna 

(Brimble et al., 
2004) 

hESCs 84 Cariotipo Trisomia de 
1,7,8,12,14,17, X 

(Buzzard et 
al., 2004) 

hESCs 134 Cariotipo 46,Y,t(X;17)(p11;p13) 

(Cowan et al., 
2004) 

hESCs 46 Cariotipo Trisomia 12, (2q+) 

(Draper et al., 
2004b) 

hESCs 65 Cariotipo 
FISH 

Trisomia 12,17q y17; 
Isocromosoma 12p 

Inzunza et al. 
2004 

hESCs 61 Cariotipo, 
CGH, 
FISH 

Amplificación Xqter-Xq21; 
Deleción Xq21-Xter 
46,X, idic(X)(q21) 

Rosler et al 
2004 
 

hESCs ~99  Cariotipo Trisomia 20   (anomalía 
más frecuentemente 
encontrada ) 

Heins et al 
2004 
 

hESCs ~78 Cariotipo 
FISH 

Trisomia 13 
Triploidia 

Mitalipova et 
al. 2005 

hESCs 105 Cariotipo 
FISH 

Trisomia 12,14,17,20 y X 

Sjogren-
Jansson et al. 
2005 

hESCs 35 Cariotipo 
FISH 

Ninguna 

Maitra et al. 
2005 

hESCs 205 SNP, 
FISH, 
Q-PCR 

Amplificación 1,8,17q,20 
Deleción 13,18 

Imreh et al. 
2006 

hESCs 86 Cariotipo 
FISH 

Trisomia12 
Isocromosoma 12p 
Deleción 7q,18 

Xiao et al 
2006 

hESCs >20 Cariotipo 
SKY 

Extra copia 17q 
Traslocación t(10;17) 

Caisander et 
al. 2006 

hESCs 148 Cariotipo, 
CGH, 
FISH 

Trisomia 13 

Prokhorovich 
et al. 2007 

hESCs 53 Cariotipo Ninguna 

Lefort et al. hESCs 150 FISH, Trisomia 12, 
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2008 aCGH 
SNP 

Duplicación 20q11.21 

Spits et al. 
2008 

hESCs 276 aCGH Duplicación 3q26.33q27.2; 
5q14.qter, 7q33qter; 
8q24.21, 11q24.2q25 y 
20q11.21. 
Trisomia 17 y 22 
Deleción 18,  
Monosomia 18 

Wu et al. 2008 hESCs 120 aCGH Amplificación 1q21.3, 
11p15.5 y 20q11.21. 
Deleción 4q13.2, 6p21.32,  
7q34, 19p12 y 22q11.23 

Katayama et 
al 2001 
 

hESCs N.D Cariotipo  Ninguna 

Tian el al 
2005 
 

hESCS N.D. Cariotipo  Ninguna 

Mollamoham
madii et 
al.2009 
 

iPSCs  
hESCs 

8 
ND 

Cariotipo Ninguna 

Pakzad et al 
2010 
 

iPSCs 16 Cariotipo Ninguna 

Totonchi et al 
2010  
 

iPSCs 24 Cariotipo Ninguna 

Elliot et al. 
2010 
 

iPSCs N.D. Cariotipo 
aCGH 

Trisomia 1, 20 
Duplicación 5q23.1-q33.2, 
22q13.31 

Mayshar et al 
2010  

iPSCs  
hESCs 

63 Gene 
Expressio
n Profiling 
CGH, 
Cariotipo 

Trisomia 1,3,9,12,17, y 20 
Duplicación parcial  1p, 
3,6,8,9p11,12,16. 
Deleción parcial 
1,2,3,4,8,9,11,15,16q,17,1
9,21 

Laurent et al 
2011 

iPSCs  
hESCs 

5-34 
21-28 

SNP Trisomia 1, 3, 5, 12, 15,16, 
17, 20, 21, y X 
Duplicación 5, 12, 17 y 20. 
Deleción 7q 

Ramos-Mejia iPSCs 7 Cariotipo Traslocación t(1;17) 
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et al. 2010 SKY Trisomia 5 
Werbowetski-
Ogilvie et al. 
2009 

hESCs 20-24 Cariotipo, 
SKY 
aCGH 

Amplificación 20q11.1-
11.2 
Deleción 5q34a-5q34b;5q3 
Trisomia en mosaico 12 

Moon et al 
2011 
 

hESCs N.D Cariotipo Trisomia 12 

Moore et al 
2010 

hEScs 40 aCGH 
Cariotipo 

Ninguna 

Narva et al 
2010 

hESCs N.D SNPs CNV 
LOH 

Elliot et al 
2010 

hESCs 
iPSCs 

N.D aCGH Pequeñas duplicaciones y 
alteraciones estructurales 

Martins-Taylor 
et al 2011 

iPSCs >13 Cariotipo 
FISH 
aCGH 

Alteración 17, 21 
Amplificación 20q11.1-
11.2 
CNVs 1q31.3, 17q21.1 
Traslocación t(17;21) 

Zuchelli et al 
2012 
 

hESCs N.D SNP Ganancia parcial X 

 
Tabla 1: Resumen de las alteraciones citogenéticas descritas en hESCs y iPSCs con diferentes 
técnicas de detección. (N.D: pases de cultivo no determinado) 
 

A continuación se describen las técnicas de citogenética empleadas para la 

evaluación de la estabilidad cromosómica, principalmente de hESCs y MSCs, 

utilizadas en esta tesis doctoral. Se han utilizado diferentes métodos que han 

aportado resultados complementarios en cada uno de los casos estudiados, ya que 

no todas las técnicas empleadas tienen la misma resolución, hemos conseguido al 

combinarlas, un análisis más detallado del estatus cromosómico de los tipos celulares 

utilizados en nuestros trabajos. 

 

1.3.1. Métodos de Estudio  

1.3.1.1. Cariotipo convencional 

En los últimos cincuenta años, el análisis del cariotipo ha sido una prueba estándar 



  

 

 
 

para la detección de anomalías cromos

previamente tratada, para obtener cromos

tinción para poner de man

homólogos, ha sido la metodología empleada desde hace años

Yunis, 1976). Esta técnica descrita a principios de los años setenta 

hoy informativa y se sigue utilizando para la detección de anomalías en innumerables 

patologías, con una sensibilidad estimada

mejores condiciones, la resolución de la técnica es considerada aproximadamente de 

5 Mb, mientras que en algunas regiones del genoma, alteraciones de 10 Mb pueden 

ser muy difíciles de detectar

 

    
 
Figura 7: Metodología realizada desde los años 70 para el estudio de la dotación cromosómica de 
una muestra. Los cromosomas son obtenidos después de detener el ciclo celular en mitosis, lisar y 
fijar los núcleos y posteriormente estudiar los cromosomas una vez teñid
 

A pesar de todo ello, el cariotipo convencional, 

cromosomopatías como test mínimo recomendado

embrionaria por el consenso de

organización en su última reunión de Junio

mayor resolución como los 

aCGH, siglas inglesas de 

de un solo nucleótido (

Polymorphism).   

 

 

27 

para la detección de anomalías cromosómicas. La extensión de la muestra

para obtener cromosomas que posteriormente se les aplica una 

para poner de manifiesto las bandas cromosómicas y comparar las parejas de 

ha sido la metodología empleada desde hace años 

Esta técnica descrita a principios de los años setenta 

se sigue utilizando para la detección de anomalías en innumerables 

a sensibilidad estimada entre 5-20 Mb. Sin embargo, bajo las 

mejores condiciones, la resolución de la técnica es considerada aproximadamente de 

Mb, mientras que en algunas regiones del genoma, alteraciones de 10 Mb pueden 

ser muy difíciles de detectar. 

Metodología realizada desde los años 70 para el estudio de la dotación cromosómica de 
una muestra. Los cromosomas son obtenidos después de detener el ciclo celular en mitosis, lisar y 
fijar los núcleos y posteriormente estudiar los cromosomas una vez teñidos adecuadamente.

el cariotipo convencional, se ha utilizado para la detección de 

como test mínimo recomendado en el depósito de una línea celular 

por el consenso de ISCBI. No obstante, las recomendaciones

ión en su última reunión de Junio de 2013 es utilizar además, 

resolución como los arrays de hibridación genómica comparada 

siglas inglesas de Arrays Comparative Genomic Hybridization

(en adelante, SNP, siglas inglesas de 
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omas que posteriormente se les aplica una 

mparar las parejas de 

 (Seabright, 1971; 

Esta técnica descrita a principios de los años setenta (Figura 7), es aún 

se sigue utilizando para la detección de anomalías en innumerables 

Sin embargo, bajo las 

mejores condiciones, la resolución de la técnica es considerada aproximadamente de 

Mb, mientras que en algunas regiones del genoma, alteraciones de 10 Mb pueden 
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además, técnicas de 

hibridación genómica comparada (en adelante, 

Comparative Genomic Hybridization) y polimorfismos 

siglas inglesas de Single Nucleotide 
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1.3.1.2. Hibridación in situ 

A finales de 1980, las tecnologías de clonaje y el aumento en la sensibilidad de los 

anticuerpos, facilitaron el rápido desarrollo de las metodologías basadas en 

hibridación in situ fluorescente

situ hybridization ). El fundamento 

marcada con un fluorocromo 

en la metafase cromosómica o en el 

ventaja sobre el cariotipo convencional

(Figura 8). Las alteraciones cromosómicas de un tamaño menor a

reorganizaciones crípticas son difíciles de identificar mediante la técnica de bandeo 

cromosómico debido a que la

técnicas de citogenética molecular basadas en FISH y que combinan la citogenética 

convencional con la genética molecular intentan paliar

técnicas aportan una mayor informa

cariotipo. La técnica de FISH permite detectar anomalías numéricas y estructurales 

que con frecuencia pueden pasar desapercibidas con técnicas de bandeo 

cromosómico (Catalina et al., 2007)

técnica de FISH se elige cuan

se sospecha previamente. 

completo, ya que el fundamento es la 

para la evaluación del estatus de genes
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 fluorescente 

A finales de 1980, las tecnologías de clonaje y el aumento en la sensibilidad de los 

anticuerpos, facilitaron el rápido desarrollo de las metodologías basadas en 

fluorescente (en adelante, FISH, siglas inglesas de Fluorescence in 

. El fundamento de la FISH es la hibridación de una sonda de ADN 

un fluorocromo sobre una secuencia complementaria del genoma, bien 

en la metafase cromosómica o en el núcleo en interfase, lo que representa una 

cariotipo convencional, ya que no se necesita células en crecimiento 

Las alteraciones cromosómicas de un tamaño menor a

reorganizaciones crípticas son difíciles de identificar mediante la técnica de bandeo 

cromosómico debido a que la sensibilidad de la técnica no permite su detección. Las 

técnicas de citogenética molecular basadas en FISH y que combinan la citogenética 

convencional con la genética molecular intentan paliar, dichas limitaciones. Estas 

técnicas aportan una mayor información que permite una completa caracterización del 

La técnica de FISH permite detectar anomalías numéricas y estructurales 

que con frecuencia pueden pasar desapercibidas con técnicas de bandeo 

(Catalina et al., 2007). Sin embargo, es importante remarcar que 

se elige cuando queremos poner de manifiesto alguna alteración que 

 No se trata de una técnica para estudiar 

ya que el fundamento es la elección de una sonda o sondas determinadas 

para la evaluación del estatus de genes o cromosomas concretos.  

 

A finales de 1980, las tecnologías de clonaje y el aumento en la sensibilidad de los 

anticuerpos, facilitaron el rápido desarrollo de las metodologías basadas en 

Fluorescence in 

es la hibridación de una sonda de ADN 

sobre una secuencia complementaria del genoma, bien 

lo que representa una 

ya que no se necesita células en crecimiento 

Las alteraciones cromosómicas de un tamaño menor a 5 Mb o las 

reorganizaciones crípticas son difíciles de identificar mediante la técnica de bandeo 

sensibilidad de la técnica no permite su detección. Las 

técnicas de citogenética molecular basadas en FISH y que combinan la citogenética 

dichas limitaciones. Estas 

ción que permite una completa caracterización del 

La técnica de FISH permite detectar anomalías numéricas y estructurales 

que con frecuencia pueden pasar desapercibidas con técnicas de bandeo 

, es importante remarcar que la 

manifiesto alguna alteración que 

se trata de una técnica para estudiar el genoma 

sonda o sondas determinadas 
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Figura 8: A) Marcaje de FISH sobre el cromosoma 1 (rojo) y 5 (verde) en un núcleo en metafase de 
un cultivo de la línea celular HELA.  
 

En investigación con hESCs, la técnica de FISH ha sido utilizada con éxito para la 

detección de anomalías cromosómicas, confirmando trisomía parcial o completa de 

los cromosomas 12 y 17, trisomía en el cromosoma 13 y otras alteraciones en la que 

se ven implicados los cromosomas sexuales (Caisander et al., 2006; Draper et al., 

2004b; Heins et al., 2004; Ludwig et al., 2006; Mitalipova et al., 2005; Sjogren-

Jansson et al., 2005). También es utilizada de rutina en el diagnóstico, pronóstico e 

incluso indicador terapéutico en neoplasias hematológicas de muy diversa índole.  

 

1.3.1.3. Multi FISH (M-FISH) y cariotipo espectral 

Basadas en el fundamento de las técnicas de fluorescencia, en 1996 se desarrollaron 

dos tecnologías diferentes en metodología pero similares en cuanto a objetivo, 

sensibilidad y resolución: hibridación in situ fluorescente multicolor (en adelante, M-

FISH, siglas inglesas de Multicolor Fluorescence in situ Hybridization) (Speicher et al., 

1996) y el cariotipo espectral (en adelante, SKY, siglas inglesas de Spectral 

Karyotyping) (Schrock et al., 1996). Ambas técnicas permiten la detección e 

identificación simultánea de todos los cromosomas humanos, (también está 

desarrollada la técnica para la detección de alteraciones cromosómicas en ratón), 

mediante la combinación de cinco fluorocromos, las diferentes sondas de ADN se  

hibridan simultaneamnete sobre los cromosomas en metafase, consiguiendo de esta 

forma que el espectro de emisión de cada cromosoma sea único y diferenciable de 

los demás, de este modo, cada pareja queda “pintado”  en un solo color. La principal 

diferencia entre las dos técnicas es la manera en la que las imágenes de color son 

capturadas. Estas técnicas poseen una resolución de aproximadamente 1 Mb, 

necesita células en cultivo para obtener las metafases, y tanto el M-FISH como el 

SKY, se han mostrado muy útiles, principalmente, en neoplasias hematológicas 

dónde no es difícil obtener metafases tumorales, lo que ha propiciado la 
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caracterización de traslocaciones complejas, y la detección de alteraciones 

cromosómicas crípticas en cariotipos aparentemente normales, combinando la 

sensibilidad de la técnica de FISH con la ventaja del análisis citogenético 

convencional,  se obtiene una visión global de todas las alteraciones cromosómicas 

en un único experimento. Esto ha permitido identificar un gran número de nuevas 

alteraciones cromosómicas, lo que ha facilitado la búsqueda de nuevos genes 

implicados en esas alteraciones (Rao et al., 1998; Sawyer et al., 1998; Veldman et al., 

1997). En investigación con hESCs, se ha usado el SKY, ya que junto con otras 

técnicas más sensibles, tratan de paliar las limitaciones de la técnica clásica de 

bandeo cromosómico, con objeto de garantizar un análisis más riguroso de la 

estabilidad cromosómica de hESCs (Amit et al., 2000; Imreh et al., 2006; Xiao et al., 

2006). 

 

1.3.1.4. Hibridación genómica comparada 

Otra técnica de citogenética molecular descrita en esta década, es la hibridación 

genómica comparada CGH (Kallioniemi et al., 1992). En esta técnica se emplea ADN 

de la muestra objeto de estudio, no es necesario obtener metafases, y por tanto, 

obviamos la necesidad de células en crecimiento. La CGH ha contribuido 

significativamente al conocimiento de las alteraciones genéticas en neoplasias 

humanas. La metodología se basa en la hibridación competitiva de dos ADNs, ADN 

de referencia y ADN problema, marcados con diferentes fluorocromos, rojo y verde 

respectivamente, e hibridados sobre metafases normales. El principio fundamental de 

la CGH es que la cantidad de ADN que hibrida sobre la metafase es proporcional al 

número de copias de cada secuencia, de tal modo que una vez se excita la muestra a 

diferente longitud de onda se comparan los resultados obtenidos para cada 

fluorocromo. De esta forma si una zona del cromosoma reporta una mayor cantidad 

de fluorescencia verde, se interpretará como mayor proporción de ADN problema, 

interpretándose como una ganancia de material genómico en esa región. Si por el 

contrario, la mayor excitación se reporta en color rojo en una zona del cromosoma, se 



  

 

 
 

identificará con una mayor proporción de ADN control. Como este ADN control tiene 

una dotación genética normal, no se in

ADN control, sino como una menor proporción de ADN muestra, o lo que es lo mismo, 

como una deleción. Finalmente, una relación 1:1 en la excitación de ambas muestras, 

indica una misma cantidad de ADN.

de ganancias y pérdidas específicas (Figura 9), 

identificación de nuevos genes implicados e

 

Figura 9: El principio básico de la CGH es que la cantidad de ADN que 
proporcional al número de copias de cada secuencia. 
presentando un espectro rojo en ese fragmento
espectro totalmente verde.  
 

En tan sólo 8 años desde su aparición

en tumores (Forozan et al., 1997; Gebhart and Liehr, 2000; Knuutila et al., 1999; 

Knuutila et al., 1998; Zitzelsberger et al., 1997)

corresponden a leucemias y linfomas

hESCs, también ha sido utilizada ap

estatus genético de estas células

desapercibidas (Caisander et al., 2006; Inzunza et al., 2004; Lefort et al., 2008; 

Pickering et al., 2003). Sin embargo, la vigencia de esta técnica ha sido muy 

su uso se limita apenas a una

arrays de CGH, cuya metodología es parecida 

la hibridación se realiza sobre pocillos

fragmentos genómicos inmovilizados, aumentándose de este modo el número de 
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identificará con una mayor proporción de ADN control. Como este ADN control tiene 

una dotación genética normal, no se interpretaría como una mayor proporción de 

ADN control, sino como una menor proporción de ADN muestra, o lo que es lo mismo, 

como una deleción. Finalmente, una relación 1:1 en la excitación de ambas muestras, 

indica una misma cantidad de ADN. Por tanto esta técnica además de definir patrones 

de ganancias y pérdidas específicas (Figura 9), proporciona información para la 

identificación de nuevos genes implicados en procesos oncológicos. 

 
El principio básico de la CGH es que la cantidad de ADN que hibrida sobre la metafase es 

ro de copias de cada secuencia. A. Pérdida de material en 1p terminal 
espectro rojo en ese fragmento. B. Ganancia prácticamente completa 

desde su aparición, se publicaron  más de 3800 trabajos de CGH 

(Forozan et al., 1997; Gebhart and Liehr, 2000; Knuutila et al., 1999; 

Knuutila et al., 1998; Zitzelsberger et al., 1997), de los que 1 de cada 10 

corresponden a leucemias y linfomas (Lichter et al., 2000). En el campo de las 

, también ha sido utilizada aportando información más precisa

estatus genético de estas células, encontrando alteraciones que 

(Caisander et al., 2006; Inzunza et al., 2004; Lefort et al., 2008; 

Sin embargo, la vigencia de esta técnica ha sido muy 

su uso se limita apenas a una década, pues ha sido prácticamente desplazada por los 

de CGH, cuya metodología es parecida pero varía en la resolución, 

la hibridación se realiza sobre pocillos, no sobre metafases, y cada pocillo conti

fragmentos genómicos inmovilizados, aumentándose de este modo el número de 
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identificará con una mayor proporción de ADN control. Como este ADN control tiene 

terpretaría como una mayor proporción de 

ADN control, sino como una menor proporción de ADN muestra, o lo que es lo mismo, 

como una deleción. Finalmente, una relación 1:1 en la excitación de ambas muestras, 

técnica además de definir patrones 

información para la 

.  
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(Caisander et al., 2006; Inzunza et al., 2004; Lefort et al., 2008; 

Sin embargo, la vigencia de esta técnica ha sido muy breve y 

prácticamente desplazada por los 

resolución, y además 

y cada pocillo contiene 

fragmentos genómicos inmovilizados, aumentándose de este modo el número de 
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copias diana (Figura 10). Como ocurría con la técnica convencional, se marcan 

ambos ADNs y se hibridan sobre los pocillos. 

precisos que la CGH en metafase pudiéndose distinguir con precisión los puntos de 

corte de las alteraciones cromosómicas, así como pequeñas deleciones o 

duplicaciones que con los de metafase no podían ser distinguibles, por su menor 

resolución. 

 

 

                     
 
Figura 10: Esquema simplificado de CGH convencional y CGH 
las principales diferencias tanto en la hibridación (metafases y pocillos de ADN) como en 
de los resultados.  
 
 

1.3.1.5. Técnicas de alta resolución b

La secuenciación del genoma hum

y el desarrollo de la bioinformática

biochips de ADN. Esta tecnología permite

estado de miles de genes en diferentes condiciones biológicas mediante ensayos de 

hibridación. Desde el desarrollo del primer 
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Como ocurría con la técnica convencional, se marcan 

e hibridan sobre los pocillos. Los arrays de CGH son mucho más 

metafase pudiéndose distinguir con precisión los puntos de 

corte de las alteraciones cromosómicas, así como pequeñas deleciones o 

duplicaciones que con los de metafase no podían ser distinguibles, por su menor 

Esquema simplificado de CGH convencional y CGH arrays. En la figura se representan 
las principales diferencias tanto en la hibridación (metafases y pocillos de ADN) como en 

Técnicas de alta resolución basadas en Arrays de mapeo 

La secuenciación del genoma humano, los avances en las técnicas de miniaturización 

bioinformática, han permitido el desarrollo de los 

tecnología permite el análisis comparado y simultá

de miles de genes en diferentes condiciones biológicas mediante ensayos de 

Desde el desarrollo del primer chip de ADN en 1995 

Como ocurría con la técnica convencional, se marcan 

de CGH son mucho más 

metafase pudiéndose distinguir con precisión los puntos de 

corte de las alteraciones cromosómicas, así como pequeñas deleciones o 

duplicaciones que con los de metafase no podían ser distinguibles, por su menor 

 

. En la figura se representan 
las principales diferencias tanto en la hibridación (metafases y pocillos de ADN) como en el análisis 

 

las técnicas de miniaturización 

el desarrollo de los microarrays o 

el análisis comparado y simultáneo del 

de miles de genes en diferentes condiciones biológicas mediante ensayos de 

de ADN en 1995 (Schena et al., 
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1995), la comunidad científica ha especulado sobre las distintas posibilidades que 

esta tecnología puede ofrecer en el campo de la biomedicina. Combinando la 

tecnología de los microarrays y la CGH convencional, se describió en 1997 (Solinas-

Toldo et al., 1997) los arrays de CGH en la que la hibridación se realiza sobre 

fragmentos de ADN de menor tamaño. Hoy en día, se han consolidado en el área de 

la biomedicina y hay más de 15000 arrays depositados en el Centro Nacional para la 

Información Biotecnológica (en adelante, NCBI, siglas en inglés de National Center for 

Biotechnology Information).  

 

Los arrays de mapeo genético basados en la hibridación genómica comparada 

(arrays-CGH o aCGH) o en la tecnología de SNPs, representan una técnica de 

mapeo de alta resolución que permite estudiar el genoma completo detectando 

alteraciones numéricas. Los arrays ofrecen numerosas ventajas respecto a las 

técnicas de cariotipo convencional e incluso de citogenética molecular debido a su 

reproducibilidad, su rapidez y, por supuesto, su resolución que permite el mapeo 

preciso y exacto de los cromosomas ya que incrementan la resolución de Mb a Kb. 

Estos arrays de mapeo permiten analizar detalladamente el perfil de todos los 

cromosomas, (Figura 11), determinar el número de copias cromosómicas, el estado 

de heterocigosidad de los alelos para cada gen y la identificación de regiones 

homocigóticas resultantes de la pérdida de heterozigosis (en adelante, LOH, siglas 

inglesas de Loss heterozygosity) (Narva et al., 2010; Shinawi and Cheung, 2008).  

 

La resolución de los arrays de mapeo es aparentemente ilimitada, dependiendo 

únicamente del tamaño y del espaciamiento de las sondas de nucleótidos en el propio 

array. Sin embargo, esta técnica como cualquier otra, tiene algunas limitaciones como 

es la incapacidad para detectar reordenamientos tales como traslocaciones e 

inversiones o alteraciones con un nivel de mosaicísmo próximo o menor al 10% (Scott 

et al., 2010). 
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Figura 10: Figura representativa del e
derecha del ideograma se presentan las ventanas de número de copias cromosómicas (en adelante, 
CN, siglas inglesas de copy number
cromosoma según el array de SNP. Las tres pr
Para CN, los grados de rosa pálido a rojo oscuro reflejan el número de copias desde cero a tres 
respectivamente; para LOH, lo normal e
normal con la línea umbral (azul) localizada en el centro sobre la línea roja, la distribución de la línea 
umbral a la izquierda o a la derecha se presenta en situaciones de pérdida y ganancia 
respectivamente. La cuarta ventana, CN2, representa la imagen del número de c
cromosómicas interpretada por el software BedStudio; 
representan pérdida de una y dos copias respectivamente, el color azul representa ganancia 
cromosómica, y el resto del patrón en blanco hace referencia a número c
los datos de CN evidencian pérdida de 1p12
ganancias en 1q12-q23 de tres o más copias cromosómicas. (Imagen del BACM).
 
 
Hoy en día, no son pocos los laboratorios que han 

genómico de hESCs los arrays de mapeo genético

subcariotípicas que potencialmente pueden afectar al fenotipo celular de las líneas 

estudiadas. Se han utilizado 

arrays con una resolución de 25 kb 

et al., 2005) hasta arrays de 0.7 kb 

se han empleado arrays de CGH con una resolución entre 1 Mb a 6,4 kb 

2010; Lefort et al., 2008; Liang et al., 2008; Spits et al., 2008; Werbowetski

al., 2009; Wu et al., 2008). Además, se han empleado conj

CGH y de SNPs, estos últimos evidenciando mayor resolución 

34 

Figura representativa del estado del cromosoma 1 por array de mapeo genético. A la 
derecha del ideograma se presentan las ventanas de número de copias cromosómicas (en adelante, 

copy number); LOH, pérdida de heterocigosis; N, normal; y perfil del 
cromosoma según el array de SNP. Las tres primeras ventanas se obtuvieron con el

CN, los grados de rosa pálido a rojo oscuro reflejan el número de copias desde cero a tres 
respectivamente; para LOH, lo normal está en amarillo y LOH en azul. El perfil muestra el CN 

línea umbral (azul) localizada en el centro sobre la línea roja, la distribución de la línea 
umbral a la izquierda o a la derecha se presenta en situaciones de pérdida y ganancia 

. La cuarta ventana, CN2, representa la imagen del número de c
cromosómicas interpretada por el software BedStudio; dónde los colores naranja y marrón 
representan pérdida de una y dos copias respectivamente, el color azul representa ganancia 
cromosómica, y el resto del patrón en blanco hace referencia a número copias igual a dos. El perfil y 
los datos de CN evidencian pérdida de 1p12-p21 y 1p22 con LOH de estas mismas regiones, y 

q23 de tres o más copias cromosómicas. (Imagen del BACM). 

Hoy en día, no son pocos los laboratorios que han introducido para el análisis 

genómico de hESCs los arrays de mapeo genético, detectando alteraciones 

subcariotípicas que potencialmente pueden afectar al fenotipo celular de las líneas 

estudiadas. Se han utilizado arrays de SNPs de diferente densidad variando desde 

con una resolución de 25 kb (Josephson et al., 2006; Lefort et al., 2008; Maitra 

de 0.7 kb (Hovatta et al., 2010; Narva et al., 2010)

de CGH con una resolución entre 1 Mb a 6,4 kb 

2010; Lefort et al., 2008; Liang et al., 2008; Spits et al., 2008; Werbowetski

. Además, se han empleado conjuntamente los 

CGH y de SNPs, estos últimos evidenciando mayor resolución (Hovatta et al., 2010; 
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detectando alteraciones 

subcariotípicas que potencialmente pueden afectar al fenotipo celular de las líneas 

de SNPs de diferente densidad variando desde 

(Josephson et al., 2006; Lefort et al., 2008; Maitra 

(Hovatta et al., 2010; Narva et al., 2010). También 

de CGH con una resolución entre 1 Mb a 6,4 kb (Elliott et al., 

2010; Lefort et al., 2008; Liang et al., 2008; Spits et al., 2008; Werbowetski-Ogilvie et 

untamente los arrays de 
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Lefort et al., 2008). Por ejemplo, se han detectado zonas en el genoma en las hESCs 

en dónde la inestabilidad cromosómica es recurrente para un fragmento concreto del 

brazo q del cromosoma 20 (20q11.21) que abarca hasta 80 genes (Lefort et al., 2008; 

Maitra et al., 2005; Spits et al., 2008; Werbowetski-Ogilvie et al., 2009; Wu et al., 

2008), y además también se ha encontrado esta alteración en iPSCs (Elliott et al., 

2010; Laurent et al., 2011; Martins-Taylor et al., 2011). Concretamente esta 

amplificación de 20q11 está ampliamente reportada desde hace años en gran 

variedad de tumores como carcinoma de mama (Guan et al., 1996; Tanner et al., 

1996), cáncer de pulmón (Tonon et al., 2005), melanoma (Koynova et al., 2007), 

carcinoma hepatocelular (Midorikawa et al., 2006) y de vejiga (Hurst et al., 2004), 

síndromes mielodisplasicos y leucemia mieloide aguda (Mackinnon et al., 2010). Sin 

embargo, no está claro que gen o genes son los responsables de conferir ciertas 

ventajas evolutivas a aquellas células que han adquirido esta alteración (Lefort et al., 

2009). No obstante, hoy en día ya hay estudios que revelan la existencia de un grupo 

de genes, en concreto tres en este fragmento, expresados en hESCs, ID1, Bcl2l1 y 

HM13, en al menos > 20% de las líneas. De estos genes, BCL2L1, parece ser, un 

fuerte candidato para la conducción de la adaptación del cultivo de hESCs (Amps et 

al., 2011). Otros genes pueden modular la proliferación celular, proporcionando así 

una ventaja de crecimiento o supervivencia a las células mutadas.  

 

Está por tanto muy bien establecido que las hESCs sufren cambios 

cromosómicos/genómicos durante su adaptación al cultivo, y estas alteraciones 

pueden proporcionar ventaja selectiva a las células anormales en el crecimiento. 

Obviamente, este hecho concierne a los posibles usos de estas células. Por todo ello, 

es necesario realizar en los cultivos celulares de hESCs estudios de estabilidad 

genómica. Por tanto, las técnicas de baja resolución como el Bandeo-G pueden servir 

para un primer screening y así detectar las anomalías de mayor tamaño tales como 

inversiones y traslocaciones. Sin embargo, las técnicas de alta resolución como 
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aCGH o SNP han demostrado ser óptimas para la caracterización global de la 

estabilidad genómica de las hESCs y también de las iPSCs (Moore et al., 2010). 

 

1.4. Células troncales, cáncer y desarrollo 

En cáncer, muchas vías de señalización y factores de transcripción importantes en el 

desarrollo embrionario y la homeostasis de las células troncales están alteradas, y 

cada vez hay más evidencias que apoyan la conexión entre célula troncal y cáncer. 

La primera propuesta del origen del cáncer a partir de una célula troncal, fue realizada 

por Cohenheim en 1875 (Polyak and Hahn, 2006), que proponía que el cáncer era 

una réplica de una célula troncal embrionaria que se encontraba desubicada en el 

organismo adulto lo que derivaba en un proceso neoplásico. Durante los últimos 

años, multitud de trabajos han sugerido que el cáncer tiene su origen en un subtipo 

celular muy concreto: la célula troncal del tejido afectado por la enfermedad. Esto se 

ha sugerido en el caso concreto de la leucemia aguda (Bonnet and Dick, 1997), 

cáncer de colon (O'Brien et al., 2007), tumores cerebrales (Singh et al., 2004), cáncer 

de mama (Al-Hajj et al., 2003) y cáncer de piel e intestino (Merlos-Suarez et al., 2011; 

Vries et al., 2010), entre otros. Este hecho está avalado por dos explicaciones 

biológicas: i) las células troncales son altamente longevas, lo cual propicia la 

acumulación de alteraciones genéticas y epigenéticas a lo largo de los años y ii) 

debido a su escasez y al estado quiescente en el que se encuentran, son muy 

difíciles de destruir con agentes citotóxicos como la quimioterapia o radioterapia, ya 

que sobreexpresan proteínas transportadoras ABC (siglas inglesas de ATP-binding 

cassette) y proteínas MDR (siglas inglesas de Multi Drug Resistence) que les hace 

resistentes a citotóxicos. La célula troncal cancerosa sufre un bloqueo en la 

diferenciación y además no prolifera, por ello no es susceptible a la quimioterapia. 

Existe también, cierta controversia acerca de si las células troncales cancerosas se 

originan a partir de células troncales normales que han perdido la habilidad de regular 

la proliferación y auto-renovación, o si provienen de poblaciones más diferenciadas 

de células progenitoras que han adquirido habilidades de auto-renovación.  



  

 

 
 

Se han descrito muchos oncogenes y genes supresores tumorales que participan en 

la iniciación y progresión tumoral 

este sentido, se han propuesto varios mo

cáncer que explicarían tres

dentro del tumor: el modelo estocástico,

i) En el modelo estocástico 

capacidad de iniciar y mantener el tumor, e

todas las células son funcionalmente similares y por ello, los agentes citotóxicos 

deberían ir dirigidos contra la masa tumoral en su globalidad 

al., 2009; Visvader, 2011)

subpoblación celular dentro del tumor

Estas células pueden explicar la heterogeneidad celular

neoplásicos a partir de la diferenciación celular de las células hijas

    
 
Figura 12: Según el modelo jerárquico sólo una sub
características de CSC es capaz de formar nuevos tumores. Adaptada de Rey
Vol. 414 ,pg. 105. 
 

Según este modelo, las 

tumor primario, ya que esta función está acotada al compartimento de células 

troncales con capacidad iniciadora del tumor (en adelante, CSC, siglas inglesas de 
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Se han descrito muchos oncogenes y genes supresores tumorales que participan en 

la iniciación y progresión tumoral (Vogelstein and Kinzler, 2004; Weinberg, 1995)

se han propuesto varios modelos para la explicación 

cáncer que explicarían tres posibles patrones de proliferación celular

l tumor: el modelo estocástico, el modelo jerárquico y el modelo subclonal

lo estocástico todas las células del tumor poseen en princi

de iniciar y mantener el tumor, es decir, es un modelo “horizontal” dónde 

todas las células son funcionalmente similares y por ello, los agentes citotóxicos 

deberían ir dirigidos contra la masa tumoral en su globalidad (Dick, 2008; O'Brien et 

al., 2009; Visvader, 2011). ii) En el modelo jerárquico, sin embargo, 

celular dentro del tumor es la encargada de iniciar y mantener 

Estas células pueden explicar la heterogeneidad celular presente en los procesos 

sicos a partir de la diferenciación celular de las células hijas (Figura 12

 

Según el modelo jerárquico sólo una sub-población celular dentro del tumor con 
características de CSC es capaz de formar nuevos tumores. Adaptada de Reya et al., Nature, 2001, 

células progenitoras no son capaces de generar un nuevo 

tumor primario, ya que esta función está acotada al compartimento de células 

troncales con capacidad iniciadora del tumor (en adelante, CSC, siglas inglesas de 
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Se han descrito muchos oncogenes y genes supresores tumorales que participan en 

(Vogelstein and Kinzler, 2004; Weinberg, 1995). En 
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(Figura 12).  

población celular dentro del tumor con 
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Cancer Stem Cell) (Dick, 2008; O'Brien et al., 2009; Pardal et al., 2003; Reya et al., 

2001). La primera evidencia concluyente de un modelo jerárquico del cáncer que 

apoya la existencia de células troncales cancerosas fue publicada en 1997 por 

Bonnet y Dick (Bonnet and Dick, 1997). Estos autores, aislaron una subpoblación de 

células leucémicas que expresan CD34, un marcador de superficie específico de 

células progenitoras hematopoyéticas, pero que carecen del marcador CD38. Los 

autores demostraron que la subpoblación CD34+/CD38-, pero no la población 

CD34+/CD38+, es capaz de iniciar tumores primarios y secundarios que son 

histológicamente similares al tumor humano, en ratones inmunodeprimidos 

NOD/SCID. 

 

Poblaciones celulares con estas características han sido detectadas en multiples tipos 

histológicos de cáncer, entre ellos leucemias (Lapidot et al., 1994), tumores 

cerebrales (Singh et al., 2003), cáncer de mama (Dontu et al., 2003), cáncer de 

próstata (Collins et al., 2005), y se propone que podrían estar presentes en todo tipo 

de tumor (Collins et al., 2005; Maitland and Collins, 2005). 

 

Es muy importante destacar, que la célula que origina el tumor, la célula normal que 

adquiere la primera mutación iniciadora del cáncer, no tiene por que estar 

necesariamente relacionada con la CSC que es un subtipo celular dentro del tumor 

que mantiene el crecimiento maligno. Es decir, es obligado diferenciar entre dos 

conceptos: cancer-iniciating cell y cancer-stem cell. El primer concepto, hace 

referencia a la célula diana de las primeras mutaciones oncogénicas resultantes en 

transformación celular e iniciación del proceso neoplásico. El segundo, hace 

referencia a una pequeña fracción celular, (resistente a citostáticos), capaz de 

mantener el tumor en transplantes seriados. La cancer-iniciating cell y la cancer stem 

cell pueden coincidir o no, en función del tipo de tumor (Rodriguez et al., 2012; 

Visvader, 2011). Desde un punto de vista etiológico y patológico, la identificación de 

ambas células es igual de relevante para la biología del cáncer. Sin embargo, quizás 



  

 

 
 

la identificación y caracterización de la 

hacia el tratamiento y curación de la enfermedad, 

tratamientos personalizados y evitando la destrucción de todos los tejidos en 

proliferación con cócteles 

             
 
Figura 13: Sólo los tratamientos que afecten a las 
tumor evitando el riesgo de recaídas.
 

Estos tratamientos destruyen el tumor a corto plazo pero son incapaces de evitar, en 

la mayoría de los casos, las recaídas a largo plazo 

tratamientos de quimioterapia convencional dirigidos contra la masa tumoral, pero que 

rara vez afecta a las CSCs 

Rosen, 2006). Por tanto, un mayor conocimiento de estas células, puede ayudar a 

generar aproximaciones terapéuticas más dirigidas y eficaces. 

 
De otra parte, hay estudios recientes de secuenciación masiva 

que demuestran que el número 

puede variar (Stratton, 2011)

llamado “diversidad subclonal del cáncer” 

modelo, las células tumorales aunque 

evolutivas que propician que algunas de ellas tengan una ventaja competitiva a 

de sus características físicas en relación con la presión selectiva que ejerce el 
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la identificación y caracterización de la CSC es más relevante en estudios dirigidos 

a el tratamiento y curación de la enfermedad, permitiendo el desarrollo de 

tratamientos personalizados y evitando la destrucción de todos los tejidos en 

 complejos de quimioterapia (Figura 13).  

lo los tratamientos que afecten a las CSCs del tumor serán capaces
recaídas. (Adaptada de Reya et al., Nature, 2001, Vol. 

Estos tratamientos destruyen el tumor a corto plazo pero son incapaces de evitar, en 

la mayoría de los casos, las recaídas a largo plazo observadas después de 

tratamientos de quimioterapia convencional dirigidos contra la masa tumoral, pero que 

CSCs menos proliferativas (Al-Hajj et al., 2004; Zhang and 

. Por tanto, un mayor conocimiento de estas células, puede ayudar a 

generar aproximaciones terapéuticas más dirigidas y eficaces.  

De otra parte, hay estudios recientes de secuenciación masiva y estudios clonale

que demuestran que el número y tipo de mutaciones en las células de un tumor 

(Stratton, 2011). Esto ha permitido el desarrollo de un nuevo modelo 

llamado “diversidad subclonal del cáncer” (Greaves and Maley, 2012)

, las células tumorales aunque de origen clonal, tienen 

que propician que algunas de ellas tengan una ventaja competitiva a 

de sus características físicas en relación con la presión selectiva que ejerce el 
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CSCs del tumor serán capaces de destruir el 
, Vol. 414, pg. 105.) 

Estos tratamientos destruyen el tumor a corto plazo pero son incapaces de evitar, en 

observadas después de 

tratamientos de quimioterapia convencional dirigidos contra la masa tumoral, pero que 

Hajj et al., 2004; Zhang and 

. Por tanto, un mayor conocimiento de estas células, puede ayudar a 

y estudios clonales 

de mutaciones en las células de un tumor 

sto ha permitido el desarrollo de un nuevo modelo 

(Greaves and Maley, 2012). En este 

origen clonal, tienen unas diferencias 

que propician que algunas de ellas tengan una ventaja competitiva a través 

de sus características físicas en relación con la presión selectiva que ejerce el 
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microambiente, de esta forma algunos clones proliferarían mientras que otros se 

extinguen (Figura 14). En este contexto

sino que sigue un patrón derivativo

genéticamente distintos dentro del tumor lo que hace que esta evolución clonal y el 

posible tratamiento individualizado sea mucho más complejo que lo que inicialmente 

se había pensado. (Greaves, 2013)

              
 
Figura 14: Representación del modelo subclonal del cáncer en la que se aprecia una arquitectura 
ramificada de esta evolución clonal. La presión que ejerce el medio a lo largo del tiempo permite a 
algunos sub-clones evolucionar en cada etapa de la enfermedad, mientras q
extinguen. (Adaptada se Greaves and Maley,
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sugieren que el inicio de muchas alteraciones que conllevan al desarrollo de tumores, 

ocurren a nivel de células troncales

de auto-renovación y diferenciación son capaces de s

incontrolado de los tumores

capaces de proliferar indefinidamente 

celulares. Las células tumorales se caracterizan 
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, de esta forma algunos clones proliferarían mientras que otros se 

. En este contexto, la acumulación de mutaciones no es lineal 

derivativo desigual, de tal forma que se originan subclones 

genéticamente distintos dentro del tumor lo que hace que esta evolución clonal y el 

ento individualizado sea mucho más complejo que lo que inicialmente 

(Greaves, 2013).  

Representación del modelo subclonal del cáncer en la que se aprecia una arquitectura 
ión clonal. La presión que ejerce el medio a lo largo del tiempo permite a 

clones evolucionar en cada etapa de la enfermedad, mientras que otros subclones se 
extinguen. (Adaptada se Greaves and Maley, Nature. 2012 Vol 481, pg 306-13) 
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, como origen de diferentes tumores. Al respecto, numerosos grupos 

sugieren que el inicio de muchas alteraciones que conllevan al desarrollo de tumores, 

ocurren a nivel de células troncales, de tal forma que estas, debido a sus propiedades 

renovación y diferenciación son capaces de sostener el crecimiento 

incontrolado de los tumores (Clevers, 2011). Las hESCs son células 

capaces de proliferar indefinidamente in vitro y de diferenciarse en mú

celulares. Las células tumorales se caracterizan por presentar una proliferación

, de esta forma algunos clones proliferarían mientras que otros se 

acumulación de mutaciones no es lineal 

se originan subclones 

genéticamente distintos dentro del tumor lo que hace que esta evolución clonal y el 

ento individualizado sea mucho más complejo que lo que inicialmente 
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tir entre cáncer y 

Al respecto, numerosos grupos 

sugieren que el inicio de muchas alteraciones que conllevan al desarrollo de tumores, 

de tal forma que estas, debido a sus propiedades 

ostener el crecimiento 

son células pluripotentes 

y de diferenciarse en múltiples tejidos 

por presentar una proliferación 



   Introducción 

 

 41 
 

celular incontrolada asociada en muchos casos a un bloqueo en su capacidad de 

diferenciación. Estas premisas sugieren el empleo de las hESCs como una valiosa 

herramienta de trabajo con objeto de explorar como mutaciones puntuales, 

sobreexpresión o eliminación de genes, etc. pueden alterar el desarrollo y 

diferenciación a nivel embrionario. Este hecho, proporcionaría datos cruciales para 

comprender los mecanismos involucrados en la transformación y progresión tumoral, 

con especial énfasis en cáncer pediátrico/infantil dado que las hESCs están 

ontogénicamente próximas a la célula diana dónde se origina en útero el tumor. 

 

2. LEUCEMIA: Concepto y tipos 
 
Las leucemias constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias de células de la 

sangre que consisten en el crecimiento descontrolado de células hematopoyéticas 

incapaces de madurar adecuadamente y en las que se produce un bloqueo en la 

diferenciación y una proliferación descontrolada de células leucémicas (Sachs, 1996). 

Estas células se acumulan en la médula ósea y tejidos linfoides hasta que finalmente 

alcanzan la sangre periférica e infiltran otros órganos como bazo e hígado, 

provocando esplenomegalia y hepatomegalia, respectivamente. Además, como 

consecuencia de la proliferación incontrolada de las células leucémicas, las células 

hematopoyéticas sanas, maduras y funcionales se ven relegadas comprometiendose 

su funcionalidad y como consecuencia de ello aparecen otros síntomas como anemia, 

defectos de coagulación y afecciones del sistema inmune que aumentan el riesgo de 

infecciones. 

 

Las leucemias se pueden clasificar en agudas y crónicas. En las leucemias agudas 

las células que se acumulan son indiferenciadas linfoblastos (blastos) y la progresión 

de la enfermedad suele ser rápida. Sin embargo, las leucemias crónicas se 

caracterizan por la proliferación descontrolada de los precursores en estadios mas 

avanzados de maduración, observándose en sangre periférica todos los estadios de 
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maduración correspondiente a la línea celular afectada. En este caso, generalmente, 

la progresión de la enfermedad es más lenta (Foon and Todd, 1986). Además, 

atendiendo a la estirpe hematopoyética que afecte, las leucemias agudas y crónicas 

se pueden clasificar a su vez en linfoides o linfoblástica, cuando afecta al linaje 

linfoide, y mieloide o mieloblástica si afecta al linaje mieloide.  

 

En esta memoria nos centraremos en leucemias agudas sin profundizar en ninguna 

hemopatía mas por alejarse de la temática de nuestro estudio.  

 

2.1. Leucemia Aguda 

Las leucemias agudas, como hemos dicho, son un grupo de enfermedades 

neoplásicas originadas por una proliferación de progenitores inmaduros denominados 

linfoblastos (blastos) que han perdido su capacidad de diferenciación reemplazando 

la hematopoyesis normal. La célula dónde se produce la transformación tumoral 

puede ser un precursor linfoide, leucemia linfoblástica aguda (en adelante, LLA), un 

precursor mieloide, leucemia mieloblástica aguda (en adelante, LMA), o una célula 

troncal primitiva con potencial de diferenciación multilínea (Bain and Catovsky, 1990). 

De forma general, las leucemias agudas suponen el 10% de todos los procesos 

cancerosos, sin embargo, en niños el 30% son leucemias agudas y dentro de ellas el 

80% corresponden a LLA y el 20% LMA.  

 

Las leucemias agudas comprenden un grupo muy heterogéneo. Por ello, la 

clasificación es compleja y se hace en base a numerosos criterios como morfología, 

parámetros citoquímicos, citogenéticos, inmunológicos, etc. La clasificación más 

utilizada en las últimas cuatro décadas es la del Grupo Cooperativo Franco-

Americano-Británico (en adelante, FAB) (Bennett et al., 1976). Este sistema 

estableció un sistema de clasificación de las leucemias agudas que se utiliza aún, 

aunque actualmente también se usa la clasificación propuesta por la Organización 
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Mundial de la Salud (en adelante, OMS), que tiene en cuenta criterios citogenéticos e 

inmunofenotípicos (Campo et al., 2011). 

 

2.1.1 Leucemia mieloblástica aguda 
 
Este tipo de leucemia, LMA,  es la más común en adultos, sin embargo, es un tipo de 

cáncer hematológico infrecuente en menores de 40 años. Por ello represente 

alrededor del 20% de casos de leucemias infantiles y un 80% de leucemias en 

adultos, siendo incluso más común en hombres que en mujeres. 

 
La FAB clasifica la LMA en ocho subtipos basados en el tipo de célula leucémica y en 

el grado de maduración y linaje mieloide afectado (granulocitos, monocitos, eritrocitos 

o megacariocitos). Las ocho variedades de LMA según la clasificación de la FAB son: 

M0 (leucemia mieloide aguda indiferenciada), M1 (leucemia mieloide aguda 

pobremente diferenciada), M2 (leucemia mieloide aguda diferenciada), M3 (leucemia 

mieloide promielocítica), M4 (leucemia mielomonocítica aguda), M5 (leucemia 

monocítica), M6 (eritroleucemia aguda), y M7 (leucemia megacariocítica aguda). 

Entre 50% y 60% de los niños con LMA se clasifican según los subtipos M1, M2, M3, 

M6 o M7; alrededor de 40% tiene subtipos M4 o M5. Cerca de 80% de los niños 

menores de 2 años con LMA tienen un subtipo M4 o M5. La respuesta a la 

quimioterapia citotóxica entre los niños con los diferentes subtipos de LMA es 

relativamente similar. A este respecto, el subtipo M3 de la FAB es una excepción, 

dado que entre 70% y 80% de los niños con ese subtipo de LMA se logra la remisión 

y curación con ácido retinoico más quimioterapia. 

En 2002, la OMS propuso un sistema de clasificación nuevo que incorpora 

información citogenética diagnóstica que se correlaciona de forma más fiable con el 

pronóstico. Esta clasificación está más dirigida a uso clínico y cada una de estas 

categorías a su vez se divide en otros subtipos atendiendo a criterios pronósticos de 

gran utilidad. Dicho sistema de clasificación con base genética, vincula el tipo de LMA 
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con la evolución y proporciona información biológica y pronóstica. Esta clasificación 

distingue las siguientes variantes para la LMA: i) LMA con anomalías genéticas 

recurrentes como son: t(8; 21), inversión del cromosoma 16, t(15;17), alteraciones a 

nivel de 11q23, inversiones del cromosoma 3, t(1;22), y además, en 2008, la OMS 

amplió el número de anomalías genéticas ligadas a la clasificación LMA, y por 

primera vez incluyó mutaciones genéticas específicas introduciendo LMA con 

mutaciones del FLT3, CEBPA y NPM1; ii) LMA con displasia multilinaje (con al menos 

afectación de dos o más líneas celulares mieloides), que aparece comúnmente en 

pacientes que previamente han sufrido un síndrome mielodisplásico o 

mieloproliferativo; iii) LMA y síndromes mielodisplásicos asociadas a tratamientos con 

agentes alquilantes o inhibidores de la topoisomerasa II; iv) LMA sin otra 

especificación, la cual se hace en base en las características morfológicas, 

citoquimicas y de la maduración de las células leucémicas; v) sarcoma mieloide; vi) 

proliferaciones mieloides relacionadas con el síndrome de Down y por último vii) 

neoplasma celular dendrítico plasmacitoide blástico. 

 

Con el desarrollo de nuevas tecnologías que apuntan a la clasificación genética, 

epigenética, proteómica e inmunofenotípica, la clasificación LMA posiblemente 

evolucione y provea nuevos pronósticos informativos y pautas biológicas a corto 

plazo.  

 

2.1.2. Leucemia linfoblástica aguda 
 
Como hemos mencionado anteriormente, el 80% de las leucemias que aparecen en 

niños son LLA. En este tipo de leucemia se produce un bloqueo en la diferenciación a 

nivel de progenitores linfoides B o T, de tal forma que estos no maduran para 

convertirse en linfocitos, acumulándose en la médula ósea y en tejido linfoide. En la 

medida que aumenta la cantidad de linfoblastos B o T en sangre y médula ósea, hay 

menos lugar físico para otras poblaciones leucocitarias, glóbulos rojos y plaquetas, lo 
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que conlleva a un desequilibrio global de la homeostasis hematopoyética. Como 

consecuencia de ello va disminuyendo la capacidad funcional de estos tipos celulares 

cuya merma funcional desencadena procesos infecciosos, hemorrágicos y anemia, 

dependiendo en cada caso del tipo celular afectado.  

 

De acuerdo con los datos epidemiológicos en ACCIS (siglas inglesas de Automated 

Childhood Cancer Information Systems), las leucemias representan el cáncer mas 

prevalente en menores de 15 años (~30%) seguidos de tumores del sistema nervioso 

central (~23%) como astrocitoma y neuroblastoma. Entre las leucemias agudas, la 

LLA-B representa la hemopatía maligna más común. Las LLAs de tipo B constituyen 

el 80% de los casos, las LLAs tipo T representan el 25% de las LLAs de adulto y el 

15% en niños (Pui et al., 2004). Actualmente, con los tratamiento vigentes, la 

probabilidad de supervivencia global libre de enfermedad a los cinco años es 

aproximadamente el 80% para LLA pediatrica y el 60% para LMA (Kaatsch, 2010; Pui 

et al., 2011), lo que supone un notable avance durante los últimos treinta años, ya 

que las cifras han experimentado un aumento del 60% a ~80% en niños menores de 

15 años, y del 28% al 50% en adolescentes de 15 a 19 años (Pui et al., 2011; Smith 

et al., 2010). Sin embargo, y a pesar de los avances acontecidos en los últimos años, 

todavía existe un porcentaje de pacientes (~20%) que fracasan en el tratamiento. 

Además, este grupo está polarizado y engloba subgrupos específicos de fatal 

pronóstico. Por esta razón, es necesario seguir avanzando en el conocimiento de la 

enfermedad, ya que aún quedan por contestar numerosas preguntas de tipo biológico 

antes de alcanzar la meta de desarrollar mejores, más eficaces y seguros agentes 

terapéuticos.  

 

En este sentido, los avances en técnicas genéticas de alta resolución han propiciado 

nuevos conocimientos acerca del proceso leucémico y la identificación de nuevos 

subtipos de leucemias que están ayudando a desarrollar terapias, como la 

quimioterapia personalizada, que supone un considerable avance en la mejora de la 
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enfermedad, y en la calidad de vida de los pacientes, llegando a un porcentaje 

cercano al 90% de curación para LLA pediatrica (Pui et al., 2011; Pui et al., 2012). 

 

En cuanto a la clasificación, el grupo cooperativo de la FAB clasifica la LLA 

atendiendo fundamentalmente a la morfología de los blastos, y en base a ello 

distingue tres subtipos: L1, presentan blastos pequeños, escaso citoplasma, 

nucléolos poco visibles y cromatina homogénea. Es la más común dentro de las 

leucemias linfoblásticas en niños, constituyendo el 85%. EL subtipo L2, presenta dos 

tipos de blastos, unos grandes de núcleo irregular con uno o dos nucléolos visibles y 

citoplasma con basofilia variable, y otros blastos pequeños parecidos a los de la L1. 

Este subtipo es más frecuente en adultos. Por último L3, también llamada tipo Burkitt, 

esta leucemia presenta unos blastos característicos y con un citoplasma muy basófilo 

con vacuolas abundantes y núcleo grande con vacuolas visibles. 

 

Por otra parte, el perfil citogenético que presenta la LLA no sólo es un indicador de la 

patogénesis, sino que también aporta marcadores diagnósticos y terapéuticos. Así, en 

función de alteraciones cromosómicas que presentan se clasifican, por el número 

modal de cromosomas en hipodiploides (menos de 46 cromosomas) e hiperdiploides 

(más de 50 cromosomas), siendo las hiperdiploides las de mejor pronóstico 

(Holmfeldt 2012). Por otra parte, la aparición de alteraciones estructurales en el 

cariotipo es lo más frecuente en la LLA, y entre ellas las traslocaciones que afectan a 

factores de transcripción o quinasas que tienen un papel clave en el curso de la 

enfermedad y correlaciona con el pronóstico de la misma (Bloomfield et al., 1986; 

Ribera et al., 2002). A continuación se esquematizan las alteraciones estructurales y 

numéricas más comunes presentes en LLA asociándolas al pronóstico (Tabla 2).  
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Anomalía 

Cromosómica 

Genes 

implicados 

 Pronóstico 

t(12;21)(p13;q22) TEL/AML1 Bueno 

t(8;14)(q24;q32) c-myc/IgH Mal pronóstico con tratamiento 

convencional 

t(9;22)(q34;q11) BCR/ABL Mal pronóstico con quimioterapia 

convencional 

t(4;11)(q21;q23) AF4/MLL Mal pronóstico con cualquier 

tratamiento 

t(1;19)(q23;p13) PBX1/E2A Mal pronóstico con tratamiento 

convencional 

t(11;14)(p13;q11) RHOM2/TCR-

delta 

Pronóstico intermedio 

t(9;12)(q34;p13) ABL/TEL Buen pronóstico 

Hiperdiploidía >50 cromosomas Buen pronóstico 

Hipodiploidía <46 cromosomas Mal pronóstico 

 

Tabla 2: Alteraciones citogenéticas comunes asociadas a LLA 

2.1.2.1. Leucemia linfoblástica aguda pediátrica 
 
La LLA se origina a partir de un progenitor linfoblástico inmaduro que puede ser de 

linaje T (LLA-T) o puede ser de linaje B (LLA-B). Representa el 80% de los casos en 

niños (Pui et al., 2004) y la más frecuente en edad infantil, es la LLA pre-B, y la LLA 

común, que se diagnostica entre los 2 y 15 años de edad y tiene un pronóstico 

favorable, presentando un ~ 90% de supervivencia libre de enfermedad a los cinco 

años (Greaves, 2006; Greaves and Wiemels, 2003; Pui et al., 2011). La LLA pre-B y 

LLA común suelen estar asociadas al reordenamiento de TEL-AML1 e hiperdiploidías. 

Por el contrario, la LLA del lactante diagnosticada antes del primer año de vida afecta 

a un estadio más precoz del desarrollo B (estadio pro-B). Esta LLA pro-B se 
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caracteriza por la ausencia del antígeno CALLA (CD10) y por una latencia 

extremadamente corta, así como por un pronóstico fatal con una supervivencia a los 

cinco años inferior al 30% (Pui et al., 2011; Pui and Evans, 2006). Citogenéticamente, 

la LLA pro-B del lactante se caracteriza por la presencia del reordenamiento MLL 

(siglas inglesas de Mixed Lineage Leukemia) resultante de la traslocación 

t(4;11)(q21;q23). El producto protéico es una oncoproteína quimérica MLL-AF4 que 

contribuye a la patogénesis de la leucemia y se considera el evento iniciador del 

proceso leucémico. A pesar de ser esta LLA pro-B una de las de peor pronóstico, 

existen LLA pro-B infantiles que no son MLL-AF4, aunque si suelen estar asociadas 

con reordenamientos de MLL (por ejemplo MLL-ENL). 

 

2.1.3. Origen prenatal de la LLA con reordenamiento MLL-AF4 
 
Existen distintos tipos de leucemias agudas definidas por la presencia de 

traslocaciones cromosómicas específicas que codifican oncogenes de fusión 

concretos que marcan la evolución y pronóstico de la enfermedad. Estudios muy 

sólidos indican que los niños diagnosticados de LLA ya expresan los genes de fusión 

al nacimiento, lo que sugiere un origen prenatal de las traslocaciones. Este es el caso 

de la leucemia aguda con traslocación TEL-AML1, AML1-ETO y de la MLL-AF4 

(Biondi et al., 2000; Eguchi et al., 2005; Greaves and Wiemels, 2003; Kersey, 1997). 

En las últimas tres décadas han aparecido estudios rigurosos que demuestran este 

origen prenatal como son: 

 

i) La concordancia del mismo tipo de traslocación en gemelos monocigóticos. Cuando 

uno de los gemelos desarrolla leucemia, su hermano gemelo acaba desarrollando el 

mismo tipo de tumor en cuestión de meses o años. Lo más interesante es que los 

estudios moleculares realizados han demostrado que el punto de rotura para la 

traslocación cromosómica es idéntico, lo que sugiere inequívocamente que ambos 

gemelos han compartido la misma célula diana dónde ha ocurrido la traslocación 
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(Ford et al., 1998; Ford et al., 1993; Greaves et al., 2003). En función del tipo de 

leucemia infantil, el grado de concordancia entre gemelos puede variar entre el 50% 

para la LLA pre-B con traslocación TEL-AML1, hasta un 100% en el caso de niños 

con LLA pro-B con traslocación MLL-AF4 (Ford et al., 1998; Greaves, 2002; Greaves 

et al., 2003). La excepcionalmente elevada concordancia de padecer LLA pro-B MLL-

AF4+ en gemelos monocigóticos, sugiere que todos los eventos oncogénicos 

necesarios para el desarrollo postnatal de esta leucemia podría tener lugar en 

particular, antes del nacimiento, es decir en estadios embrionarios o fetales (Bueno 

C., 2008; Gale et al., 1997; Greaves and Wiemels, 2003). Esto viene avalado por 

datos preliminares de secuenciación global del genoma, que ponen de manifiesto que 

la LLA pro-B MLL-AF4+, a diferencia de otras leucemias pediátricas, carece de 

mutaciones somáticas recurrentes y/o polimorfismos identificables como alteraciones 

en CNV o pérdida de heterocigosidad (Bardini et al., 2011; Bardini et al., 2010; 

Dobbins et al., 2013). De hecho, existen diferencias substanciales en la frecuencia de 

CNVs entre los diferentes subtipos de leucemias. Así, los casos con reordenamiento 

de MLL tienen menos de un CNV por caso, lo que sugiere que MLL es un potente 

oncogén que requiere de muy pocos eventos cooperantes para inducir la 

transformación leucémica. Recientemente, se ha visto que a diferencia de lo que 

ocurre con otro tipo de tumores, la LLA pro-B con t(4;11) MLL-AF4 presenta 

hipermetilación del genoma, lo que se asocia a estabilidad genética, explicando en 

parte, la ausencia de eventos oncogénicos secundarios (Stumpel et al., 2013). Por el 

contrario, los casos de leucemias TEL-AML y BCR-ABL presentan más de seis 

alteraciones (CNVs) por paciente, es decir, necesitan de mas eventos para el 

desarrollo de la enfermedad (Mullighan et al., 2007). Además, el que ambos gemelos 

desarrollen el mismo tipo de leucemia y con idéntico punto de rotura, constituye una 

prueba irrefutable de que el origen de la traslocación es embrionario/fetal. Este 

fenómeno se explicaría con la aparición de la traslocación en una célula embrionaria 

de uno de los gemelos, de tal forma, que el clon portador de la mutación, migraría de 

un gemelo al otro vía circulación sanguínea por anastomosis intraplacental (Clarkson 
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and Boyse, 1971). 

 

ii) Detección retrospectiva de la alteración genética en las tarjetas de Guthrie 

archivadas (prueba del talón), de niños que han desarrollado una LLA. El estudio 

molecular mediante long-distance PCR inversa de la sangre depositada en estas 

tarjetas ha puesto de manifiesto que los niños ya portaban dicha alteración genética 

en el momento del nacimiento (Gale et al., 1997). Esta prueba del talón (tarjetas de 

Guthrie) es una prueba rutinaria que se hace a todos los recién nacidos para la 

detección temprana de metabolopatías (Guthrie and Susi, 1963). Dichos estudios han 

revelado la presencia del oncogén de fusión MLL-AF4 en el 100% de las tarjetas de 

niños diagnosticados con dicha leucemia (Greaves, 2005). En el caso de los 

oncogenes de fusión TEL-AML1 y AML1-ETO su presencia en dichas tarjetas de 

Guthrie es del 75% y 50%, respectivamente (Wiemels et al., 1999a; Wiemels et al., 

2002). Por tanto, estos estudios constituyen una prueba más que corrobora que el 

oncogén de fusión ya está presente en la hematopoyesis de estos niños en el 

momento del nacimiento, y que probablemente es necesaria la presencia de otras 

mutaciones secundarias para desarrollar la leucemia sintomática (Kempski et al., 

2003; Maia et al., 2001). 

 

iii) Estudios prospectivos en un gran número de muestras de cordón umbilical. La 

presencia de dichas traslocaciones cromosómicas ocurre en 1 de cada 100 cordones 

umbilicales estudiados, confirmando el origen prenatal de estas traslocaciones 

responsables de la leucemia pediátrica pre-B y la leucemia pro-B del lactante. El 

hecho de que la presencia de la traslocación cromosómica en muestras de cordón 

umbilical sea 50-100 veces superior a la presencia de la enfermedad, (1 de cada 100 

cordones portadores del oncogén de fusión versus 1 de cada 10000 niños desarrollan 

la leucemia), confirma la necesidad de eventos secundarios necesarios para 

desarrollar la leucemia (Maia et al., 2004a; Maia et al., 2004b; Mori et al., 2002). En 

resumen, con todos estos trabajos se evidencia el origen prenatal de las 



  

 

 
 

traslocaciones responsables de la leucemia pediátrica 

lactante (Figura 15). 

 

 
Figura 15: Esquema de las diferentes 
la leucemia aguda infantil. 
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end joining) con el factor de transcripción AF4 localizado en 4q21 (Eguchi et al., 2005; 

Krivtsov and Armstrong, 2007). De esa forma las células hematopoyéticas del 

paciente ya no tienen dos alelos salvajes de cada uno de estos dos genes MLL y 

AF4, sino que sólo tienen uno de cada, y los otros dos originan un gen de fusión MLL-

AF4, que funciona como un dominante negativo de los alelos no reordenados y como 

un activador transcripcional de todo el programa de diferenciación hematopoyética. 

En consecuencia, la diferenciación linfoide B temprana se bloquea en un estadio pro-

B (CD10-) anterior al reordenamiento de las inmunoglobulinas. Los reordenamientos 

del gen MLL ocurren en leucemias agudas tanto linfoides y mieloides como de linaje 

mixto, lo que indica que es altamente promiscuo, ya que es capaz de fusionarse con 

más de 110 genes que codifican proteínas quiméricas presentes en diferentes tipos 

de leucemia (Huret et al., 2001; Marschalek, 2010; Meyer et al., 2009; Meyer et al., 

2006; Rowley, 1999). Más del 80% de todos los reordenamientos del gen MLL se 

producen con AF4 (42%), AF9 (16%), ENL (11%), AF10 (7%) y ELL (4%) (Wang et 

al., 2011). El restante 20% de reordenamientos de MLL se produce con genes menos 

representados, la mayoría de estos genes sólo han podido ser detectados en un sólo 

paciente afecto de leucemia (Marschalek, 2010). 

 

En esta línea se han publicado datos recientemente más concretos resultado del 

estudio de una cohorte de más de 1590 pacientes afectados de diversos tipos de 

leucemias agudas, recopilados a lo largo de una década (2003-2013) en diferentes 

países del mundo (Meyer et al., 2013). Las muestras de estos pacientes han sido 

distribuidas en tres grupos de edad; infantiles (0-12meses), pediátricos (13 meses a 

18 años) y adultos (más de 18 años). A su vez, para cada grupo de edad se 

estableció dos subgrupos LLA y LMA. El estudio analiza de forma pormenorizada el 

porcentaje de reordenamientos que sufre MLL con los genes con los que más 

frecuentemente se reordena y otros de mucha menor representación, y se establece 

variaciones considerables en función de la edad y el tipo de leucemia que se trate 

(Figura 16).  
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Figura 16: Clasificación de los pacientes según grupos de edad y tipo de enfermedad. Frecuencia 
de genes partner en la cohorte de pacientes de LA con reordenamiento de MLL estudiados. Esta 
cohorte de pacientes se divide en pacientes de LLA (dcha.) y pacientes de LMA (izq.). En cada 
sección del diagrama se representa los genes con los que se trasloca y el porcentaje en que lo hace 
(nº blanco). Treinta y tres pacientes no fueron incluidos en el estudio y se indican con número 
negativos en el diagrama correspondiente. (Adaptado de Meyer et al. 2013, Leukemia, pg 1-12). 
 

El hecho de que la LLA pro-B del lactante MLL-AF4+, posea un pronóstico fatal 

(supervivencia libre de enfermedad tras 5 años <30 %) y una latencia 

extremadamente corta (Biondi et al., 2000) nos hace plantearnos preguntas tales 

como: i) ¿Cómo la enfermedad evoluciona tan rápidamente?, ii) ¿Es necesario la 

presencia de mutaciones que cooperen con MLL-AF4 o es la capacidad oncogénica 

de MLL-AF4 suficientemente robusta para no requerir de alteraciones genéticas 

adicionales?, y iii) En caso de requerir mutaciones secundarias, ¿tienen estas su 

origen en útero o son post-natales?. Lo que sí parece claro, de los estudios que ya se 

han llevado a cabo, es que el reordenamiento del gen MLL no es suficiente para 

desarrollar la transformación leucémica (Figura 16), siendo necesaria la aparición de 
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alteraciones secundarias o adicionales para desencadenar la enfermedad (Eguchi et 

al., 2006; Moorman et al., 1998). En este sentido, se ha visto que en LLA pro-B MLL-

AF4+, hay genes con un estado de expresión alterado que están presentes con cierta 

frecuencia, es el caso K-Ras, mutado en el 20-40% de los casos de leucemia MLL-

AF4+ (Driessen et al., 2013; Liang et al., 2006; Prelle et al., 2012), y también FLT3, 

mutado entre el 3 y 20% de los casos de LLA pro-B MLL-AF4+ (Armstrong et al., 

2004). 

 
 
Figura 16: Esquema representativo de los al menos dos eventos oncogénicos necesarios para el 
desarrollo de leucemia. El primer evento prenatal es la aparición del oncogén de fusión y se 
sospecha la necesidad de un segundo evento oncogénico necesario para el desarrollo de la 
enfermedad el cual debe ocurrir muy cerca del nacimiento. (Adaptada de Greaves et al 2003 Nat 
Rev Cancer Vol.3 pg 639-49) 
 

En los últimos años se han llevado a cabo estudios genéticos y epidemiológicos que 

sostienen la idea de que el origen del gen de fusión MLL en la leucemia del lactante 

ocurre en el útero, y puede ser resultado de una exposición trasplacental durante el 

desarrollo embrionario a sustancias genotóxicas presentes, probablemente en la dieta 

materna (Blanco et al., 2004; de la Chica et al., 2011; Libura et al., 2005; Libura et al., 

2008; Moneypenny et al., 2006; Zandvliet et al., 1996). Dichos productos podrían 

inducir roturas en el gen MLL en el embrión/feto, pero no en la madre, dado que la 
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madre presenta todos los mecanismos de reparación del ADN funcionales (Alexander 

et al., 2001; Ross et al., 1996; Wiemels et al., 1999b). De los posibles agentes 

genotóxicos conocidos, uno de los más estudiados es el etopósido (VP16). El 

etopósido es un inhibidor de la topoisomerasa II de uso común en los protocolos de 

quimioterapia y responsable de un 10%-15% de las leucemias agudas secundarias a 

tratamiento (Felix et al., 1998). En estudios recientes, se sugiere que dietas ricas en 

bioflavonoides durante el embarazo, una fuente de inhibidores de la topoisomerasa II 

en la alimentación, pudiera causar roturas del gen MLL, dando lugar al gen de fusión 

MLL-AF4, teniendo un papel decisivo en el desarrollo de un estado pre-leucémico 

(Spector et al., 2005; Strick et al., 2000). De hecho, se ha demostrado in vitro que la 

exposición a altas dosis de etopósido puede originar roturas en el gen MLL en células 

embrionarias de ratón (Blanco et al., 2004), HSCs de origen fetal (Moneypenny et al., 

2006) y de células CD34+ de cordón umbilical (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-

Khosrovani et al., 2007; Libura et al., 2005; Libura et al., 2008). 

 

2.1.5. Desarrollo de un modelo de LLA infantil MLL-AF4+ basado en el uso 
hESCs 
 
A pesar de lo mencionado, aún desconocemos la naturaleza de la célula diana donde 

ocurre el reordenamiento y los mecanismos responsables que desencadenan la LLA 

pro-B MLL-AF4+. Los estudios que se han llevado a cabo para desarrollar un modelo 

de enfermedad MLL-AF4 en ratón, en células transformadas, en células CD34+ de 

cordón umbilical y en hESCs no han sido concluyentes, ya que se ha obtenido un 

fenotipo y una latencia de la enfermedad que en absoluto tiene que ver con la 

observada en la leucemia del lactante (Bueno et al., 2013; Bueno et al., 2012; Bursen 

et al., 2010; Chen et al., 2006; Krivtsov et al., 2008; Metzler et al., 2006; Montes et al., 

2011). Los modelos murinos difieren significativamente en el fenotipo y latencia de la 

enfermedad de la que se produce en el humano en dos aspectos claves: i) la latencia 

es excepcionalmente prolongada (Bursen et al., 2010; Metzler et al., 2006) ii) el tipo 
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de enfermedad desarrollada puede clasificarse como una hiperplasia 

mieloproliferativa o linfoma folicular B (Chen et al., 2006; Krivtsov et al., 2008; Metzler 

et al., 2006). Por todo ello, creemos que sería muy importante desarrollar un modelo 

que nos permita comprender los mecanismos celulares y moleculares que hay detrás 

del origen y patogénesis de esta enfermedad, y así poder realizar ensayos de 

screening de fármacos encaminados a encontrar mejores dianas terapéuticas de un 

modo más certero.  

 

Por otra parte, otros grupos han demostrado recientemente como la expresión de la 

proteína de fusión AF4-MLL es capaz de inducir LLA en ratón, incluso en ausencia de 

expresión de la proteína MLL-AF4. Además, para el desarrollo del fenotipo leucémico 

en el ratón es necesario además el alelo salvaje AF4 (Benedikt et al., 2011). De 

acuerdo con estos hallazgos, se puede determinar que la leucemia con t(4;11) puede 

necesitar de la participación de ambas proteínas, proporcionando una explicación a la 

aparición tan temprana de la enfermedad en humanos, ya que cada una de estas 

proteínas confiere propiedades especificas respecto a ciclo celular, apoptosis, menor 

inhibición por contacto, y además, en combinación puede tener un efecto sinérgico 

para el desarrollo del fenotipo leucémico (Bursen et al., 2010; Gaussmann et al., 

2007). 

 

La hipótesis que se baraja es que en estos modelos, in vivo e in vitro (líneas celulares 

transformadas o progenitores hematopoyéticos), las células transducidas con el gen 

de fusión MLL-AF4 y otros eventos oncogénicos que se están testando en la 

actualidad, pueden estar en un estadio ontogénico de diferenciación hematopoyética 

inadecuado. Por este motivo, proponemos utilizar hESCs o células progenitoras 

hematopoyéticos procedentes de hígado fetal debido a que ontogénicamente están 

más cercanas al estadio en el que debe encontrarse la célula diana en la que ocurre 

la rotura del gen MLL. Pero el uso de hESCs como modelo de enfermedad, requiere 

que dichas células sean genéticamente lo más estables posible o de otra manera, 
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podrían presentar alteraciones genéticas que pueden cooperar con MLL-AF4 en la 

transformación de dichas células o alterar la homeostasis del cultivo. Por ello, la 

caracterización genética de las distintas líneas de hESCs y avances acerca de cómo 

las diferentes condiciones de cultivo afectan esta estabilidad de las hESCs, debe ser 

el punto de partida en toda investigación encaminada a usar las hESCs como modelo 

experimental de modelos de enfermedad. 
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I.  JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS DEL ESTUDIO REALIZADO 

 

Cada vez es más evidente la relación entre células troncales y cáncer, sugiriéndose 

que el cáncer tiene su origen en una población de células troncales.  

 

Las hESCs se caracterizan por su capacidad de diferenciación hacia múltiples tejidos 

y su alta tasa proliferativa. Representan un sistema experimental sin precedentes 

para reproducir modelos de enfermedad de origen prenatal que de otra manera no 

podrían ser estudiados en muestras primarias de pacientes por la imposibilidad de 

acceso a muestras de origen prenatal. Sin embargo, cualquier intento de emplear las 

hESCs como herramienta biológica para el desarrollo de modelos de cáncer requiere 

que dichas hESCs sean genéticamente lo más estables posibles, para evitar la 

acumulación basal de eventos oncogénicos y alteraciones cromosómicas que harían 

a dichas células vulnerables a transformación celular. Por ello, creemos importante 

conocer de forma prospectiva, y empleando técnicas citogenéticas y moleculares, la 

estabilidad genética de las hESCs y como afectan las condiciones de cultivo, el 

número de pases, y las propias propiedades biológicas intrínsecas a la estabilidad 

genética de las hESCs. 

 

En los últimos años hemos avanzado en la comprensión de la etiología de la LLA pro-

B del lactante MLL-AF4+, y se conoce que los niños nacen con el reordenamiento del 

gen MLL. Dicho gen, se rompe entre el exón 6-9 y se reordena con el factor de 

transcripción AF4 originándose el gen de fusión MLL-AF4. Dicha fusión codifica la 

proteína quimérica MLL-AF4 que se cree que pasa a ser un activador transcripcional 

dentro del programa de diferenciación hematopoyético. Aunque se reconoce el origen 

pre-natal de la fusión MLL-AF4, desconocemos por completo el origen celular de 

MLL-AF4. En realidad, el origen celular a nivel jerárquico dónde ocurre dicha 

aberración cromosómica es difícil de descifrar, debido a que el impacto funcional del 

oncogén de fusión y la expansión clonal resultante, puede ocurrir aguas abajo del 
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propio origen físico de la traslocación. Lo que sí parece evidente, es que la célula 

diana donde aparece dicho oncogén de fusión debe de ser una célula troncal 

ontogénicamente temprana.  

 

El objetivo de este trabajo es determinar dónde, cómo y por qué se rompe MLL para 

fusionarse con AF4 de forma específica en esta leucemia tan agresiva y con tan mal 

pronóstico. En los últimos años, estudios epidemiológicos y celulares han demostrado 

que existe un claro componente genotóxico capaz de romper específicamente el 

factor de transcripción hematopoyético MLL en el embrión o feto, pero no en la madre 

embarazada (Moneypenny et al., 2006). Entre los posibles agentes genotóxicos, el 

más estudiado es el etopósido. El etopósido es un inhibidor de la topoisomerasa II 

que está presente en dietas ricas en bioflavonoides. La hipótesis barajada consiste en 

que la exposición durante el embarazo a dichas dietas puede provocar la rotura del 

gen MLL y originar el reordenamiento de este gen. El etopósido, llamativamente, no 

afecta a la madre dado que esta tiene todos los mecanismos de reparación del ADN 

funcionales, pero es capaz de difundir vía transplacental y actuar en el embrión/feto 

desencadenando la rotura del gen MLL y formación de la proteína de fusión MLL-AF4. 

El resultado es el desarrollo de una fase de pre-leucemia asintomática en útero, que 

continúa como fase de pre-leucemia tras el nacimiento unas semanas o meses. 

 

Para entender los mecanismos celulares y moleculares que subyacen la patogénesis 

de la enfermedad, es imprescindible disponer de modelos in vitro e in vivo de la 

enfermedad. La génesis leucémica se estudia generalmente en muestras clínicas de 

pacientes dónde ya han tenido lugar todos los eventos oncogénicos desencadenantes 

del proceso leucémico, por lo que no permiten descifrar los mecanismos celulares y 

moleculares responsables de la rápida transformación mediada por MLL-AF4. 

Además, muchos modelos animales desarrollados para reproducir in vivo esta 

enfermedad no aportan una información fidedigna sobre la etiología y patogénesis de 

la enfermedad al no reproducir el mismo fenotipo y la misma latencia observados en 
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el humano. Esto sugiere que estos modelos animales carecen de algunos 

componentes etiológicos claves, (por ejemplo el etoposido), presentes durante el 

desarrollo embrionario y/o fetal humano. Sería coherente establecer modelos in vitro 

e in vivo que reproduzcan este tipo de leucemia infantil, usando células en un estadio 

ontogénico lo más próximo posible al momento donde esta leucemia se genera en el 

humano, es decir a nivel prenatal (hESCs). Por el contrario, el uso de HSCs 

somáticas tendría una prioridad menor y de hecho podría explicar, al menos en parte, 

el fracaso que hasta la fecha ha tenido a la hora de desarrollar modelos que 

reproduzcan esta leucemia (Montes et al., 2011). 

 

Finalmente, se ha sugerido la existencia durante el desarrollo embrionario de 

precursores mesodérmicos capaces de originar diferentes tejidos de origen 

mesodérmico tales como sangre y mesénquima (estroma medular). De hecho, es de 

reseñar la implicación del estroma medular en la patogénesis de una amplia variedad 

de tumores hematopoyéticos. Las MSCs son componentes claves del microambiente 

hematopoyético y se están realizando esfuerzos importantes para evaluar su, hasta 

ahora desconocida, implicación en el origen y patogénesis de tumores 

hematopoyéticos. Pensamos que las traslocaciones cromosómicas asociadas a 

leucemias infantiles podrían estar presentes en las MSCs de la médula ósea de estos 

pacientes pediátricos, de forma que durante el desarrollo embrionario humano los 

oncogenes de fusión pueden emerger en una población de precursores pre-

hematopoyéticos mesodérmicos capaces de originar tanto HSCs como MSCs. 

Fundamentamos esta hipótesis en los siguientes puntos:  

 

1. Una proporción de leucemias agudas carecen de expresión del marcador pan-

leucocitario CD45, indicando que la leucemia podría tener un origen pre-

hematopoyético. 
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2. Un porcentaje de los tumores secundarios a leucemias infantiles son tumores 

mesenquimales (Kersun et al., 2004), sugiriendo que el tratamiento citotóxico 

destruye el clon tumoral hematopoyético pero no las posibles MSCs que forman parte 

del clon maligno. 

 

3. Las MSCs son más resistentes a la quimioterapia como indica el hecho de que la 

reconstitución del estroma post-transplante alogénico procede del receptor y muy 

infrecuentemente del donante (Garcia-Castro et al., 2007; Rieger et al., 2005) 
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III. OBJETIVOS 

 

1º Determinar mediante técnicas de citogenética convencional y molecular en qué grado 

la predisposición a inestabilidad genética en hESCs es debida a las condiciones de 

cultivo empleadas o a propiedades intrínsecas de cada línea celular. 

 

2º Determinar si el etopósido es capaz de romper y provocar reordenamiento del locus 

MLL en hESCs, la progenie hematopoyética derivada de hESCs y en células CD34+ de 

cordón umbilical, y si dichos reordenamientos son suficientes para inducir 

transformación oncogénica en las hESCs. 

 

3º Analizar en distintos subtipos citogenéticos de leucemias agudas infantiles y 

pediatricas si las traslocaciones cromosómicas presentes en los blastos están también 

presentes en el estroma medular, lo que sugeriría que la traslocación cromosómica 

tendría un posible origen pre-hematopoyético.  
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IV. MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS 

 

La descripción pormenorizada de los materiales y métodos empleados, así como los 

resultados obtenidos, se encuentran reflejados en los artículos científicos originales 

publicados en revistas internacionales indexadas en relación con cada uno de los 

objetivos planteados y que han sido incluidos en esta sección. Cada una de estas 

publicaciones científicas va precedida por un breve resumen en castellano que 

pretende facilitar una revisión rápida de la información más relevante contenida en los 

mismos. Las publicaciones científicas fruto de este trabajo incluyen los siguientes 

trabajos 

 

En relación al objetivo 1º planteado y relacionado con la estabilidad genética de 

las hESCs y propensión a diferenciación hematopoyética: 

 

1. Catalina, P., Montes, R., Ligero, G., Sanchez, L., de la Cueva, T., Bueno, C., 

Leone, P.E. and Menendez, P. Human ESCs predisposition to karyotypic 

instability: Is a matter of culture adaptation or differential vulnerability among hESC 

lines due to inherent properties? Mol Cancer 7 (2008), p. 76-84. 

2. Catalina, P., Bueno, C., Montes, R., Nieto, A., Ligero, G., Sanchez, L., Jara, M., 

Rasillo, A., Orfao, A., Cigudosa, J., Hovatta, O., Greaves, M. and Menendez, P. 

Genetic stability of human embryonic stem cells: A first-step toward the 

development of potential hESC-based systems for modeling childhood leukemia. 

Leuk Res 33 (2009), pp. 980-90. 

En relación al objetivo 2º relacionado con la vulnerabilidad de las hESCs y 

células fetales CD34+ a un agente genotóxico:  

3. Bueno, C., Catalina, P., Melen, G.J., Montes, R., Sanchez, L., Ligero, G., Garcia-

Perez, J.L. and Menendez, P. Etoposide induces MLL rearrangements and other 
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chromosomal abnormalities in human embryonic stem cells. Carcinogenesis 30 

(2009), pp. 1628-37. 

En relación al objetivo 3º dirigido a profundizar sobre el origen de la 

traslocación MLL-AF4 

4. Menendez, P., Catalina, P., Rodriguez, R., Melen, G.J., Bueno, C., Arriero, M., 

Garcia-Sanchez, F., Lassaletta, A., Garcia-Sanz, R. and Garcia-Castro, J. Bone 

marrow mesenchymal stem cells from infants with MLL-AF4+ acute leukemia harbor 

and express the MLL-AF4 fusion gene. J Exp Med 206 (2009), pp. 3131-41.  
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Introducción: El uso de las hESCs en investigación ha crecido en la última década 

ya que suponen una prometedora herramienta para muchos estudios biológicos y 

toxicológicos. Sin embargo, el comportamiento ideal que esperamos de estas células 

es que se mantuvieran estables cromosomicamente, ya que cualquier alteración 

adquirida puede comprometer seriamente futuras aplicaciones. Recientemente, en 

varios estudios publicados se ha analizado la estabilidad cromosómica de algunas 

líneas de hESCs después de haber sido cultivadas de forma prolongada, siendo los 

datos obtenidos ciertamente controvertidos, ya que diferentes laboratorios han 

reportado datos en los que ponen de manifiesto la existencia de alteraciones 

cromosómicas en algunas de las líneas cultivadas, mientras que otras se mantienen 

largos periodos de tiempo sin alteración alguna. Esta controversia parece tener su 

origen en tres aspectos del cultivo celular: i) el método empleado para realizar los 

pases de cultivo, bien mécanico o bien enzimático; ii) presencia o ausencia de 

feeders como células de soporte; y iii) duración del cultivo. 

Objetivo: El objetivo de este trabajo es comparar la estabilidad cromosómica de tres 

líneas de hESCs: HS181, SHEF-1 y SHEF-3, mantenidas en el mismo laboratorio 

bajo las mismas condiciones de cultivo y utilizando idéntica metodología para realizar 

el mantenimiento del cultivo. 

Materiales y Métodos: Cultivamos tres líneas de hESCs, HS181, SHEF-1 y SHEF-3 

en feeders como soporte de crecimiento durante un largo periodo de tiempo utilizando 

para su expansión a largo plazo tanto métodos mecánicos como enzimáticos. 

Posteriormente estas células fueron transferidas a un medio de cultivo sin feeders 

para evaluar si se mantenían estables bajo las diferentes condiciones en las que 

habían sido cultivadas. Para esta evaluación se realizó en las tres líneas de hESCs 

cariotipo convencional, CGH convencional y SKY en los pases 10, 17, 21 y 30 sin 

feeders. 
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Resultados: Los datos obtenidos tras los análisis de citogenética convencional y 

molecular efectuados a estas tres líneas de hESCs, revelan diferencias significativas 

entre ellas en cuanto a su integridad cromosómica. Así, las tres líneas HS181, SHEF-

1 y SHEF-3 mantenidas en feeders como soporte de crecimiento, se mantuvieron 

estables cromosómicamente durante 185 pases de cultivo usando tanto métodos 

enzimáticos como mecánicos para realizar los pases. A pesar de que las tres líneas 

fueron mantenidas en las mismas condiciones, se comportaron de forma diferente al 

transferirlas a un sistema de cultivo sin feeders. A partir de ese momento, dos de ellas 

(curiosamente las más jovenes, las que tenían menor número de pases), HS181 (71 

pases) y SHEF-3 (51 pases), mostraron un cariotipo inestable poco después de 

empezar a cultivarlas sin feeders. La línea HS181 ganó un extra-cromosoma 12 a 

partir del pase 17 y un cromosoma marcador en el pase 21, que posteriormente fue 

identificado mediante SKY como parte de cromosoma 20. Es importante resaltar que 

la aparición del extra 12 fue en mosaico, incrementándose este evento hasta un 89% 

en el pase 30. Este hecho nos hizo plantearnos que posiblemente la adquisición de 

un cromosoma 12 proporciona a la línea una ventaja selectiva con respecto a las 

células que no lo presentan, ya que la tendencia es a perpetuarse en el cultivo 

conforme van avanzando los pases. Similar fue el comportamiento de la línea SHEF-3 

cuando se pasó a cultivo sin feeders, ya que adquirió una trisomia 14 en el pase 10, 

sin embargo esta trisomia aparentemente no le proporcionó ninguna ventaja selectiva 

a las células que la adquirieron, ya que el mosicismo para esta alteración se mantuvo 

durante todo el tiempo de cultivo entre un 15% y un 36% de las células. 

Sorprendentemente la línea con más pases, la SHEF-1, se mantuvo estable 

cromosómicamente durante 185 pases de cultivo en feeders y 30 pases más en 

cultivo libre de feeders, sin adquirir ninguna anomalía cromosómica en un total de 215 

pases de cultivo. 

Conclusión: Este resultado apoya la idea de que el cultivo sin feeders puede 

propiciar la adquisición de anomalías cromosómicas, pero por otra parte, los 
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resultados obtenidos confirman la hipótesis de que con independencia de las 

condiciones de cultivo y la duración del mismo, algunas líneas de hESCs son más 

propensas a adquirir alteraciones cromosómicas que otras y este hecho es inherente 

a la propia línea celular. 
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Table 1: Summary of the karyotypic changes observed overtime in the HS181, 
SHEF-1 and SHEF-3 hESC lines and its potential relation to the culture 
conditions. 
 
Human  

ESC 
Line 

Passages  
under 

feeders 
conditions 

 Passages  
under 

feeder-free 
conditions 

Karyotype 
(G-Banding) 

% 
Mosaicism 

SKY / CGH 

HS181 71* 0 46,XX n.a normal/normal 
 71* 10 46,XX n.a normal/normal 
 71* 17 47,XX, +12 25 % n.d 
 71* 21 48,XX, +12, 

+mar 
31% 48,XX, +12, 

+mar 
 71* 30 47,XX, +12 89 % 47,XX, +12 

SHEF-
3 

29** + 22* 0 46,XY n.a Normal/normal 

 29** + 22* 10 47,XY+14 36% 47,XY+14 
 29** + 22* 17 47,XY+14 24% n.d 
 29** + 22* 21 47,XY+14 23% n.d 
 29** + 22* 26 47,XY+14 13% 47,XY+14 

SHEF-
1 

130** + 
55* 

0 46,XY n.a Normal/normal 

 130** + 
55* 

10 46,XY n.a Normal/normal 

 130** + 
55* 

17 46,XY n.a n.d 

 130** + 
55* 

21 46,XY n.a n.d 

 130** + 
55* 

30 46,XY n.a normal/normal 

 
*Feeders were Human Embryonic Fibroblast (HFFs). **Feeders were Mouse 
Embryonic Fibroblasts (MEFs).  

    Abbreviations: n.a: not applicable; n.d: not done; SKY: Spectral Karyotyping; CGH: 
Comparative Genomic Hybridization 
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Introducción: Las hESCs proporcionan una oportunidad de desarrollar modelos 

celulares para estudiar los eventos tempranos que ocurren durante el desarrollo 

humano y que conducen a la diferenciación hematopoyética normal frente a la 

transformación leucémica. Son de gran interés los oncogenes de fusión tales como 

MLL-AF4, TEL-AML1 o BCR-ABL con origen prenatal. Antes de usar las hESCs como 

modelo celular para entender mecanismos celulares y moleculares implicados en el 

desarrollo leucémico, es importante garantizar la estabilidad genética de las células, 

ya que alteraciones presentes en estas células pueden actuar como eventos 

oncogénicos colaboradores y hacerlas más susceptibles de transformarse. 

 

Objetivo: El objetivo de este trabajo es determinar si las líneas de hESCs, HS181 y 

HS293, son estables cromosómicamente, analizando si presentan de base alguna 

anomalía genética asociada a leucemias pediátricas, y determinar si las líneas objeto 

del estudio, presentan potencial de diferenciación hematopoyético.  

 

Materiales y Métodos: Las líneas de hESCs HS181 y HS293 fueron mantenidas en 

cultivo durante más de 70 pases sobre feeders humanos inactivados por irradiación. 

Se realizaron todos los ensayos necesarios para la comprobación de sus propiedades 

pluripotentes, incluyendo la diferenciación in vitro e in vivo, expresión de los 

marcadores SSEA-3 y TRA-1-60 por inmunohistoquímica, expresión por RT-PCR de 

factores de transcripción asociados a pluripotencia como Sox-2, Nanog, Oct-3 y Rex-

1. También hemos analizado el cariotipo de las hESCs y la presencia de 

reordenamientos cromosómicos característicos en LLA-B pediátricas tales como TEL-

AML1, BCR-ABL y MLL-AF4, utilizando técnicas de citogenética convencional y 

molecular como FISH, CGH convencional, SKY. Además hemos analizado la 

presencia de, mutaciones activadoras en los genes tirosina-quinasa FLT3 y c-KIT 

conocidos por conferir una ventaja proliferativa a los blastos leucémicos. Por último, 

se comprobó mediante citometría y ensayos semisólidos de metilcelulosa la 

predisposición de estas hESCs a diferenciarse a linaje hematopoyético. 
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Resultados: Las líneas de hESCs HS181 y HS293 mantienen durante largos 

periodos de tiempo en cultivo sus propiedades de pluripotencia: in vitro, mostrando la 

morfología típica de las hESCs, la expresión de los marcadores de indiferenciación 

característicos tanto por inmunohistoquímica como por RT-PCR; in vivo, formando 

teratomas una vez que se han inyectado las hESCs en ratones inmunodeprimidos, 

presentando tejidos característicos de las tres capas germinales. Los análisis 

citogenéticos convencionales y moleculares revelan que estas células son estables 

cromosómicamente durante el cultivo en feeders humanos. También demostramos la 

ausencia de reordenamientos cromosómicos típicos de las LLA infantiles y de 

mutaciones tanto en FLT3 como en c-KIT y la ausencia de expresión del marcador 

CD30, que se expresa en las hESCs transformadas y no en las normales. Además, la 

línea de hESCs HS181 es capaz de diferenciarse hacía linaje hematopoyético pero 

no la HS293. 

 

Conclusión: Estos datos pueden servir para estimular estudios encaminados a 

implementar técnicas citogenéticas con el fin de detectar pequeñas, pero relevantes, 

anomalías cromosómicas, que pueden tener un impacto funcional negativo sobre la 

biología de las hESCs. En base a estos antecedentes, pensamos que se podrían 

generar hESCs transgénicas desprovistas de las anomalías genéticas descritas, que 

sobreexpresen oncogenes de fusión leucémicos con el objetivo de evaluar el efecto 

funcional que dichos oncogenes tienen sobre la diferenciación hematopoyética de las 

hESCs.
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Introducción: El reordenamiento del gen MLL es una alteración genética 

característica de las leucemias infantiles con origen en el útero. Este evento puede 

ser inducido durante el desarrollo prenatal por una exposición prolongada a 

inhibidores de la enzima DNA-topoisomera II como el etopósido.  

Objetivo: En este trabajo queremos comprobar si la exposición, tanto puntual como 

crónica, de las hESCs al inhibidor de la enzima DNA-topoisomerasa II hace a las 

células más susceptibles de adquirir otras alteraciones genéticas, para así poder 

evaluar los posibles efectos de este agente en el desarrollo embrionario humano. 

Comprobaremos también el efecto que tiene el etopósido en células CD34+, 

derivadas de cordón umbilical, para comparar la vulnerabilidad a etopósido de células 

neonatales frente a embrionarias. En concreto quisimos determinar si: i) bajas dosis 

de etopósido promueven el reordenamiento y rotura del gen MLL tanto en hESCs 

como en células hematopoyéticas derivadas de las hESCs; ii) si es el reordenamiento 

del gen MLL es suficiente para conferir a las hESCs ventaja proliferativa o aumento 

de la supervivencia celular, iii) si exposiciones crónicas a bajas dosis de etopósido 

puede inducir en las hESCs no sólo rotura del gen MLL, sino también daños 

genéticos adicionales resultantes de la vulnerabilidad genética ocasionada bajo estas 

condiciones. Además del efecto del etopósido en las hESCs, también pretendimos 

valorar el efecto de la exposición a etopósido tanto puntual como crónica, en células 

CD34+ derivadas de cordón umbilical (células neonatales), con el objetivo de 

determinar si manifiestan un comportamiento similar a las hESCs. 

Materiales y métodos: Para comprobar el efecto del etopósido se ha realizado el 

estudio del estatus cromosómico en hESCs y CD34+ de cordón umbilical bajo las 

condiciones planteadas, utilizando cariotipo convencional, FISH y SKY. Además 

analizamos las mutaciones de FLT3 por PCR y realizamos estudios de PCR inversa 

para determinar la región reordenada con MLL. Finalmente, analizamos ciclo celular e 

inmunofenotipo por citometría de flujo. 
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Resultados: El etopósido induce roturas del gen MLL en hESCs y en células 

hematopoyéticas diferenciadas a partir de las hESCs. Además, después de largo 

tiempo de cultivo, la proporción de células que presentan roturas de MLL disminuye y 

no se observan cambios en el ciclo celular, ni tampoco, alteraciones cromosómicas 

en estas hESCs tratadas. Por otra parte, la exposición crónica a etopósido, induce la 

rotura de MLL y provoca otras alteraciones cromosómicas adicionales. También se ha 

comprobado el mismo efecto tras una exposición puntual a etopósido en células 

CD34+ derivadas de cordón umbilical, es decir, células neonatales, observándose 

que en estas células, a penas se produce muerte celular y si que presentan un 

porcentaje de roturas de MLL ligeramente inferior al que se comprobó en las hESCs 

expuestas a las mismas condiciones. En cuanto al efecto de una exposición crónica al 

genotóxico en células CD34+ derivadas de cordón umbilical, los datos evidencian un 

porcentaje de roturas de MLL muy parecido al manifestado en las hESCs, sin 

embargo a diferencia de las hESCs en células CD34+ de cordón umbilical, los datos 

de citogenética convencional y SKY revelan que la continua exposición crónica a 

etopósido no induce alteraciones cromosómicas adicionales como sí ocurría en las 

hESCs.  

Conclusión: Con este trabajo podemos concluir que el etopósido induce roturas en el 

gen MLL en hESCs y en células hematopoyéticas diferenciadas a partir de las 

hESCs. El reordenamiento de MLL es insuficiente para conferir a las células cierta 

ventaja de supervivencia y proliferación. Sin embargo, la exposición continuada a 

etopósido si induce la rotura de MLL y provoca otras alteraciones cromosómicas, lo 

que pondría de manifiesto que una exposición crónica a etopósido durante el 

desarrollo embrionario temprano, induce reordenamientos de MLL y hace a las 

hESCs más propensas a la adquisición de alteraciones cromosómicas que en células 

CD34+ derivadas de cordón umbilical. Se establece, por tanto, una relación directa 

entre la inestabilidad cromosómica y la exposición a genotóxicos durante el desarrollo 

embrionario. 
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Introducción: Existen numerosas evidencias que indican que el oncogén de fusión 

MLL-AF4 se origina en el útero durante el desarrollo embrionario humano, pudiendo 

ser este oncogén de fusión el evento desencadenante de la LLA pro-B MLL-AF4+ del 

lactante. Esta leucemia del lactante se caracteriza por su corta latencia y un 

pronóstico fatal.  

Objetivo: El microambiente celular de la médula ósea juega un papel importante en 

la patogénesis de numerosas enfermedades hematológicas. Sin embargo, no se ha 

evaluado si las MSCs de estos pacientes están implicadas en la patogénesis de esta 

LLA. Pretendemos determinar si MLL-AF4 está presente en las hMSCs de pacientes 

LLA pro-B MLL-AF4+. Este objetivo se basa en la hipótesis de que MLL-AF4 podría 

tener un origen pre-hematopoyético, esto fortalecería la idea de la existencia de un 

precursor común para los blastos leucémicos y el estroma medular compuesto en 

gran parte por MSCs, en el cual posiblemente se origine la traslocación. 

Materiales y métodos: En este trabajo analizamos la presencia de genes de fusión 

característicos de diferentes subtipos citogenéticos de leucemias pediátricas, en 

hMSCs de la médula ósea de 38 pacientes diagnosticados previamente de diferentes 

subtipos de leucemias agudas. La presencia o ausencia de reordenamientos en el 

locus MLL, traslocaciones en BCR-ABL, TEL-AML1, AML1-ETO se ha analizado 

mediante FISH, usando las sondas especificas de cada una de las alteraciones. El 

estudio de las hiperdiploidias se ha realizado mediante cariotipo convencional. Por 

otra parte, se ha determinado si las hMSCs MLL-AF4+ presentan reordenamientos de 

las inmunoglobulinas (Ig) indicativo de de-diferenciación o transdiferenciación. 

Finalmente hemos analizado la expresión ectópica de MLL-AF4, TEL-AML1 y MLL-

AF9, mediante transducción lentiviral en MSCs de médula ósea sana, para comprobar 

si se alteraba la homeostasis de estas células, produciéndose alteraciones en 

proliferación celular, medida por incorporación de IP (yoduro de propidio), apoptosis y 

senescencia.  
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Resultados: Los genes de fusión TEL-AML1, BCR-ABL, AML1-ETO, MLL-AF9, MLL-

AF10, MLL-ENL, o hiperdiploidía, están ausentes en la totalidad de las MSCs de 

pacientes portadores de dichas mutaciones. Sin embargo, MLL-AF4 está presente y 

se expresa en 5-10% de las MSCs de médula ósea en el 100% de los lactantes 

diagnosticados de LLA pro-B MLL-AF4+. Además, a diferencia de los blastos 

leucémicos, las MSCs MLL-AF4+ no presentan reordenamientos monoclonales de los 

genes de las Ig. La sobre-expresión ectópica mediante transducción lentiviral de MLL-

AF4, TEL-AML1 y MLL-AF9 en MSCs de médula ósea sana no altera la homeostasis 

in vitro de las MSCs.  

Conclusión: Todos estos datos sugieren que las MSCs constituyen parte del clon 

tumoral, revelando por primera vez el importante papel del estroma medular en la 

patogénesis de la LLA pro-B del lactante con traslocación t(4;11) MLL-AF4. Además, 

las MSCs MLL-AF4+ no tienen reordenamientos de las inmunoglobulinas, lo que 

excluye la posibilidad de que existan fenómenos de de-diferenciación celular o 

plasticidad de los blastos MLL-AF4+ sugiriendo un origen pre-hematopoyético de 

MLL-AF4+, que parece que tiene su origen en una población de precursores 

mesodérmicos capaces de diferenciarse hacía linaje hematopoyético y mesenquimal. 

Finalmente, MLL-AF4 por sí mismo no es suficiente para transformar MSCs y la 

expresión de MLL-AF4 en MSCs es compatible con un fenotipo mesenquimal, 

sugiriendo un impacto celular diferente de MLL-AF4 en el sistema hematopoyético y 

el mesenquimal.  
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V. DISCUSIÓN 

 

Estabilidad genética en las hESC: premisa necesaria para su uso como 

herramienta biológica en estudios de modelos de enfermedad. 

 

Con la obtención de los primeros cultivos de ESC en ratón (en adelante, mESC, 

siglas inglesas de Mouse Embryonic Stem Cells) (Evans and Kaufman, 1981), se 

plasmaron las bases para desarrollar la metodología necesaria para obtener 

finalmente hESC. Así, en 1998 se hacen públicos los primeros datos sobre la 

derivación de líneas embrionarias obtenidas a partir de un blastocito humano 

(Thomson et al., 1998). Este hecho supuso, en ese momento, una esperanza para 

enfermedades que hasta entonces no tenían curación. Hoy día, tenemos la certeza 

de que cuanto menos, las hESC son una herramienta sin precedentes para llevar a 

cabo investigación básica y pueden ayudar a desentrañar aspectos hasta el momento 

desconocidos de la biología y patogenia de muchas enfermedades de origen 

embrionario/fetal, y de las fases tempranas del desarrollo humano.  

 

Las hESC son una fuente de células pluripotentes capaces de diferenciarse a 

múltiples tipos celulares, abriéndose innumerables oportunidades de aplicación en el 

campo de la biomedicina (Davila et al., 2004; Keller, 2005; Lensch and Daley, 2006; 

Menendez et al., 2005b). Por ejemplo, estas células representan una oportunidad 

para utilizarlas como modelo en el que reproducir y estudiar el impacto funcional y 

molecular de los oncogenes de fusión característicos de muchos subtipos de 

leucemia infantil cuyo origen es prenatal. En estas patologías no sería lógico estudiar 

el mecanismo de transformación en muestras de pacientes, porque en muestras 

primarias de pacientes, todos los eventos oncogénicos ya han ocurrido y no podemos 

distinguir entre eventos iniciadores y eventos oncogénicos que mantienen el tumor. 

Los modelos animales existentes para muchas leucemias agudas pediátricas no 

reproducen la enfermedad, lo que indicaría que en el modelo murino, por ejemplo, se 
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pierden componentes esenciales del proceso leucémico que están presentes en el 

humano en estadio embrionario/fetal (Greaves and Wiemels, 2003; Lensch and 

Daley, 2006). También puede ocurrir que la célula diana utilizada en los estudios, no 

se encuentre en el estadio jerárquico/ontogénico adecuado. Todo ello respaldaría el 

uso de las hECSs para desarrollar hESC transgénicas que expresen los oncogenes 

de fusión característicos de leucemia, y posteriormente estas hESC transgénicas 

diferenciarlas a hematopoyesis paras analizar si genes de fusión o factores 

transcripcionales asociados a leucemia, juegan un papel en la formación y bloqueo de 

los distintos linajes sanguíneos. Estos derivados hematopoyéticos que llevan las 

alteraciones cromosómicas propias de diferentes subtipos de leucemias, podrían, por 

tanto convertirse en un modelo novedoso para estudiar las leucemias agudas 

infantiles con origen prenatal que carecen de un modelo humano adecuado, debido, a 

la falta de acceso a tejido embrionario humano/fetal por causas de índole ética y 

logística. 

 

Existen numerosas evidencias científicas que demuestran que las hESCs tienen 

tendencia a la inestabilidad genética cuando son mantenidas en cultivo durante largos 

periodos de tiempo. Sin embargo, cabría preguntarse si solamente es debido a la 

metodología de cultivo utilizada o existen características inherentes a las propias 

hESCs que las haría más propensas a dicha inestabilidad. Nosotros hemos 

observado que las alteraciones cromosómicas detectadas, solamente ocurren en 

ciertas líneas de hESCs, lo que sugiere que debemos tener cierta precaución en el 

diseño de nuevas condiciones de cultivo, especialmente cultivos libres de feeders, y 

también que diferentes líneas presentan cierta vulnerabilidad a adquirir anomalías 

genéticas. Es por ello que consideramos aconsejable en la investigación y banqueo 

de las hESCs, la implementación de ensayos de detección de alteraciones genéticas, 

no sólo de citogenética convencional y molecular, cariotipo, SKY, FISH, (Andrews et 

al., 2009), sino también técnicas de alta resolución como SNP o CGH arrays, que 

permitan detectar pequeñas alteraciones que pueden tener impacto en el potencial de 
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desarrollo y malignidad de las células. Incluso, actualmente ya se están realizando 

análisis de secuenciación masiva (Next Generation Sequencing) que proporcionan un 

conocimiento mucho más amplio del estatus genómico de la célula. Esta técnica, ha 

cambiado radicalmente la investigación biomédica y el conocimiento de las 

alteraciones genéticas. Gracias a la reducción del coste, la complejidad y el tiempo 

requerido para secuenciar grandes cantidades de ADN, es posible tanto la 

secuenciación del exoma como la de todo el genoma. Se sabe que alrededor de un 

80% de las mutaciones se localizan en regiones codificantes por lo que, la 

secuenciación del exoma ha tenido un gran impacto científico. Esta técnica permite la 

captura, el enriquecimiento y la secuenciación de regiones genómicas codificantes 

para identificar nuevas variantes en genes conocidos o nuevos genes que estén 

asociadas tanto a enfermedades raras como comunes. El reto en el diagnóstico 

genético molecular está en saber interpretar estas variantes y dilucidar cuáles de 

estas variantes raras son las causantes de la enfermedad y cuales contribuyen a una 

variabilidad genética dentro de la normalidad. 

 

Desde que se establecieron las primeras líneas de hESC, han sido muchos los datos 

reportados en torno a la inestabilidad cromosómica de las hESCs mantenidas en 

cultivos durante largos periodos de tiempo, y su posible causa. Algunos laboratorios 

sostiene que han encontrado alteraciones cromosómicas en algunas de sus líneas 

después de cultivarlas durante periodos largos de tiempo, (Brimble et al., 2004; 

Draper et al., 2004a; Draper et al., 2004b; Gertow et al., 2007; Imreh et al., 2006; 

Inzunza et al., 2004; Mitalipova et al., 2005; Narva et al., 2010; Rosler et al., 2004), 

mientras que otros estudios publican la ausencia de alteración en algunas de las 

líneas de hESCs que han mantenido en sus laboratorios durante largo tiempo 

(Caisander et al., 2006). Esta controversia aparece en torno a la metodología de 

crecimiento de los cultivos, en concreto se centra en tres aspectos fundamentales: i) 

método mecánico vs método enzimático para expandir el cultivo; ii) presencia de 

feeders vs ausencia de feeders; iii) duración total del cultivo. 
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Después de comparar tres líneas de hESCs diferentes pero mantenidas en el mismo 

laboratorio bajo exactamente las mismas condiciones de cultivo, el resultado de dicho 

estudio nos aportó datos sobre las preguntas planteadas, ya que tras el cultivo de 

dichas líneas el resultado obtenido para cada una de ellas es diferente en cuanto a la 

integridad cromosómica que mantienen a lo largo del tiempo. Así, encontramos que 

las tres líneas de hESCs se mantuvieron cromosómicamente estables mientras se 

crecieron sobre feeders, ya que una vez trasladadas a una matriz sin feeders, dos de 

ellas, curiosamente las más jóvenes las que tenían menos pases de cultivo, 

presentaron alteraciones cromosómicas. Sin embargo, la línea de hESCs que había 

acumulado más pases de cultivo, se mantuvo sin alteración alguna (ni numérica, ni 

estructural), después de más de 215 pases totales. Mientras estos resultados están 

en línea con la idea de que en los cultivos sin feeders, los métodos empleados para 

realizar los pases, pueden contribuir en parte a la aparición de inestabilidad de la 

línea, también se confirma la hipótesis, de que independientemente a las condiciones 

en las que se desarrolle el cultivo, algunas líneas de hESCs son inherentemente más 

propensas a la inestabilidad cromosómica que otras. Es importante destacar que, 

además, las líneas que presentan alteraciones cromosómicas lo hacen a los 61-87 

pases, mientras que la tercera de las líneas se mantiene estable durante más de 215 

pases. Eso es una evidencia clara de que la duración del cultivo parece condicionar la 

aparición de alteraciones cromosómicas en menor medida que las propiedades 

intrínsecas de las células, y este hecho también se ha demostrado en otro estudio 

parecido realizado (Caisander et al., 2006), en que después de monitorizar cinco 

líneas durante más de 22 meses apareció una trisomía 13 en una de las cuatro, 

cuando las cinco líneas se habían cultivado bajo las mismas condiciones. 

 

Por otra parte, el resultado de la experimentación sugiere, que las alteraciones 

cromosómicas aparecen principalmente cuando las células son transferidas a un 

cultivo sin feeders, y ese fenómeno parece variar entre las diferentes líneas, lo que 

nos hace pensar que la predisposición a la inestabilidad cromosómica depende de las 
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características propias de cada una de ellas, que las hará más o menos capaces a 

adaptarse de un modo más eficaz a las nuevas condiciones de cultivo. Es importante 

además, identificar el alcance del problema subyacente en la inestabilidad 

cromosómica de las líneas, y desentrañar si son de orden intrínseco o extrínseco las 

características que contribuyen a hacer que unas líneas sean más propensas a la 

inestabilidad que otras. Hay que tener muy en cuenta, que las condiciones en las que 

se desarrolla un cultivo in vitro representan un artefacto, y las alteraciones que 

aparecen en este tipo de cultivos van a ser consecuencia de la adaptación a esas 

condiciones impuestas para el cultivo. Sin embargo, in vivo las alteraciones 

cromosómicas de las células de la masa celular interna del embrión, de las que 

proceden las hESCs, no persisten sino que tienden a desaparecer por evolución 

natural a medida que progresa la embriogénesis, ya que de otro modo malograrían el 

desarrollo embrionario. Además, los embriones destinados a la derivación de líneas 

embrionarias, son los sobrantes de programas de fecundación in vitro, y este hecho 

ya supone un sesgo, puesto que generalmente los embriones morfológicamente más 

adecuados y simétricos son los que son implantados, mientras que los congelados y 

donados a la investigación son aquellos que han sido inicialmente descartados para 

el propósito de la fecundación. De hecho, existen estudios que sostienen que más del 

50% de los embriones destinados a fecundación poseen alguna aneuploidía, 

(Fragouli and Wells, 2011; Hanson, 2005; Hardarson et al., 2003; Harper and 

Sengupta, 2012; Mantzouratou and Delhanty, 2011; Voet et al., 2011; Wilton, 2002). 

Incluso, es posible que de entre estos embriones algunos de ellos presenten cierto 

grado de mosaicismo conviviendo dos poblaciones celulares diploides y aneuploídes. 

De cualquier modo, lo cierto es que los embriones donados para fines científicos son 

aquellos que a priori tenían peor calidad para ser transferidos a útero. Todas estas 

circunstancias plantean una serie de cuestiones que están sin resolver en cuanto al 

cultivo in vitro de hESCs: i) ¿son las hESCs derivadas a partir de embriones 

congelados más propensas a la inestabilidad cromosómica que aquellas hESCs que 

derivan de embriones frescos?; ii) si hay estudios que avalan que entre el ~20-30% 
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de embriones humanos procedentes de ciclos de fecundación in vitro presentan 

alteraciones cromosómicas, ¿por que el ~100% de las líneas de hESCs son 

euploides?; iii) ¿puede existir una selección a la hora de generar líneas de hESCs?; 

iv) ¿son sólo las células cromosómicamente estables de las blastómeras de los 

embriones que presentan mosaísmo, las responsables de generar las líneas de 

hESCs?.  

 

Existen multitud de estudios que sugieren que el origen del cáncer puede estar en 

células troncales de tejidos adultos. De hecho, muchas vías de señalización claves en 

la homeostasis y regulación del desarrollo embrionario (Wnt, Notch, BMP…) se han 

visto involucradas en la progresión del cáncer (Menendez et al., 2006), lo que sugiere 

la existencia de un vínculo entre las hESCs y las células cancerosas. Igualmente, no 

podemos olvidar que antes de la generación de hESCs se derivaron células de 

carcinoma embrionario (en adelante, ECC, siglas inglesas de Embryonic Carcinoma 

Cells), procedentes de teratomas y teratocarcinomas humanos (Harrison et al., 2007) 

y hay trabajos que sugieren que las hESCs en cultivo pueden adquirir alteraciones 

que imitan a los cambios que sufren las ECC durante la progresión tumoral (Andrews 

et al., 2005; Baker et al., 2007). Incluso al estudiar de forma más detallada las 

alteraciones que presentan algunas líneas de hESCs, y compararlas con las 

alteraciones que existen en líneas de teratocarcionas, se ha comprobado que se 

asemejan bastante en algunos casos concretos de líneas de hESCs, esto podría 

explicar el alto grado de malignidad que presentan algunas de las líneas estudias y 

además analizando y comparando estos cambios entre ambos tipos de células, 

hESCs y ECCs, se podrían estudiar algunos aspectos de los mecanismos que 

regulan la oncogénesis (Hovatta et al., 2010). De hecho la trasformación celular se 

entiende como un bloqueo en la diferenciación y por ello, el estudio de los 

mecanismos de esa transformación en hESCs podría utilizarse como una herramienta 

única para estudiar la biología del cáncer, y la aparición de eventos transformantes 

que ayuden a comprender esta transformación. Existen estudios prospectivos que 
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reportan cambios genéticos y epigenéticos en hESCs transformadas. Estas hESCs 

que adquieren propiedades tumorogénicas, se comportan como clones neoplasicos y 

muestran propiedades tumorales clonales in vitro e in vivo en multitud de ensayos 

(Werbowetski-Ogilvie et al., 2009; Werbowetski-Ogilvie et al., 2012; Werbowetski-

Ogilvie et al., 2011). Por todo esto, cobra especial importancia el establecimiento de 

líneas de hESCs que presentan alteraciones cromosómicas concretas o en las que 

hemos detectado mutaciones, puesto que su comportamiento puede arrojar luz sobre 

los mecanismos celulares y moleculares que subyacen en el desarrollo del cáncer, ya 

que posiblemente, estas transformaciones alteren el equilibrio entre auto-renovación, 

diferenciación y muerte celular. De hecho, hemos comprobado que las diferentes 

alteraciones que presentaban las hESCs en el cultivo in vitro, tenían un significado 

biológico diferente. Así copias extra de genes situados en cromosomas como el 12 

parecen promover la auto-renovación y no la diferenciación, proporcionando una 

ventaja proliferativa de las células que presentan dicha alteración, incrementándose el 

porcentaje de células trisómicas para el cromosoma 12 con el paso del tiempo. Sin 

embargo, el aumento de las copias de genes que están en cromosomas como el 14 ó 

20 puede que no tengan ningún efecto sobre las células o incluso que proporcionen 

un retraso del ciclo celular, con lo cual la tasa de proliferación es menor, haciendo 

incluso que las células con esa alteración desaparezcan. En este sentido, hay 

estudios publicados que han analizado mediante SNPs alteraciones en los 

cromosomas 1,12, 17 y 20, y como resultado de este estudio parece haberse 

encontrado tres genes que se expresan en más del 20% de líneas de hESCs 

estudiadas, en concreto en este fragmento se han encontrado: ID1, Bcl2l1 y HM13. 

De estos genes, BCL2L1, parece ser, un fuerte candidato para la conducción de la 

adaptación del cultivo de hESCs, y estarían situados en un pequeño amplicon en el 

fragmento 20q11.21 (Amps et al., 2011).  
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Susceptibilidad de hESCs, su progenie hematopoyética y de células CD34+ de 

cordón umbilical a la rotura/ reordenamiento de MLL tras su exposición 

genotóxica a etoposido  

 

Son muchos los datos que sostienen la idea de que el origen del reordenamiento del 

gen MLL en el útero puede ser el resultado de una exposición transplacental durante 

el embarazo a sustancias que alteran la actividad de la enzima DNA-topoisomera II, 

encargada de reparar los daños en el DNA, tales como el etopósido (Alexander et al., 

2001; Greaves, 2002; Ross et al., 1996; Wiemels et al., 1999b). El reordenamiento de 

MLL es un rasgo característico en las leucemias agudas infantiles y también en LMA 

secundarias asociadas a tratamientos con inhibidores de la DNA-topoisomerasa II 

(Eguchi et al., 2006). Hoy en día se han publicado estudios que alertan sobre la alta 

ingesta de bioflavonoides durante el embarazo, ya que constituyen una fuente rica en 

inhibidores de la DNA-topoisomerasa II que podría causar rotura en el gen MLL en el 

feto, y por tanto, jugar un papel importante en el desarrollo del clon pre-leucémico 

(Spector et al., 2005; Strick et al., 2000). 

 

El etopósido induce roturas del gen MLL en mESCs (Blanco et al., 2004) y también en 

HSC CD34+ de cordón umbilical, es decir postnatales (Libura et al., 2005; Libura et 

al., 2008; Moneypenny et al., 2006). Sin embargo, la exposición a este compuesto en 

estadios más tempranos en humanos aún no se había evaluado. Contrariamente a lo 

ocurrido en la exposición puntual a etopósido de las HSCs CD34+, en hESCs se 

produce una muerte celular considerable a los 4 ó 5 días del tratamiento con este 

agente. El etopósido inhibe la actividad de la DNA-topoisomerasa II, provocando la 

acumulación de daños sin reparar en el DNA celular, lo que finalmente produce la 

muerte de las células. La vulnerabilidad que presentan las hESCs al etopósido 

concuerda con estudios que revelan la importancia del papel de la DNA-

topoisomerasa II alfa y beta, en tejidos humanos en desarrollo (Zandvliet et al., 1996). 

Además, la respuesta letal de las hESCs expuestas al inhibidor de la DNA-
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topoisomerasa II, nos da pistas para entender la relación entre la exposición 

intrauterina a agentes genotóxicos y el riesgo de adquisición de anomalías 

cromosómicas deletéreas y defectos congénitos letales, que provocan la pérdida de 

embriones y abortos, ya que son normalmente, incompatibles con un desarrollo 

normal (Finnell et al., 2002). 

 

Analizando los datos comprobamos que una sola dosis baja de etopósido provocó en 

hESCs rotura del gen MLL en un ~2%-3% de las células siendo similar a lo observado 

para HSCs CD34+ fetales neonatales (Libura et al., 2005; Libura et al., 2008; 

Moneypenny et al., 2006). Es destacable como la susceptibilidad a la exposición a 

etopósido de las hESCs es mayor que la que presentan las mESCs, ya que dosis 

altas de este agente (100 µM), apenas indujo roturas de MLL en mESCs, mientras 

que concentraciones relativamente bajas (0.2-0.5µM) provocaron más roturas de 

MLL, del orden de 1800 veces más (Blanco et al., 2004). Vale la pena mencionar que 

la concentración en suero que presentan los enfermos de cáncer tratados con este 

fármaco, oscila entre 1-2 µM (Edick et al., 2003), muy por debajo de lo empleado en 

el trabajo de Blanco et al. Además, existe una diferencia en cuanto a las roturas de 

MLL que presentan las células atendiendo a su madurez. De este modo mientras que 

hESCs y células hematopoyéticas derivadas de hESCs son las más vulnerables a la 

exposición a etopósido, conforme van madurando en la diferenciación hacia linaje 

hematopoyético e incluso las HSCs CD34+ de cordón umbilical, el número de roturas 

de MLL va disminuyendo. Este hecho sustenta la idea de que son más sensibles a 

agentes genotóxicos las células en estadios ontogénicos más tempranos. Por ello, 

podrían utilizarse las hESCs para hacer estudios de cribado de fármacos y toxicidad 

como alternativa al uso de células transformadas o zebrafish, como un módelo más 

fisiológico/traslacional que los anteriores. Además, debemos destacar que los 

ensayos de Long Distance Inverse –PCR han mostrado de MLL no sólo se rompe 

sino que se reordena. En nuestro caso hemos visto reordenamientos con regiones 

intergénicas lo cual tiene sentido por representar estas la mayor parte del genoma. 
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Asumimos que debemos desarrollar trabajos a mayor escala que evalúen si bajo 

alguna cincunstancia, concentración, tiempo, etc. se logra reordenar MLL con genes 

partners comúnmente encontrados en leucemias secundarias a tratamiento. 

 

Podemos preguntarnos, a raíz de los resultados obtenidos, si además estas roturas 

en el gen MLL proporcionan ventajas proliferativas o de supervivencia en el cultivo in 

vitro a largo plazo. Comprobamos, que la proporción de células con rotura de MLL va 

disminuyendo, no hay cambios en el ciclo celular ni aparecen nuevas alteraciones 

cromosómicas ni tampoco mutaciones en el gen FLT3. Este resultado parece indicar, 

que la rotura en MLL no parece ser suficiente para proporcionar una ventaja 

proliferativa o de supervivencia a las células. Es más, la proporción de células que 

presentaban rotura en uno de los alelos del gen MLL, va disminuyendo desde la 

cuarta semana del tratamiento hasta la semana doce, indicando que a lo largo de 

este tiempo después de la exposición, hay un equilibrio entre muerte celular y 

reparación del DNA. Puede ser que existan mecanismos que reparen la rotura en un 

alelo de MLL o incluso en este escenario, puede ocurrir que las células que tienen el 

alelo roto del gen MLL no se duplican en la misma tasa que las que no están 

reordenadas y, por esa razón, con el tiempo la proporción va disminuyendo. 

 

A pesar de que la vulnerabilidad a roturas de MLL inducidas por etopósido que 

presentan las hESCs y las HSCs CD34+ derivadas de cordón umbilical, es muy 

similar en cuanto a la rotura provocada en MLL, si es cierto que la exposición crónica 

a etopósido provoca en las hESCs un aumento, tanto en tasa de muerte celular, como 

en la adquisición de nuevas alteraciones cromosómicas numéricas y estructurales, 

que no aparecen en las células neonatales. Ahora bien, la ausencia de 

transformación de las hESCs que presentan reordenamiento de MLL junto con otras 

alteraciones puede deberse a: i) el impacto funcional de la fusión de MLL puede darse 

aguas abajo del origen celular de la traslocación, ii) puede ser necesario otro 

reordenamiento especifico diferente con regiones génicas o reguladoras que 
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provoque la expresión en el marco de una proteína quimérica de los ocurridos al azar 

en este experimento para que se produzca la transformación con potencial leucémico, 

por ejemplo, el recíproco de una traslocación balanceada y iii) son necesarios otros 

eventos colaboradores. 

 

Todos estos datos pueden sugerir que la exposición continua a inhibidores de la 

DNA-topoisomerasa II durante el desarrollo embrionario, no sólo induce rotura en el 

gen MLL, sino también hace más susceptibles a las hESCs a adquirir otras 

alteraciones cromosómicas numéricas y estructurales, estableciéndose un vínculo 

entre exposición a etopósido e inestabilidad genética. Este trabajo pone en valía el 

uso de las hESCs como una herramienta útil para hacer screening de toxicidad de 

fármacos probados en estadios ontogénicos muy tempranos acercándonos más a lo 

que pudiera ocurrir en el embrión humano y utilizar el potencial que nos ofrecen las 

hESCs para desarrollar fármacos y estudios dirigidos a la predicción de la aparición 

de enfermedades. 

 

Las MSCs de la médula ósea de niños afectados de LLA pro-B MLL-AF4+ 

presentan y expresan el gen de fusión MLL-AF4  

 

Hoy en día, está bien descrita la presencia en diferentes modelos experimentales de 

un precursor hemogénico capaz de diferenciarse tanto a hematopoyesis como a 

endotelio durante el desarrollo embrionario (Menendez et al., 2004; Wang et al., 2004; 

Wang et al., 2005a). Incluso recientemente se ha llegado a desarrollar un sistema 

celular humano para estudiar el desarrollo temprano hemato-endotelial en hESCs que 

expresen el gen de fusión MLL-AF4+, comprobando que la presencia del gen de 

fusión induce especificación hacia precursores hemogénicos pero inhibe la 

diferenciación hematopoyética en favor de la diferenciación endotelial (Bueno et al., 

2012). Sin embargo, aunque el origen embrionario de las MSCs es incierto y la falta 

de un buen marcador dificulta su estudio, algunas publicaciones sugieren la 
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existencia de una célula precursora común a las HSCs y a las MSCs, llamado 

precursor mesodérmico (Islam et al., 1988; Singer et al., 1984).  

 

Existe controversia en torno a la presencia de alteraciones cromosómicas en MSCs 

de patologías hematológicas. Hay publicados estudios en los que se describe la 

existencia de alteraciones cromosómicas en las MSCs de pacientes de mieloma 

múltiple y síndrome mielodisplásicos, que han sido identificados mediante CGH 

arrays (Corre et al., 2007; Lopez-Villar et al., 2009), lo que indicaría que el estroma 

medular puede jugar un papel importante en la patogénesis del tumor. De hecho, 

cada vez está más consolidado en la literatura que las MSC/estroma medular están 

estrechamente implicados en la patogénesis de enfermedades hematológicas debido 

a que conviven en el nicho hematopoyético, y las MSC poseen propiedades inmunes 

muy importantes en la regulación de la homeostasis linfohematopoyéticas. 

Durante el desarrollo embrionario prenatal en útero, podrían originarse genes de 

fusión característicos de leucemias infantiles en una población de precursores 

mesodérmicos. Por esta razón, las MSCs de la médula ósea de niños afectos de 

estas leucemias, podrían presentar junto con los blastos dichos genes de fusión 

característicos de estos tipos de leucemias, lo que potenciaría la idea de que las 

proteínas quiméricas asociadas a leucemias infantiles podría tener un origen 

temprano en el desarrollo. Actualmente existen datos que demuestran que 

reordenamientos Ig/TCR están presentes en las células endoteliales de pacientes con 

distintos tipos de linfomas (Streubel et al., 2004). Igualmente se ha demostrado la 

presencia de la traslocación BCR-ABL en células endoteliales de pacientes en 

remisión completa de LMC (Gunsilius et al., 2000). Con estos antecedentes, quisimos 

profundizar en la presencia en MSCs de diferentes genes de fusión y alteraciones 

cromosómicas específicas de leucemias pediátricas. Tras analizar células 

mesenquimales de un total de 38 pacientes de diferentes tipos de leucemia, 

encontramos que de todas las muestras analizadas, únicamente en aquellas 

procedentes de neonatos con LLA pro-B MLL-AF4+, un porcentaje (8%) de células 
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mesenquimales presentaban la traslocación. Este reordenamiento se determinó 

mediante FISH y confirmamos la expresión de la traslocación mediante RT-PCR. No 

se vieron cariotipos tetraploides, y esto nos permite excluir la idea de que la detección 

del gen de fusión MLL-AF4 se deba a la fusión celular de un blasto y una MSCs. Con 

los estudios de reordenamineto VD(J)H de las inmunoglobulinas que se realizaron, no 

se encontró ningún reordenamiento en las MSCs, lo que demuestra que no ha habido 

ningún fenómeno de de-diferenciación o plasticidad celular. Todos estos datos 

sugieren que las MSCs de estos niños, formarían parte del clon tumoral, ya que la 

traslocación se produce durante el desarrollo embrionario.  

 

Es importante destacar que los ensayos de sobreexpresión de estos oncogenes de 

fusión en MSCs indican que estas traslocaciones son compatibles con un fenotipo 

mesenquimal, y que la expresión de la proteína de fusión no altera la homeostasis de 

la MSCs. Esto sugiere que la presencia del oncogen no es suficiente para la 

transformación celular, sino que son necesarias posteriores alteraciones. Los 

mecanismos por los cuales las MSCs de la médula ósea de niños con LLA pro-B 

MLL-AF4+ adquieren esta aberración genética aún no se han dilucidado, pero, puesto 

que el punto de rotura a nivel molecular para la fusión MLL-AF4 es idéntico en las 

MSCs y en blastos leucémicos, se sugiere inequívocamente la existencia de un 

precursor común. Esto hubiera quedado definitivamente demostrado mediante el 

análisis por PCR inversa de los puntos de rotura. Desafortunadamente no se 

consiguieron un número de MSC suficiente para llevar a cabo el ensayo de long 

distance PCR, y los pacientes han fallecido de forma que no hemos podido confirmar 

a nivel molecular que ambos MSC y blastos comparten a nivel clonal la rotura de 

MLL. También es importante destacar que incluso en fusiones idénticas, como en el 

caso de este gen de fusión, pueden originar transcritos diferentes resultantes de 

procesos de splicing alternativo, y estos transcritos idénticos pueden tener un efecto 

diferente en distintos tipos celulares, debido a que la proteína resultante podría 
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ejercer diferente función según el tipo de célula. Esto podría explicar en parte la falta 

de transformación de las MSCs que presentan el gen de fusión MLL-AF4. 

 

El resto de fusiones e hiperdiploidia, no fueron encontrados en MSC en ningún caso, 

lo que implica que el estroma medular no parece contribuir en la homeostasis y 

proceso leucémico en estos otros tipos de leucemias agudas. Tiene sentido pensar 

que el hecho de que MLL-AF4+ sean típicos de lactantes (< 1 año) mientras que el 

resto son más comunes en niños entre 2 y 15 años es clave para explicar nuestros 

datos, dado que la concordancia de estas traslocaciones en gemelos es del 100% 

sólo en el caso de MLL-AF4+ (Ford et al., 1998; Greaves, 2002; Greaves et al., 2003).  

La presencia de MLL-AF4 en células no hematopoyéticas (ejemplo: MSC) tiene 

implicaciones en clínica. Por un lado, puede explicar, si el origen de MLL-AF4 es pre-

hematopoyético porque hay un porcentaje de leucemias agudas CD45- y porque 

generalmente los blastos presentan unos niveles de CD45 más bajos que las células 

normales. Además, la presencia de MLL-AF4 en MSC tiene grandes de implicaciones 

en la enfermedad mínima residual. En este sentido existe controversia entre la 

sensibilidad de las técnicas de citometria de flujo y biología molecular. La citometría 

de flujo es cuantitativa pero analiza por defecto células CD45+ hematopoyéticas, 

mientras que las técnicas moleculares son capaces de detectar el reordenamiento 

independientemente de que este se encuentre en un subtipo celular u otro. Esto 

explicaría la controversia en la sensibilidad reportada para ambas técnicas. 

Finalmente, datos reportados en mieloma múltiple, síndromes mielodisplasicos 

(Lopez-Villar et al., 2009), leucemia mieloide crónica Ph+ (Gunsilius et al., 2000), y en 

distintos tipos de linfomas (Streubel et al., 2004), apoya la contribución del estroma en 

la patogénesis de la enfermedad, aunque debe determinarse aún hasta que punto el 

estroma juega un papel biológico a nivel inmunológico o desde un punto de vista de 

biología del desarrollo. Animamos por tanto a continuar estudios encaminados a 

analizar molecular y funcionalmente la implicación del estroma medular/MSCs en 

distintas neoplasias hematológicas.
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VI. CONCLUSIONES 

 

1. El uso de hESCs como modelo de enfermedad, requiere que las células sean 

genéticamente lo más estables posible. Si no fuera así podrían presentar 

alteraciones que pueden cooperar en la transformación de las hESCs o alterar 

la homeostasis del cultivo.  

 

2. Es importante implementar técnicas citogenéticas convencionales y de alta 

resolución con el fin de detectar pequeñas pero relevantes anomalías 

cromosómicas.  

 

3. Las condiciones de cultivo de las hESCs estandarizadas, y la duración del 

mismo, no determinan por si solos la tendencia de algunas líneas de hESCs a 

ser más propensas a adquirir alteraciones cromosómicas, sino que este hecho 

es inherente a la naturaleza de la propia línea celular. 

4. El etopósido induce roturas en el gen MLL en hESCs y en células 

hematopoyéticas diferenciadas a partir de las hESCs, pero no proporciona 

ninguna ventaja proliferativa ni de supervivencia en estas células, ya que 

incluso la proporción de células con rotura de MLL disminuye con el tiempo. 

 

5. La continua exposición a etopósido, además de producir la rotura de MLL, 

provoca otras alteraciones cromosómicas en hESCs. Por lo tanto, una 

exposición crónica a etopósido durante el desarrollo embrionario temprano 

puede inducir reordenamientos de MLL y hacer a las hESCs más propensas a 

la adquisición de alteraciones cromosómicas. 

 
6. En células CD34+ neonatales, la exposición crónica a etopósido provoca 

rotura de MLL. Sin embargo, los datos de citogenética convencional y SKY 
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revelan que la exposición continua a etopósido no induce alteraciones 

cromosómicas adicionales como sí ocurría en las hESCs.  

7. El gen de fusión MLL-AF4 está presente y se expresa en las MSCs de médula 

ósea en el 100% de los lactantes diagnosticados con una LLA pro-B MLL-

AF4+. 

 

8. Otros genes de fusión asociados a leucemia linfoblastica aguda pediátrica no 

están presentes en MSCs de médula ósea, lo que apoya la especificdad de los 

resultados encontrados para MLL-AF4. 

 

9. Las MSCs constituyen parte del clon tumoral, revelando por primera vez el 

importante papel del estroma medular en la patogénesis de la LLA pro-B del 

lactante con traslocación t(4;11) MLL-AF4. Además, parece plausible la 

sugerencia de un origen pre-hematopoyético de MLL-AF4, que tendría su 

origen en una población de precursores mesodérmicos capaces de 

diferenciarse hacía linaje hematopoyético y mesenquimal.
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VII. ESTUDIOS EN CURSO Y DE FUTURO 

 

Mecanismos celulares y moleculares responsables de la leucemia linfoblástica aguda 

del lactante con reordenamiento MLL-AF4 

 

La existencia de modelos fidedignos que reproduzcan la LLA pro-B del lactante MLL-

AF4+, es clave para entender mecanismos celulares y moleculares que se 

encuentran tras la etiología y patogénesis de la leucemia, ya que permitirían dirigir 

futuros ensayos de “screening” de fármacos. Existen diferentes razones por las que 

los modelos hasta ahora utilizados fallan a la hora de reproducir la enfermedad, y 

entre dichas razones podrían encontrarse : i) la célula diana empleada en estos 

estudios no es la correcta; ii) los niveles de expresión del oncogén no se 

corresponden con los niveles fisiológicos; iii) la capacidad de transformar de MLL-AF4 

es dependiente del contexto humano en el que sea expresado; iv) la fusión reciproca 

AF4-MLL resultante del reordenamiento, así como otros eventos oncogénicos 

secundarios, pueden ser necesarios. 

 

Está ya publicado, que la expresión de MLL-AF4 mediada por lentivirus tiene un 

impacto funcional tanto en estadio neonatal (CD34+ derivadas de cordón umbilical) y 

prenatal (hESCs y su progenie hematopoyética). En CD34+, la expresión de MLL-AF4 

conlleva una mayor proliferación y una mayor supervivencia, lo que se traduce en un 

aumento del engraftment hematopoyético y un mayor potencial clonogénico, pero no 

es suficiente para desencadenar leucemia. En hESCs la expresión de MLL-AF4 tiene 

como resultado una mayor especificación a progenitores hemogénicos, y sesga su 

potencial de diferenciación hematopoyético-endotelial, pero tampoco es capaz de 

desencadenar leucemia. Estos datos indican que la dificultad para desarrollar un 

modelo de LLA pro-B del lactante no se debe a la necesidad de que MLL-AF4 tenga 

que ser expresado en un contexto humano, ni tampoco a que los niveles de expresión 

conseguidos difieran mucho de los fisiológicos. Más bien, sugieren que mutaciones 
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adicionales o la fusión reciproca AF4-MLL resultante del reordenamiento pueden ser 

necesarias. En línea con esto, el laboratorio del Profesor Marschalek ha mostrado 

como la fusión reciproca AF4-MLL es suficiente para inducir LLA pro-B en células 

madre murinas. Por otro lado, ~15% - 30% de los pacientes tienen mutaciones 

activadoras en FLT3 y K-RAS. Además, es posible que las leucemias con 

reordenamientos MLL tengan mutaciones adicionales que se deban, al menos en 

parte, a alteraciones epigenéticas derivadas de la actividad funcional descontrolada 

de MLL, que es una histona metiltransfersa. Finalmente no podemos obviar que esta 

leucemia es pro-B/monocitica y los precursores B/monocíticos son muy activos en 

hígado fetal. Por ello, sería interesante analizar el efecto leucémico MLL-AF en 

HSCs/HSCs de hígado fetal como un estadio hemtopoyético complementario de las 

hESCs y las células troncales progenitoras hematopoyéticas de cordón umbilical (en 

adelante, HSPCs, siglas inglesas de Hematopoietic Stem/Progenitor Cell).  

 

Por todo ello, el laboratorio plantea llevar a cabo los siguientes estudios que nos 

permitan esclarecer potenciales candidatos responsables de la transformación 

mediada por MLL-AF4 y así establecer un modelo humano de LLA pro-B MLL-AF4+.  

 

1. Estudiar in vitro e in vivo si AF4-MLL y/o mutaciones activadoras de FLT3 o 

K-RAS cooperan con MLL-AF4 en la transformación de cordón umbilical CD34+. 

 

2. Estudiar in vitro e in vivo si AF4-MLL y/o mutaciones activadoras de FLT3 o 

K-RAS cooperan con MLL-AF4 en la transformación de progenitores 

hematopoyéticos derivados de hESCs. 

     

3. Estudiar el impacto funcional de MLL-AF4 en progenitores B/monocíticos de 

hígado fetal tanto en modelos murinos como en células fetales humanas CD34+. 
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4. Generar iPSCs de blastos procedentes de leucemias con reordenamiento 

MLL-AF4 con el fin de analizar i) si la reprogramación celular afecta a las 

alteraciones epigenéticas derivadas de la actividad funcional descontrolada del 

reordenamiento MLL; y ii) comprobar si el potencial de diferenciación 

hematopoyético de las iPSCs que expresan MLL-AF4 está afectado, y ver si las 

hESCs nos permiten reproducir la afiliación de MLL-AF4 a estadio pro-B. 
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS 

 

ABC: siglas inglesas de ATP-binding cassette. Casete de unión al ATP. 

aCGH: siglas inglesas de Arrays Comparative Genomic Hybridization. Hibridación 

genómica comparada con arrays. 

ADN: Ácido desoxirribonucleico. 

ARN: Ácido ribonucleico. 

ASCs: siglas inglesas de Adipose Stem Cells. Célula troncal mesenquimal derivada 

de grasa. 

CFU-F: siglas inglesas de Colony Forming Units Fibroblasts. Unidad formadora de 

colonias de fibroblastos. 

CGH: siglas inglesas de Comparative Genomic Hybridization. Hibridación genómica 

comparada. 

CLP: siglas de Progenitor Linfoide Común. 

CN: siglas inglesas de Copy Number. Número de copias. 

CNV: siglas inglesas de Copy Number Variation. Variación en el número de copias. 

CPM: siglas de Progenitor Mieloide Común. 

CSC: siglas inglesas de Cancer Stem Cell. Célula troncal tumoral. 

EBs: siglas inglesas de Embryoid Bodies. Cuerpos embrioides. 

FAB: siglas inglesas de French-American-British. Franco-Americano-Británico. 

FISH: siglas inglesas de Fluorescence in situ hybridization. Hibridación in situ 

fluorescente. 
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FIV: siglas de Fecundación in vitro.  

GMP: siglas inglesas de Granulo –monocyte Progenitors. Progenitores Granulocito-

Monocíticos.  

hESCs: siglas inglesas de Human Embryonic Stem Cells. Células troncales 

embrionarias humanas. 

HPCs: siglas inglesas de Hematopoietic Progenitor Cell. Células progenitoras 

hematopoyéticas. 

HSCs: siglas inglesas de Hematopoietic Stem Cells. Células troncales 

hematopoyéticas.  

HSPCs: siglas inglesas de Hematopoietic Stem/Progenitor Cell. Célula troncal 

progenitora hematopoyéticas. 

ICM: siglas inglesas de Inner Cell Mass. Masa celular interna. 

IP: Yoduro de Propidio. 

iPSCs: siglas inglesas de Induced Pluripotent Stem Cells. Células troncales 

pluripotentes inducidas. 

ISCBI: siglas inglesas de. Iniciativa internacional para bancos de células troncales. 

ISCT: siglas inglesas de International Society for Cellular Therapy. Sociedad 

internacional de terapia celular. 

LLA: siglas de Leucemia Linfoblástica Aguda. 

LMA: siglas de Leucemia Mieloblástica Aguda. 

LOH: siglas inglesas de Loss Heterozygosity. Pérdida de heterozigosidad.  

LT-HSC: siglas inglesas de Long Time Hematopoietic Stem Cell. Células troncales 
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hematopoyéticas con capacidad de repoblación a largo plazo. 

MDR: siglas inglesas de Multi Drug Resistence. Resistencia múltiple a drogas. 

MEFs: siglas inglesas de Mouse Embryonic Fibroblasts. Fibroblastos embrionarios de 

ratón. 

MEP: siglas de Progenitores Eritroides Megacariocíticos.  

M-FISH: siglas inglesas de Multicolor Fluorescence in situ Hybridization. Hibridación 

in situ fluorescente multicolor. 

MLL: sigla inglesa de Mixed Lineage Leukemia. Leucemia de linaje mixto. 

MSCs: siglas inglesas de Mesenchymal Stem Cells. Células troncales 

mesenquimales. 

NCBI: siglas inglesas de National Center for Biotechnology Information. Centro 

nacional de información sobre biotecnología. 

NHEJ: siglas inglesas de Non Homologous End Joining. Recombinación no homologa  

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

PCR: siglas inglesas de Polymerase Chain Reaction. Reacción en cadena de la 

polimerasa. 

RT-PCR: siglas inglesas de Reverse Transcription - Polymerase Chain. Transcripción 

reversa de la reacción en cadena de la polimerasa. 

SKY: siglas inglesas de Spectral Karyotyping. Cariotipo Espectral. 

SNP: siglas inglesas de Single Nucleotide Polymorphism. Polimorfismo de un sólo 

nucleótido. 

ST-HSC: siglas inglesas de Short Time Hematopietic Stem Cell. Células troncales 
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hematopoyéticas con capacidad de repoblación a corto plazo. 
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