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1.1. Células madre pluripotentes humanas (CMPH) 

1.1.1. Desarrollo embrionario humano 

El desarrollo humano comienza con la fusión de los gametos (haploides), oocito y 

espermatozoide, procedentes de los progenitores para constituir una única célula llamada cigoto 

(diploide). El cigoto comienza a dividirse mediante un proceso llamado “escisión” dando lugar a 

las blastómeras, las cuales desarrollan uniones gap que les permiten desarrollarse de forma 

coordinada. Cuando el cigoto alcanza el estadio de unas 16-32 blastómeras, esta estructura 

pasa a llamarse mórula. Durante este estadio las células se unen firmemente en un proceso 

denominado compactación. Las células continúan dividiéndose hasta alcanzar el estadio de 

blastocisto, en el cual las células más externas se han diferenciado a una estructura denominada 

trofoblasto y las más internas forman la masa celular interna (MCI). Las células de la MCI 

continúan dividiéndose y diferenciándose para dar lugar al embrioblasto y, por último, al embrión 

junto con todas sus membranas (saco amniótico, saco vitelino y alantoides); mientras que las 

células del trofoblasto originarán la placenta. En estadio de blastocisto y una vez polarizada la 

MCI, el trofoblasto comienza a segregar fluido al blastocele, la cavidad interna hueca del 

blastocisto, haciendo que el blastocisto aumente de tamaño y, finalmente, provocando la 

“eclosión” y ruptura de la zona pelúcida que lo envolvía mucho antes de la fecundación, cuando 

todavía era un oocito. Una vez liberado de la zona pelúcida, el blastocisto se une a las paredes 

del endometrio mediante el trofoblasto en un proceso que se denomina implantación. 

Posteriormente comienza el proceso de gastrulación, mediante el cual el embrioblasto se 

reorganiza y diferencia dando lugar a la gástrula, un disco trilaminar compuesto por 3 capas 

(ectodermo, mesodermo y endodermo). A partir de estas 3 capas germinales se desarrollarán 

todas las estructuras y órganos del cuerpo mediante los procesos de somitogénesis, 

histogénesis y organogénesis.  
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Figura 1.1.1.1. Estadios del desarrollo humano antes de la implantación. Imágenes de contraste de fase de 

embriones humanos desde día 0 hasta día 7. Las flechas a día 0 indican los pronúcleos. Alrededor del día 4 el 

embrión se compacta formando la mórula, formado por los blastómeros rodeados por la zona pelúcida. El blastocisto 

se forma alrededor del día 5 y es una estructura rellena de fluido compuesta por la masa celular interna (a la 

derecha) y el trofoectodermo (a la izquierda). A día 6 el blastocisto eclosiona de la zona pelúcida y a día 7 está listo 

para implantarse en la pared del útero. Adaptada de Niakan et al.1 

 

Debido a la creciente exposición a numerosos químicos presentes en todos los ámbitos de 

nuestra vida, cada vez hay más personas que sufren de infertilidad. En la última mitad del siglo 

pasado se desarrollaron las tecnologías necesarias para dar lugar a la reproducción asistida, 

permitiendo a pareja infértiles poder tener hijos. Estas tecnologías abarcan la administración de 

sustancias para inducir la ovulación, la inseminación artificial y los métodos de fertilización in 

vitro (FIV). Edwards y Steptoe hicieron avances fundamentales en dos frentes que establecieron 

las bases para la FIV en humanos. En 1969 describieron los primeros estadios de FIV con óvulos 

humanos2. Un año después anunciaron el cultivo de embriones humanos en estadio de división3. 

Posteriormente, ambos investigadores continuaron profundizando en el estudio de la 

reproducción humana en un marco básico y clínico y en 1978 anunciaron el nacimiento de 

Louise Brown, el primer ser humano concebido mediante FIV4. Gracias a los avances actuales 

en la reproducción asistida, como la estimulación ovárica y una mejora en el manejo, cultivo y 
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almacenamiento de los embriones, se ha generado un excedente de embriones humanos que 

han sido utilizados para reproducción y para otros fines no reproductivos, como la investigación.  

Los embriones humanos pre-implantación usados en investigación se obtienen generalmente de 

dos fuentes: 1) embriones destinados a ser descartados durante el proceso de reproducción 

asistida considerados de muy baja calidad para su transferencia al útero o para criopreservación; 

2) embriones excedentes de necesidades reproductivas. Una vez completado el parto con éxito 

las parejas poseen tres opciones para los embriones almacenados: 1) pueden seguir 

manteniéndolos criopreservados para futuros embarazos de la pareja; 2) pueden desecharlos; o 

3) pueden donarlos, ya sea con fines reproductivos a otras parejas o para investigación (siempre 

y cuando un banco de embriones esté dispuesto a aceptar los embriones). Sólo aquellos 

embriones donados a la ciencia con el correspondiente consentimiento informado de las parejas 

y la aprobación del comité ético pueden ser usados en investigación. 

El acceso a embriones humanos para estudios de desarrollo conlleva una serie de implicaciones 

éticas y legales que restringen notablemente su uso. Históricamente, sólo ha sido posible 

acceder a embriones humanos en el caso de abortos espontáneos. Hasta hace relativamente 

poco tiempo los estudios se limitaban a realizar una mera descripción morfológica debido a las 

limitaciones tecnológicas existentes. Más recientemente, con el desarrollo de la FIV en la 

mayoría de los países se ha podido “cultivar” embriones legalmente hasta 14 días de desarrollo 

in vitro o la formación de la estría primitiva, lo que antes acontezca. La posibilidad de “cultivar” 

embriones derivados de procesos de FIV junto con la llegada de técnicas avanzadas de 

microscopia y el desarrollo de tecnologías de análisis de expresión génica más sensibles han 

permitido un estudio detallado de los mecanismos moleculares y celulares del desarrollo 

embrionario humano pre-implantacional. Para el estudio de procesos que tienen lugar en el 

periodo post-implantación in vivo la única manera plausible es la obtención de embriones fruto de 

abortos consentidos mediante la firma del consentimiento informado para su uso en investigación 

y la correspondiente aprobación de un comité ético. Esto solamente es posible en algunos 

países en los que la legislación lo permite, lo que sumado a la escasez de estos abortos y su 

necesario consentimiento hacen del periodo post-implantación una etapa muy difícil de estudiar. 

Esta situación ha generado la necesidad de buscar modelos alternativos para el estudio del 

desarrollo embrionario humano. 

En 1981, Evans, Kaufman y Martin describieron por primera vez el aislamiento y cultivo de 

células derivadas de la MCI de embriones de ratón en estadio de blastocisto, a las cuales 
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llamaron células madre embrionarias de ratón (CMER)5,6. La derivación de las primeras CME 

supuso el pistoletazo de salida para la obtención de CME de distintas especies que culminó en 

1998 con la obtención de las primeras células madre embrionarias humanas (CMEH) en el 

laboratorio del Dr. Thomson, a partir de la MCI blastocistos derivados de fertilización in vitro7. 

Estas células permiten el acceso a etapas pre y post-implantacional, posibilitando el estudio del 

desarrollo embrionario humano temprano y la generación y diferenciación de distintos tejidos y 

sistemas. 

1.1.2. Definición y propiedades 

Las células madre pluripotentes (CMP) son células con capacidad de auto-renovación y de 

originar tejidos representativos de las 3 capas germinales de un embrión en desarrollo 

(ectodermo, mesodermo y endodermo), así como a la línea germinal. Estas células no 

contribuyen normalmente al trofoblasto a partir del cual se generará la placenta (tejido 

extraembrionario). Las primeras CMP fueron derivadas de teratocarcinomas8, un tumor de origen 

germinal. Más tarde, la obtención de CMP a partir de blastocistos de ratón (CMPR) y también de 

humanos (CMPH) demostró que las CMP pueden cultivarse como líneas celulares 

inmortalizadas no transformadas5–7. 

 

Figura 1.1.2.1. Imagen de las típicas colonias de CMEH en cultivo sin células de soporte. Línea H9, de CMEH 

cultivadas sobre Matrigel en medio químicamente definido E8. 

 

En función de las condiciones de derivación y de mantenimiento, las CMPR presentan distintas 

propiedades. Las CMPR obtenidas de embriones pre-implantación se conocen como CMER 

mientras que aquellas generadas a partir de estadios ligeramente posteriores se denominan 

CMEpi (células madre epiblásticas)9,10. Los términos „primitiva‟ y „programada‟ se introdujeron 
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para describir las etapas temprana y tardía de ontogenia del epiblasto describiendo a las CMER 

y CMEpi, respectivamente. Las CMPH poseen un perfil molecular similar al de las CMEpi y, por 

tanto, son clasificadas como „programadas‟11. Los distintos requerimientos para su cultivo, 

programas de expresión génica y características epigenéticas son un reflejo del carácter 

dinámico de la pluripotencia en el embrión.  

Las CMP se caracterizan por poseer mecanismos moleculares responsables del mantenimiento 

de la auto-renovación y supresión de la diferenciación a la vez que por mantener genes clave 

implicados en diferenciación en un estado quiescente pero „preparado‟ (primed). 3 factores de 

transcripción controlan y, por tanto, definen el estado pluripotente: OCT4, SOX2 y NANOG12. 

OCT4 y NANOG conforman el núcleo transcripcional ya que su expresión es específica de CMP 

y de embriones tempranos. SOX2 forma un heterodímero junto con OCT4 y ambos son 

necesarios para la formación de células madre pluripotentes inducidas (CMPI), destacando su rol 

en el establecimiento de la pluripotencia13. Estos 3 factores, de forma cooperativa, se unen a sus 

propios promotores, formando un circuito interconectado de auto-regulación12. De ellos OCT4 es 

el más indispensable y, por tanto, se le considera el factor pluripotente principal por excelencia.  

Las CMPH deben ser caracterizadas para determinar su potencial real para poder ser usadas 

tanto en investigación básica como aplicaciones clínicas. La expresión de marcadores de 

pluripotencia puede ser determinada usando 3 métodos complementarios: 1) la inmunotinción de 

CMPH revela la expresión de marcadores y permite la estimación de su homogeneidad en un 

cultivo monocapa. Este método es rápido y fácil pero es cualitativo y requiere un cultivo negativo 

para marcadores de pluripotencia para sustraer la señal de fondo; 2) el análisis mediante 

reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa acoplada a transcripción reversa (en inglés 

qRT-PCR) permite una cuantificación fiable de los niveles de expresión. Aunque la qRT-PCR es 

potente e informativa, muestra el fenotipo de todo el cultivo de las CMPH mostrando valores de 

expresión promedio y perdiéndose la información de homogeneidad de la población celular; 3) la 

citometría de flujo o FACS (Fluorescence-activated cell sorting) complementa a la qRT-PCR y 

provee información de diferentes poblaciones celulares de CMPH. Además de marcadores de 

membrana específicos de las CMPH, como el SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 y SSEA-3, también 

pueden detectarse los factores transcripcionales OCT-4 o NANOG que son característicos en las 

CMPH.  

El cariotipado de CMPH para su uso en terapias celulares debe ser llevado a cabo cada 10 

pases (2 meses) in vitro, aunque recientemente se ha demostrado que el cariotipo no posee la 
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resolución suficiente para detectar todas las aberraciones genéticas con potencial 

tumorigénico14. Se necesitaría un método de detección con una resolución de al menos 50kb 

para confirmar la seguridad de las células antes de su uso para trasplantes en pacientes. Una 

alternativa adecuada pueden ser  los arrays de polimorfismos de nucleótido único en todo el 

genoma (SNPs arrays) junto con el análisis de variaciones en el número de copias (Copy 

Number Variation o CNVs) y la pérdida de heterocigosidad (Loss of heterozygosity o LOH). La 

estabilidad genética se estudia mediante arrays de hibridación genómica comparativa. Por 

último, la hibridación in situ fluorescente puede ser usada para detectar aneuploidías y 

proporcionar mayor información acerca de la integridad genética. La tinción de fosfatasa alcalina 

también puede usarse para definir el estado pluripotente de las CMPH. Finalmente, la “firma 

molecular” mediante el análisis de expresión de ARNm puede sugerir características 

pluripotentes pero solo los ensayos funcionales de pluripotencia pueden establecer el potencial 

real de las CMP. 

Existen 6 ensayos que se pueden emplear para determinar el potencial de desarrollo de las 

CMP: 1) diferenciación in vitro; 2) formación de teratomas; 3) formación de quimeras; 4) 

transmisión a la línea germinal; 5) complementación tetraploide; y 6) formación de quimeras a 

partir de células individuales. La diferenciación in vitro a células de las 3 capas germinales 

representa el nivel más bajo aceptado de pluripotencia. La formación de teratomas evalúa la 

formación espontanea de tejidos diferenciados pertenecientes a las 3 capas germinales tras la 

inyección de CMPH en un ratón inmunodeficiente. Esta metodología tiene varias limitaciones. El 

ensayo de teratomas determina el potencial de desarrollo a nivel poblacional ya que los 

teratomas no se pueden generar a partir de células individuales. Además, no es un ensayo 

cuantitativo y sólo nos podemos limitar a realizar un análisis histológico de los diferentes tejidos 

diferenciados espontáneamente dentro de los teratomas. La formación de blastocistos 

quiméricos mide la contribución de las CMP introducidas en embriones, ya sea en estadio de 

mórula o blastocisto, durante el desarrollo embrionario. Las CMP de alta calidad participan en el 

desarrollo normal y dan lugar a quimeras de alta calidad con abundante colonización de todos 

los tejidos embrionarios, incluida la línea germinal, mientras que las CMP de menor calidad 

producen o bien bajo quimerismo o embriones con viabilidad reducida. Este tipo de ensayos se 

puede realizar entre CMP y embriones de la misma especie o interespecie (humano-ratón, 

humano-cerdo o humano-primate entre otras múltiples combinaciones). La transmisión a la 

línea germinal conlleva la cría de quimeras para producir descendencia con todas células 

derivadas de las CMP originalmente inyectadas, lo cual demuestra la capacidad de las CMP 
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estudiadas de generar gametos funcionales. La complementación tetraploide mide la 

capacidad de las CMP de dirigir el desarrollo de un organismo completo. Las CMP de estudio 

son introducidas en un blastocisto 4n generado por electrofusión de blastómeros en el estadio de 

2 células. Ya que los blastocistos 4n son incapaces de mantener un desarrollo normal del 

embrión mientras que sí permiten el desarrollo normal del tejido extraembrionario cualquier 

embrión resultante derivara enteramente de las CMP introducidas. La pluripotencia genuina es 

una propiedad de células individuales y, por tanto, quimeras con amplia contribución a partir de 

una única célula respaldan la claridad de los ensayos clonales. Por eso, el ensayo más riguroso 

consiste en inyectar CMP individuales en estadio de mórula o blastocisto. Tanto el quimerismo 

a partir de células individuales como la complementación tetraploide tienen altas tasas de 

fracaso, pero son interpretados como los mejores ensayos para definir el estado pluripotente de 

las CMP. El ensayo de teratomas es el ensayo de referencia para la evaluación del potencial de 

desarrollo de las CMPH. Tanto los ensayos de formación de quimeras de CMPH en embriones 

de ratón como la formación de quimeras primarias con embriones de humano (in vitro no 

gestacional) están permitidos bajo las normas de la comunidad internacional de investigación 

con células madre tras una rigurosa revisión científica y ética. Sin embargo, es éticamente 

impermisible la evaluación de la potencialidad de formación de quimeras primarias humanas 

mediante complementación gestacional in vivo.  

1.1.3. Tipos y derivación. 

Existen 4 tipos básicos de CMPH en función de su origen y método de derivación: 

1. CMEH. Las CMEH fueron las primeras CMPH cultivadas con éxito. Son obtenidas a 

partir de células de la MCI de embriones humanos, embriones excedentes de procesos de  FIV 

cedidos mediante consentimiento informado de las parejas para su uso en investigación. En un 

principio fueron obtenidas mediante el cultivo directo de blastocistos enteros y posteriormente se 

ha mejorado la técnica gracias al empleo de la immunocirujía, microdisección o separación con 

láser del trofoectodermo antes del cultivo de la MCI. Las CMEH están consideradas el modelo de 

referencia dentro de las CMPH y, junto con las CMPHI, son las mejor estudiadas y ya están 

siendo empleadas en ensayos clínicos (mayormente para probar la seguridad del empleo de 

terapias basadas en CMPH). El principal inconveniente para su empleo en terapia celular es el 

posible problema de la alogenicidad cuando no exista histocompatibilidad. Además, su obtención 

ha requerido hasta hace muy poco tiempo la destrucción de embriones humanos con los 

consideraciones éticas que ello conlleva. Sin embargo, recientemente se ha conseguido la 
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derivación de varias líneas de CMEH a partir de un blastómero de la MCI sin interferir con el 

potencial de desarrollo del embrión15.  

2. CMPIH: Son generadas mediante la expresión ectópica o introducción directa de ciertos 

ADNc, ARNm o proteínas en células somáticas. Los métodos de reprogramación han avanzado 

enormemente desde los métodos iniciales que involucraban la integración al azar de los vectores 

virales de reprogramación en el genoma de la célula a reprogramar16, hasta los métodos 

actuales que no implican integración  facilitando su potencial terapéutico17–19. Las principales 

ventajas del uso de CMPIH son que se pueden realizar transplantes autólogos y están libres de 

problemas éticos. Sin embargo, se ha demostrado que las CMPIH son propensas a desarrollar 

aberraciones transcripcionales y epigenéticas20–23. Como resultado en muchas ocasiones las 

CMPIH no se diferencian completamente, generando células somáticas que no son totalmente 

funcionales. Además, hay que indicar que la tecnología actual es demasiado costosa en términos 

de tiempo y dinero por lo que generar CMPIH para cada paciente resultaría inviable24. Debido a 

esto se están desarrollando diferentes iniciativas para establecer bancos de líneas celulares que 

caractericen y almacenen CMPIH generadas a partir de donantes sanos homocigotos para los 

diferentes antígenos leucocitarios humanos (del inglés HLA) que permitirían su uso terapéutico 

histocompatible para un amplio rango de población en el futuro25. 

3. Las células madre embrionarias humanas partenogenéticas (CMEHP) se obtienen a 

partir de embriones partenogenéticos. Pueden ser heterocigotas26 u homocigotas27 para el HLA, 

en función del protocolo de activación del oocito. Las primeras serían muy útiles para 

tratamientos autólogos, mientras que las segundas son muy valiosas para su depósito en bancos 

de líneas celulares. Sin embargo, una impronta anormal y la LOH puede complicar su uso en 

medicina regenerativa. Las CMEHP no están exentas de controversia ética ya que los oocitos no 

fertilizados utilizados en su generación deben ser adquiridos mediante un programa de donación 

de óvulos que implica el uso de un protocolo de estimulación ovárica.  

4. Las células madre embrionarias humanas por transferencia nuclear (CMEH-TN) se 

obtienen mediante transferencia de un núcleo de una célula somática a un oocito humano 

enucleado28. El proceso se denomina transferencia nuclear de células somáticas. Las CMEH-TN 

son células que poseen el mismo HLA que las células somáticas de las que proviene el núcleo 

pero tienen mitocondrias alogénicas procedentes del oocito, lo que puede desencadenar una 

respuesta adaptativa aloinmune29. De manera similar a las CMEHP, al implicar el uso de oocitos 

de donantes, su generación conlleva similares implicaciones éticas.  

 

Tabla 1.1.3.1 Propiedades de los distintos tipos de CMPH. Adaptada de Simonson et al.30 
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1.1.4. Cultivo. 

El crecimiento de cualquier tipo de célula de mamífero in vitro requiere medio de crecimiento, 

matrices extracelulares y factores ambientales. El medio de crecimiento es uno de las 

componentes más críticos del cultivo de CMPH y ha experimentado una enorme evolución desde 

sus inicios tras la derivación de las primeras CMEH. Para poder usar las CMPH en terapia es 

necesario el desarrollo de un medio químicamente definido libre de suero y de agentes no 

humanos, adecuado para el crecimiento de todos los tipos de CMPH. La primera generación de 

medio para CMEH contenía suero fetal bovino además de componentes indefinidos los cuales 

eran secretados por fibroblastos embrionarios de ratón. Recientemente, se han establecido 

medios más estandarizados y definidos que reemplazan elementos de origen animal en el 

medio. El suero de reemplazo KO se ha usado ampliamente junto con FGF-2 para el cultivo de 

CMPH sobre células de soporte. Para el cultivo en condiciones libres de células de soporte se 

desarrolló un medio definido (denominado TeSR1)31. Más recientemente, Thomson et al. han 

desarrollado un medio químicamente definido denominado E8, derivado del TeSR1, que contiene 

8 componentes. Este medio E8, junto con el uso de EDTA como agente para subcultivo, puede 

ser apropiado para el cultivo de una gran variedad de líneas de CMPH32. 

Entre los componentes extracelulares se incluyen diversas matrices orgánicas de origen 

animal, hidrogeles, proteínas individuales de matriz, superficies sintéticas y algunos 

componentes libres de agentes de origen animal y comercialmente definidos. Hasta ahora, el 

Matrigel ha sido uno de los componentes extracelulares más usados para el cultivo de CMPH sin 

células de soporte. Es una matriz de la membrana basal, rica en colágenos tipo I y IV, laminina, 

entactina, heparán sulfato, metaloproteinasas, factores de crecimiento indefinidos y compuestos 

químicos33. Al ser un sustrato de origen animal no puede ser usado para la generación de CMPH 

para uso clínico. Muchas proteínas de la matriz extracelular están reguladas a lo largo del 

desarrollo y pueden ser usadas, por tanto, para reforzar la auto-renovación o el compromiso a 
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distintos linajes de las CMPH. La vitronectina recombinante es un sustrato definido que mantiene 

la auto-renovación de las CMPH mediante la adhesión con la integrina αVβ534. Existe además 

cada vez más evidencias que demuestran que algunas isoformas específicas de lamininas 

(expresadas en embriones post-implantación) pueden tener un papel importante en sustentar el 

crecimiento a largo plazo de las CMPH. En los últimos años se están desarrollando nuevos 

métodos que utilizan superficies sintéticas para simular los efectos de proteínas de la matriz 

extracelular en el crecimiento de las CMPH.  

Existen una serie de señales ambientales, incluyendo los ambientes físicos y fisiológicos (más 

allá de las células, componentes del medio de crecimiento y matriz extracelular) que estimulan el 

crecimiento de las CMPH, como la temperatura, humedad, osmolaridad, acidez, rigidez de la 

superficie de crecimiento, densidad celular, intercambio de gases y los modos de asociación 

multicelular. De entre todos estos factores, los más destacables son el consumo de oxígeno y los 

modos de asociación multicelular. El ambiente fisiológico del desarrollo temprano de embriones 

mamíferos es hipóxico. El cultivo de CMPH debe estar diseñado para mimetizar al máximo esta 

condición in vivo. Sin embargo, de forma tradicional el cultivo de CMPH se ha hecho en normoxia 

(21% O2). Bajas tensiones de O2 (≈2-3% O2) previenen la diferenciación espontánea de las 

CMPH35 además de favorecer el mantenimiento de la integridad genómica. Los modos de 

asociación multicelular son propiedades físicas de las interacciones intercelulares. Estas 

propiedades físicas tienen un impacto significativo en la densidad celular, interacciones ligando-

receptor, procesamiento de señales, transducción intracelular de señales y en el microambiente 

de las CMPH. Con el descubrimiento de los mecanismos de muerte y supervivencia de células 

individuales36,37, actualmente las CMPH se pueden crecer de distintas formas como en colonias 

(método tradicional)7, células individuales38, monocapas de células individuales que no forman 

colonias39 y en agregados en suspensión40. La elección de una forma específica de crecimiento 

de las CMPH dependerá de los objetivos de la investigación y de las aplicaciones clínicas o 

farmacéuticas.  

1.1.5. CMPH como modelo de desarrollo embrionario 

Se ha acumulado una enorme cantidad de conocimiento del genoma, fisiología y anatomía 

humana pero existe poca información directa sobre cómo se regula el desarrollo embrionario 

humano. La mayoría de nuestro conocimiento del desarrollo humano ha sido extrapolado de 

estudios con organismos modelo. Estos estudios han aportado conocimientos esenciales de los 

fundamentos del desarrollo, así como los genes y rutas de señalización que controlan la 
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especificación celular y la morfogénesis tisular. Algunos de estos genes y rutas de señalización 

tienen un papel conservado a lo largo de la evolución y se mantienen durante el desarrollo 

humano. Por razones prácticas, el ratón es el principal sistema experimental para modelar el 

desarrollo humano. Ratones y humanos tienen un tamaño genómico similar y comparten el 99% 

de sus genes, además de presentar grandes similitudes en desarrollo, anatomía y fisiología. Sin 

embargo, a pesar de ser un poderoso organismo modelo, tiene notables limitaciones. Alrededor 

del 1% de los genes humanos no tiene homólogo identificable en ratón. Aunque se espera que la 

mayoría de genes tengan un papel conservado en ratones y humanos, existen diferencias obvias 

en el periodo de gestación, morfología y en la regulación espacio-temporal de la expresión 

génica durante el desarrollo embrionario. Por tanto, no es raro que se pase por alto la función 

crítica de un gen en el desarrollo humano, incluso tras llevarse a cabo estudios en ratón. Existen 

cada vez más evidencias que sugieren que la diferenciación in vitro de las CMPH recapitula 

aspectos del desarrollo humano, y que pueden ser usadas como modelo de estudio del 

desarrollo embrionario humano temprano.  

Las CMPH poseen dos características que las hacen adecuadas para el estudio del desarrollo 

humano: 1) poseen el potencial de generar cualquier célula adulta. Su cultivo in vitro además 

proporciona una forma rápida y rentable de analizar la función de un gen durante un proceso 

especifico del desarrollo; 2) las CMPH tienen capacidad de auto-renovación ilimitada, 

proporcionando material en abundancia para análisis de alta capacidad (del inglés High-

througput Screening o HTS). Por tanto, las CMPH pueden ser usadas para probar hipótesis 

surgidas de estudios previos en organismos modelo. Dichos estudios dependen de plataformas 

de diferenciación in vitro robustas que mimeticen el desarrollo embrionario fidedignamente.  

Para abordar problemas específicos respecto al compromiso hacia linajes, es necesario 

desarrollar condiciones de diferenciación más definidas. Se han desarrollado diversos métodos 

de diferenciación. La mayoría implican la adición de factores de crecimiento recombinantes o 

moléculas pequeñas. Algunos usan condiciones de cultivo adherentes, mientras que otras usan 

formación de cuerpos embrionarios (del inglés embryoid bodies o EBs) y otras usan células de 

soporte. La diferenciación dirigida consiste típicamente en una serie de etapas definidas que 

mimetizan el proceso del desarrollo embrionario. Uno de los primeros eventos del desarrollo es 

la formación de las 3 capas germinales a través de la gastrulación; por lo tanto, la mayoría de 

protocolos implican primero una dirección hacia ectodermo, mesodermo o endodermo, seguido 

de una serie de pasos para guiar la diferenciación hacia el tipo celular de interés41. Cada etapa 

de diferenciación es guiada por señales de diferenciación específicas. Se usan normalmente 
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factores de crecimiento recombinantes y moléculas pequeñas para mimetizar señales conocidas 

que instruyen en el desarrollo embrionario. Cuando no hay conocimiento previo del desarrollo, 

una estrategia que se usa es recapitular el ambiente in vivo mediante el uso de células aisladas 

de la localización física donde el tipo celular deseado aparece. Sin embargo, un problema en el 

análisis funcional de las células derivadas de CMPH es que el tipo celular de interés está 

presente en el cultivo junto con muchos otros tipos y no está claro el posible uso terapéutico de 

esta mezcla de células, debido a problemas con la formación de teratomas y los efectos 

impredecibles de una población mixta. Los futuros análisis funcionales se beneficiaran de 

mejoras en los protocolos de diferenciación así como de métodos de enriquecimiento, los cuales 

pueden basarse en la identificación de marcadores específicos de superficie o en el desarrollo de 

reporteros fluorescentes.  

Gracias a la diferenciación dirigida de las CMPH se puede tener acceso a un número creciente 

de tipos celulares embrionarios además de procesos del desarrollo temprano. Sin embargo aún 

quedan muchos escollos por salvar. La existencia de heterogeneidad entre distintas líneas de 

CMPH resalta la importancia de validar resultados usando múltiples líneas celulares. Un desafío 

importante yace en la dificultad de generar células maduras funcionales. La dificultad de generar 

células maduras funcionales podría deberse a la incapacidad actual de recapitular la larga 

ventana de tiempo de desarrollo en un ambiente in vitro. Otro problema es el desconocimiento de 

las señales claves requeridas para las etapas finales de maduración. Por otro lado, un aspecto 

infravalorado es que las células no funcionales se pueden generar por problemas en etapas de 

diferenciación tempranas. Además, a diferencia del compromiso de linaje, algunos aspectos del 

desarrollo, como el patrón y morfogénesis tisular, no son fácilmente recapitulables con los 

protocolos de diferenciación actuales. Esto supone un obstáculo al estudio del compromiso de 

linaje de células que necesitan de interacciones entre tejidos para su adecuada especificación, 

maduración y supervivencia.  

Además del estudio del desarrollo normal, las CMPH ofrecen una vía para recapitular el 

desarrollo anormal e investigar la patogénesis de enfermedades humanas. Muchas células 

relevantes en enfermedades, como las neuronas, no son fácilmente accesibles en pacientes. Por 

tanto, los modelos animales, especialmente el ratón, han sido ampliamente usados para 

entender la patogénesis de enfermedades humanas. Sin embargo, los modelos murinos no 

siempre recapitulan los fenotipos manifestados en humanos. Las CMPH que posean las 

modificaciones genéticas asociadas a determinadas enfermedades pueden vencer estas 

limitaciones, dando lugar a una fuente ilimitada de cualquier tipo celular relevante en una 
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enfermedad para su estudio específico y para el desarrollo de fármacos que puedan ser 

utilizados en su tratamiento. 

 

Figura 1.1.5.1. Estudios en organismos modelo y CMPH para el  avance en biología del desarrollo y medicina 

regenerativa. Análisis genéticos y ensayos de ganancia y perdida de función de genes en organismos modelo han 

identificado genes y rutas de señalización. Esta información ha permitido el avance en los procesos de 

diferenciación a partir de CMPH hacia distintos linajes de las 3 capas germinales. La formación de cualquier tipo 

celular a partir de CMPH permite el desarrollo en campos como la medicina regenerativa, modelaje de 

enfermedades y descubrimiento de nuevos fármacos. Adaptada de Zhu et al.42 

 

1.1.6. CMPH como terapia en medicina regenerativa 

El principal objetivo de la medicina regenerativa es el acceso a un número ilimitado de cualquier 

tipo celular cuya funcionalidad permita la reconstitución de una estructura o función perdida. 

Gracias a las mejoras en los protocolos de diferenciación a partir de CMPH, esta posibilidad 

podría hacerse realidad para varios tipos celulares relevantes en diversas enfermedades. 

Recientes avances en el campo de las células madre señalan que el „santo grial‟ de la 

diferenciación dirigida (la generación de un número ilimitado de tipos celulares funcionales y 

genéticamente compatibles para terapia celular) podría traducirse en terapias efectivas para 

enfermedades hasta ahora incurables, aunque seguramente aparecerán nuevos retos/obstáculos 

en el camino hacia dicha traslación a humanos.  
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Las CMPH representan una fuente de células atractiva dada su escalabilidad y versatilidad. Sin 

embargo, para la mayoría de los linajes derivados de ellas, el gran desafío es la generación de 

células funcionales adecuadas para su uso en clínica. Este problema es particularmente grave 

para aquellos tipos celulares que desarrollan su total funcionalidad solo en estadios tardíos del 

desarrollo, como las células madre hematopoyéticas. Las estrategias actuales de diferenciación 

producen células diferenciadas que mayormente se asemejan a los estadios embrionarios o 

fetales del desarrollo. Por tanto, es necesario desarrollar tecnologías que produzcan células con 

propiedades funcionales características de etapas adultas del desarrollo.  

La identificación de tipos celulares y etapas definidas in vitro es un componente importante de 

cualquier estrategia de diferenciación. La cuantificación de expresión de marcadores por 

citometría de flujo es muy útil, ya que evita los problemas asociados con análisis de imágenes en 

placas de cultivo que son más difíciles de cuantificar. Sin embargo, en los últimos años se ha 

incrementado el uso de análisisl del transcriptoma completo, como las plataformas de microarray 

y secuenciación masiva de ARN, que se están convirtiendo en el método estándar en el campo. 

También se está intentando incluir ensayos globales para definir el estado de la cromatina de la 

progenie diferenciada de las CMPH.  

Los primeros estudios de trasplante de CMPH estaban mayormente diseñados con el objetivo de 

medir la supervivencia celular mediante histología. Algunas estrategias que están en desarrollo 

incluyen reporteros genéticos que permiten el mapeo y análisis clonales in vivo, que han sido 

usados de rutina en ratón43. Los estudios de eliminación genética son importantes para 

determinar los mecanismos que subyacen la función del injerto, tales como distinguir los efectos 

tróficos a corto plazo de efectos de la implantación funcional a largo plazo. 

Las CMPIH específicas de paciente son atractivas como una fuente autóloga que podría obviar 

la necesidad de inmunosupresión, aunque este tema no está claro como se ha visto en estudios 

en CMPIR44,45. Es difícil evaluar la inmunocompatibilidad completa en células humanas debido a 

la falta de un modelo experimental de implante autólogo. Un posible problema en el uso de 

CMPIH es la adquisición de alteraciones genéticas y epigenéticas durante la reprogramación, 

incluyendo mutaciones en regiones codificantes46 y aberraciones en la metilación del ADN21. 

Otra preocupación es si las células reprogramadas retienen la memoria epigenética del material 

biológico original utilizado para la reprogramación celular47,48. Existen evidencias que las CMPI 

de ratón y humano retienen, al menos de forma temporal, un perfil epigenético parcialmente 
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relacionado con la célula de origen y que puede afectar a su potencial de diferenciación posterior 

a diferentes linajes celulares.  

La conversión directa de células somáticas mediante introducción de factores de transcripción 

específicos de linaje se ha conseguido para algunos tipos celulares49. Sin embargo, el potencial 

traslacional de este enfoque, incluyendo la capacidad de la implantación funcional a largo plazo, 

no ha sido determinado todavía. La escalabilidad y el establecimiento de una plataforma de 

terapia celular de conformidad con buenas prácticas de producción representan otro de los 

grandes obstáculos hacia su posible traslación clínica.   

La aparición de ensayos clínicos que involucran CMPH ilustra el progreso que se ha hecho en el 

desarrollo de tipos celulares terapéuticos y la mitigación de los riesgos de las CMPH. La actual 

oleada de ensayos clínicos basados en CMPH se centra principalmente en tratar la 

degeneración de la retina. Estudios preclínicos muestran la seguridad y eficacia del epitelio 

retinoico pigmentado (ERP) derivado de las CMEH y CMPIH en varios modelos animales50,51, 

allanando el camino para los ensayos clínicos recientes. Actualmente, están en marcha 9 

ensayos clínicos que utilizan ERP derivado de CMPH para reparar degeneración macular y 

enfermedades relacionadas, 8 de ellos usan ERP de CMEH y 1 de ellos ERP procedente de 

CMPIH, el cual es además el primer ensayo con CMPIH en humanos52. Los resultados hasta 

ahora muestran que las células trasplantadas son bien toleradas sin evidencia de proliferación 

adversa, tumorigenicidad u otros problemas oculares o sistémicos53,54. Se han detectado parches 

de pigmentación subretinal persistentes en el ojo incluso después de la interrupción de la 

inmunosupresión.  

Implantes de tejido cardiaco derivado de CMPH pueden restaurar la función de áreas debilitadas 

o isquémicas en pacientes con enfermedad arterial coronaria. El primer ensayo clínico 

establecido para probar esta técnica en humanos está en estos momentos en fase de 

reclutamiento de pacientes. Modelos animales preclínicos (ratón y primates no humanos) 

muestran que estos implantes aumentan el volumen sistólico del ventrículo izquierdo, mejorando 

la función cardiaca general55.  

En 2014 se inició el primer ensayo clínico para probar un tratamiento para la diabetes basado en 

CMPH. El producto, VC-01, es un dispositivo subcutáneo que consiste en células pancreáticas 

(PEC-01) derivadas de CMEH envueltas en un dispositivo semipermeable. El dispositivo protege 

a las células PEC-01 del rechazo inmune permitiendo además que el oxígeno y los nutrientes  

penetren dentro de la capsula así como la liberación de insulina en respuesta a niveles elevados 
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de glucosa en sangre. Ensayos preclínicos mostraron que las células PEC-01 pueden 

diferenciarse a varios tipos celulares pancreáticos56 y, de forma similar a las células β, secretar 

insulina57 y regular la glucosa sanguínea en ratones58.  

Tabla 1.1.6.1 Ensayos clínicos con células derivadas de CMPH. Adaptada de Kimbrel et al.59 

 

 

1.2. Hematopoyesis 

La hematopoyesis es el proceso de formación de las células del sistema hematopoyético. El 

sistema hematopoyético consta de más de 10 tipos diferentes de tipos celulares con varias 

funciones. Los leucocitos representan varios tipos celulares especializados con funciones en 

inmunidad innata y adquirida. Los eritrocitos transportan O2 y CO2, mientras los megacariocitos 

generan plaquetas para la coagulación y reparación de heridas. Todos los tipos celulares son 

generados a partir de las células madre hematopoyéticas (CMH) que residen en la medula ósea, 

el sitio principal de hematopoyesis en el adulto. La sangre es uno de los tejidos más plásticos y 

dinámicos, con millones de células “viejas” que son repuestas por células “nuevas” a cada 

segundo. En situaciones de emergencia, como anemia o infección, el número de células 

sanguíneas rápidamente crece, volviendo a la normalidad tras la recuperación. El tiempo de vida 

de algunos tipos celulares maduras varía desde horas hasta años. Es el primer tejido en 
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formarse durante el desarrollo embrionario, con una dinámica compleja, apareciendo a distintos 

tiempos de desarrollo, distintos tipos celulares en distintas localizaciones anatómicas. Existen 2 

etapas con propiedades y características claramente definitorias en las cuales se puede dividir la 

hematopoyesis: la hematopoyesis embrionaria y la adulta. 

1.2.1. Desarrollo embrionario del sistema hematopoyético 

La mayoría del conocimiento actual acerca del desarrollo embrionario del sistema 

hematopoyético proviene de modelos animales, siendo el ratón el más estudiado de todos dada 

la disponibilidad de los ensayos de formación de colonias y trasplante, los cuales definen 

funcionalmente la presencia de progenitores hematopoyéticos y CMH, respectivamente. En el 

ratón, la hematopoyesis se inicia entre los días embrionarios 7.0-7.5 (E7.0-7.5) en una estructura 

extraembrionaria denominada saco vitelino, donde las células hematopoyéticas se encuentran 

rodeadas de células endoteliales dentro de unas estructuras llamadas islas sanguíneas (del 

inglés blood islands)60,61. Las primeras células diferenciadas en emerger son los eritrocitos 

primitivos nucleados que expresan hemoglobina embrionaria, junto con otras células mieloides 

(básicamente macrófagos y megacariocitos) identificadas en torno al día E8.062. A esta fase se le 

denomina hematopoyesis primitiva y/o oleada 1 y su principal propósito es producir eritrocitos 

que faciliten la oxigenación tisular mientras el embrión experimenta un crecimiento rápido. Sin 

embargo, estas células no son capaces de reconstituir el sistema hematopoyético de un ratón 

irradiado, el ensayo estrella de la actividad de CMH, indicando que durante este estadio del 

desarrollo aún no se han generado CMH funcionales63–65. Las células hematopoyéticas primitivas 

son rápidamente reemplazadas por sus homologas definitivas y tienen unas funciones 

específicas en el embrión que las hacen distintas de sus equivalentes en el adulto.  

Poco después del inicio de la hematopoyesis primitiva los primeros progenitores eritroides 

definitivos (denominados BFU-E) aparecen en el saco vitelino en torno a E8.2566–68. Neutrófilos, 

mastocitos y progenitores granulocíticos-macrófagos muestran una cinética de aparición similar. 

Además, también se detectan en el saco vitelino a E8.25, justo antes del establecimiento de la 

circulación, unos progenitores altamente proliferativos con capacidad para formar colonias con 

potencialidad para dar lugar a múltiples linajes mieloides69. Ya que estos progenitores definitivos 

producen eritrocitos y células mieloides pero no eran capaces de colonizar el timo, se llamó a 

esta población progenitores eritro-mieloides (PEM). Estos PEM migran al hígado fetal antes de la 

aparición de las CMH y generan, entre otros tipos celulares, macrófagos que colonizan tejidos 

como el hígado (células de Kupffer), cerebro (microglía), epidermis (células de Langerhans) y 
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pulmones (macrófagos alveolares) donde permanecen hasta la edad adulta70. Además, en el 

saco vitelino y en la estructura precursora del aorta-gonada-mesonefros (AGM), conocida como 

P-Sp, también se producen progenitores linfoides B y T, entre 1 y 2 días antes de la aparición de 

las primeras CMH71. A la aparición del conjunto de PEM y progenitores linfoides se le denomina 

oleada 2 y pertenece a la hematopoyesis definitiva. A pesar del solapamiento temporal parcial en 

la aparición en el saco vitelino de la hematopoyesis primitiva y definitiva oleada 2, se pueden 

distinguir dichas poblaciones por su progenie y deben ser consideradas como oleadas 

hematopoyéticas distintas.  

El saco vitelino es el sitio principal de hematopoyesis hasta aproximadamente E10.0, cuando las 

primeras CMH son detectadas en estructuras intraembrionarias. En un principio se pensó que el 

sistema hematopoyético se desarrollaba directamente a partir de las células hematopoyéticas del 

saco vitelino que migraban al embrión tras el inicio de la circulación en torno a E8.5. Sin 

embargo, ensayos de trasplantes demostraron que el saco vitelino no contenía CMH definitivas 

de tipo adulto hasta E11.563,64,72, posterior a cuando pueden ser detectadas en el embrión. A 

E10.0 se identificó una región con actividad hematopoyética, denominada AGM, capaz de formar 

colonias en bazo con una mayor tasa que las células del saco vitelino cuando eran trasplantadas 

en ratones letalmente irradiados64 y capaces de reconstituir el sistema hematopoyético 

completo65. El lugar concreto dentro del AGM donde se establece la hematopoyesis es la aorta 

dorsal63. A partir de las células endoteliales de la aorta ventral aparecen pequeños clústeres de 

células que expresan marcadores hematopoyéticos, denominados clústeres hematopoyéticos 

intra-aórticos (CHIA), que son liberados a la circulación73–75. Estos CHIA están formados por pre-

CMH que maduran progresivamente hasta dar lugar a las CMH definitivas76. El proceso de 

formación de CMH definitivas a partir de una población única de células endoteliales en la pared 

ventral de la aorta dorsal, definidas como endotelio hemogénico, se denomina transición 

endotelio-hematopoyesis (TEH)77–79. A la formación de las CMH se le denomina oleada 3 y 

pertenece a la hematopoyesis definitiva. 

Desde estadios tempranos del desarrollo, las CMH y las células endoteliales comparten la 

expresión de VE-Cadherina, que es posteriormente apagada durante el desarrollo fetal80,81. Los 

progenitores hematopoyéticos en el embrión temprano expresan CD41 y posteriormente 

CD4582,83. La TEH ocurre en varias etapas secuenciales de desarrollo de forma muy rápida, 

atravesando varios estadios celulares caracterizados por la expresión de marcadores de 

superficie. Del endotelio hemogénico (VE-Cadh+Runx1+c-Kit+) se generarán las pro-CMH (VE-

Cadh+Runx1+c-Kit+CD41+) a continuación pre-CMH tipo I (VE-Cadh+Runx1+c-Kit+CD41lowCD43+) 
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y pre-CMH tipo II (VE-Cadh+Runx1+c-Kit+CD41lowCD43highCD45+) que finalmente formarán las 

CMH definitivas (VE-Cadh+Runx1+c-Kit+CD41-/lowCD43highCD45+). Pre-CMH tipo II y CMH 

definitivas tienen el mismo fenotipo pero pueden ser distinguidas desde un punto de vista 

funcional mediante el trasplante directo en ratones irradiados. Los 4 tipos celulares anteriores 

han sido identificados morfológicamente en la aorta dorsal84–87. En el caso de humanos esta 

sucesión de etapas no se ha estudiado con tanto detalle, aunque parece que pueden existir 

diferencias ya que CD41 no se expresa en estas etapas del desarrollo, al contrario que CD43 

que parece que sí lo expresan las primeras CMH en humanos88. Además, se ha observado que 

la expresión de CD43 define a los progenitores hematopoyéticos durante la diferenciación 

hematopoyética de CMEH89.  

Parece ser que los macrófagos de las oleadas 1 y 2 podrían participar en el establecimiento de la 

hematopoyesis definitiva permitiendo la movilización y colonización de las CMH a los órganos 

hematopoyéticos90. Técnicas de rastreo dinámico y de imagen llevados a cabo in vivo han 

demostrado que la TEH representa un proceso continuo mediante el cual las células endoteliales 

adquieren gradualmente morfología y fenotipo hematopoyético77,91,92. Tras la aparición de las 

CMH en el AGM, éstas migran al hígado fetal y sufren un proceso de expansión, colonizando 

finalmente la medula ósea justo antes del nacimiento. Aquí es donde permanecerán el resto de 

la vida del individuo adulto93. Recientemente se han encontrado progenitores hematopoyéticos 

en el músculo, en un estadio intermedio entre el hígado fetal y la medula ósea, sugiriendo que el 

músculo embrionario sirve de nicho en el desarrollo del sistema hematopoyético94. Además, se 

han descrito otros lugares auxiliares de hematopoyesis definitiva, como la placenta95, las arterias 

vitelina y umbilical96, la vasculatura de la cabeza97, el endocardio98 y los capilares emergentes 

del saco vitelino99. 

Además de las dudas respecto a los sitios anatómicos hematopoyéticos, el origen celular de las 

células hematopoyéticas también ha sido motivo de controversia. La observación en el saco 

vitelino de islas sanguíneas que contienen células hematopoyéticas rodeadas por endotelio100 

condujo a la hipótesis de que ambos tipos celulares emergen de un precursor común, el 

hemangioblasto60,61. Aunque el término hemangioblasto inicialmente designaba un precursor 

mesodérmico, la literatura moderna lo aplica ampliamente para describir cualquier tipo celular 

que pueda producir células endoteliales y hematopoyéticas mediante cultivo in vitro en 

condiciones específicas. Las células con actividad hemangioblástica representan un grupo muy 

heterogéneo de progenitores, que incluyen células mesodérmicas en el saco vitelino y células 

con características típicas de endotelio en el AGM101–103. La observación de clústeres 



27 
 

hematopoyéticos en la aorta dorsal de muchas especies llevó a la teoría opuesta en la que las 

CMH se desarrollan a partir de un endotelio con potencial hematopoyético, el endotelio 

hemogénico. Este endotelio ha sido observado tanto en la aorta dorsal75 como en el saco 

vitelino99,104,105, desafiando la teoría del hemangioblasto. Recientemente, ambas teorías se han 

reconciliado demostrando que durante el desarrollo de las células hematopoyéticas se produce 

un proceso secuencial que parte del mesodermo, a continuación se establece el hemangioblasto,  

luego el endotelio hemogénico y, finalmente, los progenitores hematopoyéticos106.  

 

Figura 1.2.1.1. Regulación durante el desarrollo de la hematopoyesis en ratón. (A) La hematopoyesis ocurre 

primero en las islas sanguíneas del saco vitelino y después en el AGM, placenta e hígado fetal. Las islas 

sanguíneas del saco vitelino se visualizan mediante tinción de LacZ dirigida por Gata1. AGM e hígado fetal por LacZ 

dirigida por Runx1. (B) Hematopoyesis en cada localización favorece la produccion de linajes hematopoyéticos 

específicos. Abreviaturas: ECs, células endoteliales; RBCs, eritrocitos; LT-HSC, células madre hematopoyéticas de 

largo plazo; ST-HSC, células madre hematopoyéticas de corto plazo; CMP, progenitor mieloide común; CLP, 

progenitor linfoide común; MEP, progenitor eritro-megacariocítico; GMP, progenitor granulocítico-macrófago. (C) 

Ventana temporal de desarrollo en la que se producen los cambios anatómicos durante la hematopoyesis. Adaptada 

de Orkin et al.107 

Poco se sabe de la hematopoyesis embrionaria humana debido a las implicaciones éticas del 

estudio de embriones humanos. Lo poco que sabemos proviene de grupos que han tenido 

acceso a abortos espontáneos donados por pacientes mediante consentimiento informado. 

Consecuentemente, se trata de un estudio estático del embrión, no dinámico como es el caso de 

los modelos experimentales anteriormente mencionados. Además, las causas del aborto y el 
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manejo del embrión después del aborto pueden provocar su deterioro y, por tanto, dificultar su 

estudio. Estos estudios indican que el desarrollo hematopoyético embrionario humano se 

asemeja mucho al del ratón. Comienza en el saco vitelino y, a diferencia del ratón, transiciona de 

forma temporal por el hígado antes de la aparición de células hematopoyéticas en las arterias, 

seguido de una segunda colonización hepática antes de establecerse definitivamente en la 

medula ósea y el timo. Se ha confirmado también la existencia del hemangioblasto en humanos. 

Además, también se ha descrito que las CMH se encuentran próximas a células endoteliales y 

que células endoteliales vasculares aisladas entre los días 27-40 de desarrollo y cultivadas sobre 

células estromales MS-5 dan lugar a células hematopoyéticas. Estudios de trasplante de CMH 

de embriones humanos en ratones inmunodeficientes han confirmado que las primeras CMH 

definitivas humanas aparecen en el AGM108. Existe además, al igual que en el ratón, una fuerte 

polarización dorsoventral, localizándose exclusivamente en la aorta ventral la actividad 

repobladora multilinaje de largo plazo, es decir las CMH humanas109. 

1.2.2. Hematopoyesis en el adulto 

Las CMH producidas durante el desarrollo embrionario que colonizan la medula ósea son las 

encargadas de mantener la homeostasis del sistema hematopoyético a lo largo de la vida del 

individuo. Este proceso está altamente regulado para mantener la producción de células 

hematopoyéticas a la vez que se asegura el mantenimiento de por vida del reservorio/stock de 

CMH. Para ello las CMH permanecen en un estado de quiescencia, del que salen solamente 

cuando se necesita reemplazar a las células hematopoyéticas maduras. La integridad funcional 

del sistema hematopoyético y el reservorio/stock de CMH puede controlarse mediante la salida 

de las células de la médula ósea, la entrada en apoptosis, la auto-renovación o la diferenciación.  

Tradicionalmente se ha considerado la diferenciación hematopoyética en mamíferos como un 

proceso jerárquico donde las CMH se encuentran en el ápice de dicha jerarquía (Figura 4a). A 

partir de ellas se generan los distintos tipos de progenitores cuya potencialidad decrece a medida 

que se diferencian para dar lugar a todas las células del sistema hematopoyético. Las CMH se 

pueden clasificar según su capacidad de colonizar la médula ósea de ratones. Así podemos 

encontrar CMH capaces de colonizar la médula ósea de ratones trasplantados durante largo 

plazo (CMH-LP110,111), medio plazo (CMH-MP112) y corto plazo (CMH-CP113) que dan lugar en un 

primer momento a progenitores multipotentes (PMP) que posteriormente originan progenitores 

mieloides comunes (PMC) y progenitores linfoides comunes (PLC). Éstos últimos producirán 

células del linaje linfoide (linfocitos T, B y natural killers). Los PMC producen progenitores eritro-
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megacariocíticos (PEMk) y progenitores granulocito-macrófagos (PGM). Los PEMk generarán 

eritrocitos y megacariocitos, mientras que los PGM dan lugar a granulocitos (neutrófilos, 

basófilos y eosinófilos) y macrófagos. Esta jerarquía ha sido completada con diversos 

progenitores intermedios a los anteriormente mencionados, reflejando el carácter dinámico del 

proceso de diferenciación desde una CMH hasta una célula completamente diferenciada114.  

Esta visión está cambiando en los últimos años gracias a varios estudios que desafían el modelo 

clásico de desarrollo hematopoyético. Las CMH eran concebidas como una población uniforme 

de células con capacidad equivalente de generar una progenie diversa, aunque estudios 

recientes demuestran que no es así. El primer indicio definitivo de la existencia de patrones 

específicos de producción de linajes procede del seguimiento de la progenie clonal regenerada a 

partir de una CMH individual tras trasplantes seriados sucesivos115. Estas observaciones han 

sido confirmadas en varios estudios116–119. Los patrones de diferenciación específicos de cada 

clon de CMH con capacidad de auto-renovación duradera pueden encontrarse balanceados 

hacia la producción de progenie mieloide y linfoide (células β) o hacia la producción exclusiva 

mieloide y carecer de potencial linfoide (células α). Además, se han propuesto otros tipos de 

CMH (células γ y células δ) deficientes en progenie mieloide incapaces de mantener una auto-

renovación duradera que no permiten trasplantes secundarios. Una característica interesante 

que se desprende de estos estudios es que las CMH más predeterminadas hacia linaje mieloide 

muestran los niveles más altos de quiescencia mientras que las más predeterminadas hacia 

linaje linfoide se dividen más activamente. Esto explicaría por qué las células γ y δ tienen esa 

baja capacidad de colonización y el hecho de que con la edad disminuye la capacidad de 

producción de linaje linfoide mientras que aumenta la de mieloide117,120,121. Parece ser, por tanto, 

que los tipos de CMH representan probablemente un continuo de estados caracterizados por 

diferencias sutiles, tales como pequeños cambios en la expresión génica. La distribución de 

estos tipos de CMH cambia durante el desarrollo y el envejecimiento117,122,123 y, además, está 

sujeta a una modulación extrínseca118. Un meta-análisis de varios estudios en humanos indica 

que las CMH humanas también tienen propiedades regenerativas heterogéneas124, apuntando a 

la posibilidad de que también existan estos tipos de CMH en humanos.  

Estos estudios desafían la visión jerárquica tradicional de diferenciación de las CMH y sugirieren 

otros modelos de desarrollo, como el modelo de CMH en consorcio, donde existen diferentes 

grupos de CMH con pequeñas variaciones en su capacidad de diferenciación y producción de 

diferentes linajes celulares (Figura 4b). Alternativamente se ha propuesto otro modelo que podría 

aunar varias observaciones discrepantes. En este modelo las CMH se establecen pronto durante 
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el desarrollo embrionario, generándose diversas subpoblaciones asociadas a diferentes nichos 

celulares (Figura 4c). Estas CMH generan principalmente progenitores de larga duración que 

producen exclusivamente uno o pocos linajes121,125. Algunos de estos progenitores podrían 

retener cierto grado de flexibilidad, pudiendo revertir su estado actual a un estado más primitivo 

comportándose como CMH. Los progenitores revertidos pasarían a un estado oligopotente con 

capacidad limitada de diferenciación. La relación de linajes producidos entre estos progenitores 

con características de CMH podría verse como una pérdida gradual de potencial de 

diferenciación, lo cual sería consistente con la existencia de células como los progenitores 

multipotentes con tendencia linfoide que carecen de potencial eritro-megacariocitico126.  

 

 

Figura 1.2.2.1. Modelos de células madre para el sistema hematopoyético. (A) La visión jerárquica tradicional 

de la hematopoyesis consiste en que un tipo de célula madre tiene la capacidad de dar lugar a progenitores con 
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potencial de linaje restringido que se diferencian a todos los tipos celulares sanguíneos con la misma propensión. 

(B) En el modelo en consorcio, un grupo de células madre con propiedades ligeramente distintas regenera el 

sistema continuamente mediante progenitores con potencial cada vez más restringido. (C) En el nuevo modelo 

especulativo, las células madre son células escasas de reserva que ocasionalmente generan progenitores con 

potencial de linaje restringido. Estas células madre tienen diferentes preferencias hacia linaje y dan lugar a 

progenitores específicos, que son los impulsores principales de la hematopoyesis., generando un número masivo de 

células diferenciadas durante un largo periodo de tiempo. Durante estrés extremo (como una herida grande o 

trasplante), los progenitores pueden volver a un estado similar a células madre (líneas discontinua hacia la 

izquierda) a la vez que retienen algunas de sus preferencias de linaje. Este modelo es consistente con la existencia 

de células madre con tendencia megacariocítica y progenitores multipotentes con tendencia linfoide, además de con 

el sesgo de diferenciación observado con el envejecimiento. También se pueden concebir modelos híbridos de los 3 

descritos. Adaptada de Goodell et al.127 

Muy recientemente se ha publicado un artículo que apoya esta visión compleja del sistema 

hematopoyético en humanos. Notta et al., mediante aislamiento celular y ensayo funcional 

mejorado basado en el cultivo de CMH individuales purificadas a partir de hígado fetal, sangre de 

cordón umbilical y medula ósea de adultos, demuestran que la jerarquía hematopoyética cambia 

a lo largo del desarrollo128. Existe una mayoría de progenitores oligopotentes en hígado fetal 

mientras que la medula ósea está compuesta básicamente por progenitores unipotentes. El 

modelo que se desprende de este estudio se basa en 2 niveles: el superior, compuesto por 

células multipotentes como CMH o PMP, y el inferior, compuesto por progenitores unipotentes 

comprometidos, postulando la no existencia del PMC en adultos. Además, la aparición del linaje 

megacariocítico en hígado fetal está enriquecida (aunque no restringida) en el compartimento de 

CMH, mientras que en medula ósea se producen casi exclusivamente a partir del compartimento 

multipotente (CMH y PMP)128,129. Esto refuerza datos anteriores que sugieren que las CMH más 

primitivas están pre-dirigidas al linaje megacariocítico en medula ósea en ratones130. 
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Figura 1.2.2.2. Modelo de los cambios en la diferenciación mieloide, eritroide y megacariocítica que ocurre a 

lo largo del desarrollo. Representación gráfica de la diferenciación mieloide, eritroide y megacariocítica que incluye 

el potencial de linaje predominante de las subpoblaciones de progenitores; se muestra el modelo estándar en 

comparación. El modelo redefinido propone un cambio durante el desarrollo en la arquitectura de los progenitores 

desde el feto, donde algunas CMH y progenitores son multipotentes, hasta el adulto, donde el compartimento de 

CMH es multipotente, pero los progenitores son unipotentes. Los planos grises representan niveles teóricos de 

diferenciación. Adaptada de Notta et al. 128 

La diferenciación hematopoyética durante estado estacionario y su adaptación tras inflamación o 

daños está en gran medida controlada por citoquinas. Las citoquinas son pequeñas proteínas 

solubles que pueden ser secretadas o estar unidas a membrana. Están producidas por diferentes 

tipos celulares y pueden actuar tanto a nivel local en el microambiente de las CMH como 

sistémicamente a través del torrente sanguíneo o los vasos linfáticos. Las citoquinas señalizan a 

través de sus receptores que promueven la activación de procesos de señalización intracelulares 

y, en última instancia, a la expresión génica. Se sabe que las citoquinas estimulan la 

supervivencia y la proliferación de las CMH e influencian la producción de distintos linajes 

hematopoyéticos. Sin embargo no está claro si este compromiso hacia linajes específicos ocurre 

mediante mecanismos intracelulares seguido de una función selectiva de las citoquinas (modelo 
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selectivo) o si las citoquinas tienen un papel instructor, induciendo programas transcripcionales 

específicos de linaje (modelo instructivo) 

El microambiente de la medula ósea contiene una población heterogénea de células estromales 

organizadas en nichos que mantienen a las CMH y a otros progenitores hematopoyéticos. El 

nicho de las CMH genera señales que regulan la auto-renovación, quiescencia y diferenciación 

de las mismas. La medula ósea es un tejido altamente vascularizado131,132. En huesos largos, las 

arterias centrales longitudinales dan lugar a arterias radiales que a su vez se ramifican en 

arteriolas cerca del endostio131. La transición de las arteriolas al endotelio venoso ocurre en las 

proximidades del endostio. Los sinusoides venosos se extienden hacia la cavidad central donde 

se fusionan en un seno central grande. A pesar de la alta densidad vascular, la médula ósea es 

un ambiente hipóxico, con las menores tensiones de oxígeno cerca de los sinusoides en la 

cavidad central133. Los estudios iniciales, usando poblaciones marcadas enriquecidas en CMH 

trasplantadas en recipientes, sugerían una localización mayormente endostial de las CMH134–136. 

Sin embargo, estudios más recientes sugieren que la mayoría de las CMH son perivasculares y 

se concentran en la región endostial altamente vascularizada131,137. Esta región contiene una red 

compleja de células estromales, que participan en el mantenimiento de las CMH, incluyendo 

células óseas, endoteliales (arteriales y venosas), pericitos, células reticulares abundantes en 

CXCL12 (células CAR), nervios simpáticos y células de Schwann no mielinizantes. Muchos de 

los factores reguladores de las CMH en la medula ósea son producidos por estas poblaciones de 

células estromales. Los estudios más recientes sugieren la presencia de 2 nichos en la medula 

ósea: el nicho arteriolar138,139 y el nicho sinusoidal-megacariocítico140,141. Existe evidencia de 

peso que indica que las señales del microambiente de la medula ósea son dinámicas y 

condicionadas por factores externos, como inflamación o estrés, y juegan un papel clave en la 

regulación de la hematopoyesis normal y maligna.  

1.2.3. Especificación hematopoyética a partir de CMPH 

El trasplante de medula ósea es la terapia de reemplazo celular más establecida. En 1951 

Lorenz et al. describieron por primera vez el efecto protector de inyecciones de medula ósea de 

los efectos letales de la irradiación con rayos X en ratones y cobayas142. Más tarde, Thomas et 

al. infundieron medula ósea de cadáveres fetales y adultos en pacientes que recibieron radiación 

o quimioterapia143. El trasplante de medula ósea es el único tratamiento curativo en pacientes 

que sufren de desórdenes hematológicos. La unidad funcional de un trasplante de medula ósea 

es la CMH. La medula ósea, la sangre de cordón umbilical o la sangre periférica movilizada son 
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las únicas fuentes de CMH disponibles en la actualidad. La expansión de las CMH representa 

una posible fuente de unidades adicionales para el trasplante y se ha hecho un avance 

considerable en la definición de los mecanismos moleculares que permiten la expansión de CMH 

en cultivo144–146. Sin embargo, incluso los mejores protocolos solo alcanzan una expansión 

modesta de las CMH con capacidad de repoblar a largo plazo y, con frecuencia, estas CMH ven 

reducido su potencial multilinaje y migratorio comparado con CMH frescas. La expansión de los 

registros de donantes, el desarrollo de fuentes alternativas de CMH y el uso de nuevos 

regímenes de acondicionamiento han mejorado significativamente el acceso a trasplantes. Sin 

embargo, el fallo del trasplante, la enfermedad del injerto contra huésped y un retraso en la 

reconstitución suponen causas significativas de morbilidad y mortalidad tras el trasplante de 

medula ósea147,148, dejando al 50% de los pacientes con una incapacidad permanente o sin 

cura149. 

Debido a las limitaciones de las fuentes tradicionales de CMH se han explorado formas 

alternativas de obtener CMH. Las 2 más prometedoras son mediante diferenciación directa a 

partir de CMPH y la reprogramación de células somáticas (conversión directa o 

transdiferenciación). La transdiferenciación es el proceso de cambio directo de linaje celular sin 

revertir a un estado pluripotente donde participan factores encargados de regular el epigenoma y 

reprogramar la identidad celular. Se han descrito numerosas conversiones directas, incluyendo 

muchos tipos celulares relevantes en terapia, como neuronas motoras150, células de isletas 

pancreáticas151–154, células β155 y cardiomiocitos156. También se han llevado a cabo conversiones 

directamente entre tipos celulares hematopoyéticos gracias al gran conocimiento de los factores 

de transcripción específicos de cada linaje hematopoyético157–161. Estos estudios demuestran 

que las células del sistema hematopoyético son susceptibles de reprogramación resaltando el rol 

instructivo de determinados factores de transcripción.  

La otra fuente alternativa es la obtención de CMH mediante la diferenciación directa de CMPH. 

Gracias a su capacidad de auto-renovación ilimitada y la posibilidad de diferenciarse al linaje 

hematopoyético las CMPH son un modelo único no solo para terapia celular en medicina 

regenerativa162,163, sino también para estudios de biología del desarrollo, especialmente durante 

las etapas tempranas del desarrollo embrionario. Las CMPIH poseen dos ventajas añadidas con 

respecto a las CMEH. En primer lugar suponen una fuente inagotable de células 

inmunocompatibles con el donante para terapia, y además, nos posibilita la generación de 

modelos celulares de enfermedad a partir de pacientes humanos164,165. Una posible aplicación de 

las CMPIH sería la producción de células hematopoyéticas antitumorales. Las CMPIH podrían 
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diferenciarse a linfocitos T y células dendríticas que reconozcan antígenos tumorales induciendo 

una respuesta antitumoral específica166,167. Además, también se podrían usar las CMPIH para 

producir progenitores pan-mieloides autólogos para el manejo de las citopenias en pacientes con 

retraso en la reconstitución168. Finalmente, las CMPIH podrían servir como modelo in vitro donde 

analizar el efecto de distintos fármacos en los tipos celulares afectados por las alteraciones 

genéticas causantes de enfermedades e incluso posibilitar la terapia personalizada (screening de 

fármacos).  

Todo este potencial de las CMPH dependerá de la optimización de protocolos de diferenciación 

robustos que reproduzcan los procesos que suceden in vivo conduciendo a la obtención de tipos 

celulares cuya morfología, funcionalidad y fenotipo sean lo más similares posible a sus 

homólogos in vivo. En el caso de la diferenciación hematopoyética se han establecido diversos 

protocolos que producen progenitores de vida corta que carecen de funcionalidad autentica de 

CMH, aunque sí se han obtenido numerosos tipos celulares maduros con distintos grados de 

funcionalidad. La mayoría de los esfuerzos en este campo están centrados en desentrañar los 

mecanismos moleculares y celulares de las distintas etapas del desarrollo embrionario humano 

in vitro. Además, se están desarrollando protocolos de diferenciación, que mimeticen las diversas 

etapas de desarrollo embrionario hematopoyético in vitro y que permitan la obtención no solo de 

CMH funcionales sino de todo el amplio espectro de células hematopoyéticas maduras169.  

En general, las aproximaciones para la diferenciación de las CMPH a células hematopoyéticas 

son similares a las CMPR. La primera diferenciación hematopoyética a partir de CMPH la 

consiguió Kaufman et al. mediante el co-cultivo con una línea estromal murina S17170. Desde 

entonces, se han desarrollado numerosos protocolos basados en formación de EBs y cultivos en 

2D, incluyendo algunos libres de sueros y células de soporte171–178. Muchos factores que son 

imprescindibles para la especificación hematopoyética en ratones también lo son en humano, 

como BMP4, WNT, Activin A, FGF2 y VEGF171,173,176,179–186. Además, está bastante 

estandarizado el uso de determinadas citoquinas hematopoyéticas que promueven la 

diferenciación, siendo SCF, TPO, IL3 e IL6 las más usadas. Gracias a la constante evolución de 

estos protocolos de diferenciación se han conseguido identificar distintos tipos celulares 

implicados en el desarrollo hematopoyético, tales como el hemangioblasto102,103,106,187 y el 

endotelio hemogénico178,186,188–193. Cabe destacar la importante labor desarrollada por el 

laboratorio del Dr. Slukvin en los últimos 10 años89,168,174,178,191,194–197. Otra estrategia usada para 

mejorar los protocolos de diferenciación es la expresión de factores de transcripción relevantes 

durante el desarrollo hematopoyético198. Además, la expresión ectópica de estos factores de 
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transcripción persigue la obtención de CMH funcionales capaz de mantener el sistema 

hematopoyético a largo plazo. Varios grupos hemos expresado distintos factores de transcripción 

individualmente (HOXB4198–200, Cdx4201, SOX17193,202–204, RUNX1a205, SCL206 y HOXA9207) o en 

combinación (HOXA9+ERG+RORA+SOX4+MYB208, ETV2+GATA2 y GATA2+SCL197). En todos 

los casos se ha observado una mejora en la diferenciación hematopoyética, aunque en ninguno 

de estos estudios se ha conseguido la producción de CMH multipotentes de largo plazo.  

Estos protocolos demuestran que se pueden generar células hematopoyéticas con capacidad 

clonogénica a partir de CMPH, aunque estos progenitores hematopoyéticos carecen de 

diferenciación linfoide y capacidad de reconstitución in vivo sólidas. Se cree que esta deficiencia 

es reflejo de un programa de desarrollo inmaduro. Varios estudios han detectado células 

hematopoyéticas humanas en la medula ósea de ratones y ovejas inmunodeficientes muchos 

meses después de la inyección intravenosa o intrafemoral de poblaciones enteras de CMPH 

diferenciadas o de células CD34+ derivadas de CMPH198,209–216. Sin embargo, dicha 

reconstitución siempre ha sido baja (entre un 0.1%-2%) y principalmente restringida al linaje 

mieloide. Estos estudios demuestran que las protocolos de diferenciación actuales no 

reproducen la complejidad del desarrollo hematopoyético embrionario que conduce a la 

especificación y expansión de las CMH.  

1.2.4. Control molecular del desarrollo hematopoyético embrionario. 

Tanto la especificación de las CMH durante el desarrollo como su posterior compromiso 

hematopoyético una vez formadas están firmemente controladas a nivel transcripcional. A partir 

de modelos experimentales deficientes se han identificado numerosos reguladores de la 

especificación, expansión, homeostasis y diferenciación de las CMH. Estos incluyen tanto a 

factores de transcripción como los efectores de rutas de señalización.  

La correcta determinación de los ejes corporales, las capas germinales primarias y la 

compartimentalización del mesodermo en órganos y tejidos son prerrequisitos necesarios para la 

especificación hematopoyética. Conceptualmente, deben ocurrir al menos 5 pasos que 

posibilitarán la generación de las CMH: especificación del mesodermo, ventralización y 

posteriorización del mesodermo, lateralización del mesodermo, producción del endotelio del 

tronco arterial y especificación de las CMH a partir del endotelio hemogénico. El mesodermo 

aparece cuando células del epiblasto acceden a través de la estría primitiva, un proceso que 

requiere de la señalización de Nodal217, BMP218–220, FGF221,222 y WNT223. La especificación del 

mesodermo y de las otras capas germinales se integra en el diseño dorso-ventral y antero-
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posterior. La especificación de la sangre depende de este diseño ya que la aorta dorsal, y por 

tanto las CMH, se desarrolla a partir de la placa mesodérmica lateral ventro-posterior. En la 

especificación antero-posterior la señalización por WNT es activamente suprimida en la región 

anterior mediante secreción de antagonistas, mientras que ligandos de WNT y BMP cooperan 

para especificar el mesodermo ventro-posterior224–227. También se necesita la señalización por 

FGF para la especificación del mesodermo posterior221,222,228–230. A continuación, se produce la 

lateralización del mesodermo ventro-posterior (la aorta dorsal deriva de la placa lateral 

mesodérmica) mediante la acción combinada de WNT y BMP. Estudios en ratón y pez cebra 

muestran que la acción cooperativa de WNT3A, WNT8, BMP2B y BMP4 inducen la expresión de 

genes CDX (caudal-type homeobox), incluyendo Cdx1, Cdx2 y Cdx4219,231–234, los cuales regulan 

la expresión de genes HOX (homebox genes). El paso inmediatamente anterior a la aparición de 

las CMH es el desarrollo del endotelio hemogénico que yace en la parte ventral de la aorta 

dorsal primitiva, la cual expresa el receptor de VEGF, KDR (también conocido como FLK1 o 

VEGFR2)91,92,235,236. En ratón y pollo, el endotelio aórtico bilateral converge en la línea media y 

se fusiona antes de la aparición de las CMH237. Antes de esta fusión, antagonistas de BMP 

impiden la migración de la aorta a la línea media238,239. Las CMH no aparecen hasta la formación 

del lumen de la aorta en la línea media. Las vías de Sonic hedgehog (Shh) and VegfA son 

requeridas para la especificación arterio-venosa y de las CMH, regulando la convergencia del 

hemangioblasto en la placa lateral del mesodermo.  

La vía de Notch está involucrada en la formación temprana del tronco vascular de vertebrados, 

incluyendo la aorta dorsal que contiene el endotelio hemogénico. La señalización por Notch 

controla la especificación arterio-venosa240, conduciendo a la expresión de genes específicos de 

arteria incluyendo efrina B2 (Efnb2)241. La señalización de Notch es una parte integral 

conservada de la maduración del endotelio arterial del cual derivan las CMH. Además, es clave 

en la especificación de las CMH. Embriones de ratón o pez cebra con mutaciones o deleción de 

Mib, que codifica una ubiquitin ligasa necesaria para la señalización de Notch, carecen de 

CMH242,243. Jagged1, ligando de la vía de Notch, contribuye a dicho proceso de especificación244. 

Notch1, receptor de Notch, es crítico para el desarrollo hematopoyético definitivo245 aguas arriba 

de Runx1, el cual cuando es expresado de forma ectópica rescata la expresión génica 

hematopoyética en células deficientes en Notch1246. Se ha propuesto que la activación de Runx1 

por Notch1 esta mediada por GATA2 ya que el promotor de Runx1 no contiene ningún elemento 

de respuesta a Notch. La recepción de la señalización por Notch es una de las pocas cosas que 

distinguen las CMH de las PEM245–248. La activación de las CMH mediada por Notch está 
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directamente regulada por el eje de señalización Shh-VegfA. La señalización por Shh regula la 

expresión en los somitas de Vegfa. Vegfa regula la expresión de marcadores arteriales en el 

supuesto endotelio arterial como efnb2a, asi como el receptor de Notch, notch3249,250. Estos 

resultados sugieren un modelo en el cual la señalización por Shh induce la expresión de vegfa 

en los somitas. Vegfa activa la expresión de receptores de la vía de Notch en el endotelio 

arterial, potenciando la capacidad de recibir la señalización por Notch que se requiere para la 

especificación de las CMH. Otras vías de señalización como las vías canónicas (β-catenina)251–

256 y no canónicas (mediada por Wnt16) de WNT257, la prostaglandina E2258,259, el flujo 

sanguíneo (señalización por óxido nítrico)260–262 y las catecolaminas-Gata3263–265 juegan un papel 

muy relevante en la formación de las CMH.  

 

Figura 1.2.4.1. Rutas de señalización celular implicadas en la especificación de las CMH. Una sección 

transversal de un embrión vertebrado con los requerimientos de señalización de las vías Bmp (A), Hedgehog (B), 

Vegf (C), Notch (D), Wnt/Notch no canónica (E) y Wnt canonica (F) representadas. Los genes necesarios para la 

aparición de las CMH se encuentran anotados, incluyendo su sitio de expresión anatómico y su epistasis conocida 

dentro de cada ruta. Las especies se indican en aquellos casos que solo se ha identificado su función en ratón (M), 

Xenopus (X) o pez cebra (Z). Las líneas solidas indican que existe evidencia de una relación genética entre 

proteínas, mientras que las líneas discontinuas indican relaciones plausibles pero no investigadas. Adaptada de Kim 

et al.266 

Por otro lado, se ha identificado un gran número de factores de transcripción que juegan un rol 

crucial en la especificación de las CMH durante el desarrollo. En la formación del 
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hemangioblasto a partir del mesodermo destaca Etv2. Etv2 es esencial para el desarrollo de los 

linajes endotelial y hematopoyético en un estadio temprano267. Los precursores mesodérmicos 

del hemangioblasto se generan en embriones que no expresan Etv2, pero su especificación más 

allá se ve bloqueada. Además, Etv2 se expresa pronto en el mesodermo en desarrollo y marca 

una subpoblación de células mesodérmicas Flk1+ con un potencial endotelial y hematopoyético 

aumentado. Scl es clave en el compromiso del hemangioblasto hacia el endotelio hemogénico. 

Scl se empieza a expresar en el hemangioblasto y su expresión se mantiene durante el endotelio 

hemogénico y las CMH106,268. La expresión de Scl está regulada por varios enhancers 

específicos de tejido, incluyendo 3 importantes en la hematopoyesis.  

En la especificación del endotelio hemogénico a las CMH participan numerosos factores 

siendo claves algunos como Runx1, Mll1, TFIIS, Gata2, Notch1, Meis1, Erg, c-Myb y c-Myc. 

Tanto Runx1 como su compañero CBFβ son necesarios para el establecimiento de la 

hematopoyesis definitiva269–271. Chen et al. han demostrado que la TEH depende de Runx179. 

Nottingham et al. identificaron un importante enhancer en la región +23 que regula la expresión 

de Runx1 durante la aparición de las CMH mediante la unión de factores Gata, Ets y Scl272. La 

histona metiltransferasa (H3K4) Mll1 es necesaria para la hematopoyesis definitiva ya que 

ratones que no la expresan mueren durante el desarrollo embrionario273. El factor de elongación 

S-II (TFIIS) también es necesario para la hematopoyesis definitiva274. El factor de transcripción 

con dedos de zinc Gata2 se expresa antes de que aparezcan las primeras CMH y se piensa que 

marca células con especificación hematopoyética275. Gata2 es esencial para la hematopoyesis 

definitiva. Gata2 parece tener un rol que solapa con Runx1 en la hematopoyesis definitiva ya que 

ratones heterocigotos Gata2+/- Runx1+/- no son viables presentando defectos en la 

hematopoyesis en mitad de la gestación, mientras que los heterocigotos simples son viables con 

un fenotipo hematopoyético menor276. El factor de transcripción Erg es crítico para el 

mantenimiento temprano pero no para la especificación de las CMH definitivas ya que su 

deleción resulta en una perdida rápida de CMH277. Se piensa que actúa como un regulador 

aguas arriba de Scl, Gata2 y Runx1272,278,279. Meis1, un miembro de la subfamilia TALE de 

proteínas Homeobox, es un cofactor de las proteínas Hox que modula su afinidad y especificidad 

de unión al ADN. Se han generado varios modelos de ratón deficientes en Meis1 y todos 

presentan fenotipos similares: los ratones mueren en torno a E14.5 con hemorragias e 

hiperplasia del hígado debido a una hematopoyesis deficiente280,281. La hematopoyesis definitiva 

está comprometida pero no es completamente eliminada, ya que los hígados fetales de ratones 

deficientes en Meis1 a E12.5 tienen una población reducida de CMH que carecen de capacidad 
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de reconstitución. HoxA3 es un regulador positivo de la especificación endotelial del endotelio 

hemogénico. Actúa manteniendo la expresión de los genes endoteliales mediante la represión 

directa la expresión de Runx1. Éste a su vez, tiene un efecto antagónico a HoxA3 porque induce 

la expresión de una cascada de factores de transcripción hematopoyéticos y reprime los genes 

endoteliales282.  

 

Figura 1.2.4.2. Modelo de especificación de las CMH definitivas a partir del mesodermo durante el desarrollo 

embrionario. Las CMH definitivas derivan del mesodermo Flk1+, que se diferencia a través de un progenitor 

bipotente hemangioblástico (dependiente de Etv2) y un estadio bipotente endotelio hemogénico (dependiente de 

Scl). La especificación del endotelio hemogénico a células hematopoyéticas o endoteliales es dependiente de la 

expresión de los factores de transcripción antagonistas Runx1 y HoxA3, respectivamente. Adaptada de Wilkinson et 

al.283. 

Una vez generado el endotelio hemogénico de él se originarán las primeras CMH como 

comentamos con anterioridad en un proceso denominado TEH. Se estima que en torno al día 

E11.5 existe únicamente una CMH por AGM. La expansión de estas CMH tempranas es crítica 

para formar una población suficientemente grande como para mantener la hematopoyesis a lo 

largo de la vida de un organismo. Esta propiedad de expansión es característica de las CMH 

fetales a diferencia de las CMH adultas, que mantienen el tamaño de población. Sox17 es un 
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factor de transcripción que se expresa exclusivamente durante la hematopoyesis fetal y neonatal, 

y desaparece en las CMH adultas284. Recientemente, se ha observado que Sox17 es necesario 

para la especificación del endotelio hemogénico pero se requiere que su expresión disminuya 

para la TEH285. 

1.3. RUNX1 y hematopoyesis 

De los numerosos factores de transcripción descritos en el apartado anterior hay uno que 

destaca por ser crítico durante la TEH, una etapa clave del desarrollo hematopoyético: el factor 

transcripcional RUNX1.  

1.3.1. Estructura y regulación 

RUNX1, también conocido como AML1 (Acute Myeloid Leukemia 1), CBFα2 (Core Binding 

Factor α2) o PEPBP2αB (Polyomavirus enhancer binding protein 2 αB), pertenece a la familia de 

factores de transcripción Runt (CBF). La proteína Runt fue inicialmente descubierta en 

Drosophila, codificada por el gen runt, y se requiere para la segmentación normal, determinación 

sexual y neurogénesis durante la embriogénesis de Drosophila286,287. También se le denomina 

AML1 debido al descubrimiento de su secuencia génica en un paciente humano con leucemia 

mieloide aguda (LMA) positiva para (t8;21)288. Además de RUNX1, existen otros 2 genes RUNX 

en ratones y humanos: RUNX2 y RUNX3. RUNX2 es necesario para la formación del hueso289 y 

RUNX3 parece estar implicado en el desarrollo de linfocitos T citotóxicos290 y los sistemas 

gastrointestinal291,292 y neurales293. 

El locus de RUNX1 en humanos se encuentra en el cromosoma 21q22.12, se expande 260 kb y 

está compuesto por 12 exones294. Su expresión está regulada por 2 regiones promotoras 

distintas, denominadas P1 o promotor distal y P2 o promotor proximal295, separadas por 160 kb 

(Figura 8A). Mediante el uso diferencial de estos 2 promotores además del splicing alternativo se 

producen numerosos transcritos a partir del gen, que difieren en sus regiones 5‟UTR, 3‟UTR y en 

los exones que los componen. Todas las isoformas contienen el dominio Runt localizado en el 

extremo N-terminal. Este dominio de 128 aminoácidos, también conocido como Runt Homology 

Domain (RHD), está presente en todos los miembros de la familia CBF y es necesario para la 

unión al ADN, en concreto a la secuencia consenso YGYGGT, y a ciertas proteínas, 

especialmente con su subunidad β denominada core binding factor β (CBFβ) que incrementa 10 

veces su afinidad por el ADN296,297. Las distintas regiones 5‟UTR derivadas de ambos 

promotores actúan como reguladores de la traducción in vivo. La región UTR-1  conduce a una 
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traducción dependiente de cap mientras que la UTR-2 contiene un IRES (Internal Ribosome 

Entry Site) y conduce a una traducción independiente de cap298. Esta regulación multinivel (uso 

diferencial de promotores, splicing alternativo y mecanismos de traducción) permite la 

generación de niveles adecuados de las isoformas relevantes en cada tipo celular y en el 

momento correcto. Los 2 promotores dependen de un elemento cis-regulador localizado 

aproximadamente 23.5 kb aguas abajo del sitio de inicio de la transcripción del promotor 

distal272,299. Este elemento cis-regulador posee sitios de unión para varios factores de 

transcripción hematopoyéticos tales como Gata2, Scl y Lmo2272 y es capaz de dirigir la expresión 

de marcadores genéticos (LacZ o GFP) a CMH y el endotelio hemogénico en ratones 

transgénicos299,300. Finalmente,  RUNX1 también está regulado a nivel post-transcripcional por la 

acción de miRNAs301. 

De estos múltiples transcritos o isoformas, hay 3 principales que han sido las más estudiadas 

hasta ahora, denominadas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c (Figura 8B). RUNX1a, con 250 

aminoácidos, y RUNX1b, con 453 aminoácidos, comparten la misma región N-terminal y son el 

resultado de splicing alternativo, ya que proceden ambas del promotor proximal P2302. RUNX1a 

carece de dominios reguladores de la transcripción presentes en el extremo C-terminal común en 

RUNX1b y RUNX1c303, por lo que se considera que actúa como dominante negativo. RUNX1c, 

con 480 aminoácidos, es la más larga de todas las isoformas de RUNX1 y es transcrita a partir 

del promotor distal P1, poseyendo un extremo N-terminal único (Figura 8C). 
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Figura 1.3.1.1. Isoformas de RUNX1 y su locus genómico. (A) Locus genómico de RUNX1 en el cromosoma 21 

con la localización de los promotores proximal y distal y los exones basados en la base de datos del NCBI 

Nucleotide. (B) Composición exónica de las 3 isoformas principales de RUNX1. (C) Esquema de la estructura 

proteica (posición del dominio de unión al ADN Runt) y su número de aminoácidos de las 3 principales isoformas de 

RUNX1. En rojo la porción única de la isoforma RUNX1c y en naranja la porción única de la isoforma RUNX1a. 

Adaptada de Lam et al.304 

RUNX1 posee otros dominios proteicos que permite su interacción con otras proteínas nucleares 

para regular la transcripción de sus genes diana (Figura 9). RUNX1 contiene una señal de 

localización nuclear en su extremo C-terminal que ayuda en la activación transcripcional305. Al 

final del extremo C-terminal existe un motivo VWRPY conservado entre todos los miembros de la 

familia Runt. Este motivo media la actividad represora de RUNX1 dependiente de 

Groucho/TLE306,307. RUNX1, además de interaccionar con CBFβ, interacciona con numerosos 

factores de transcripción y co-reguladores transcripcionales. Por ejemplo, RUNX1 y Ets1 

interaccionan mediante el dominio Runt de RUNX1 para coordinar la actividad transcripcional del 

receptor de células T 308,309. Se ha demostrado que RUNX1 interacciona con PU.1310, CEBPα311, 

p300312, mSin3a313, GATA1314,315 y Fli1316, entre otros276,317,318. Además de todos estos niveles 

de regulación e interacciones proteína-proteína, existen una serie de modificaciones post-

traduccionales, como fosforilación319,320, ubiquitinación321 y metilación322 que también regulan la 

función de RUNX1.  
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Figura 1.3.1.2. Dominios proteicos de RUNX1 y sus compañeros de interacción. Se muestra la isoforma 

RUNX1b con los dominios principales listados en la parte superior y los compañeros de interacción listados en la 

parte inferior. Adaptada de Lam et al.304 

1.3.2. RUNX1 en la hematopoyesis embrionaria 

Como hemos explicado anteriormente, la hematopoyesis embrionaria se divide básicamente en 

dos fases: hematopoyesis primitiva y definitiva. En ratón, la hematopoyesis primitiva comienza en 

el saco vitelino a E7.25 produciendo eritrocitos y megacariocitos primitivos. La hematopoyesis 

definitiva empieza a E8.25 con la producción transitoria de PEM62,67, seguida de progenitores 

linfoides en saco vitelino, P-Sp y placenta a E9.0323,324 y CMH a E10.5 en el AGM y arterias 

vitelina y umbilical63,325. Runx1 se expresa en el mesodermo del saco vitelino y en el endotelio 

hemogénico desde E7.5 hasta poco después de E11.5, por lo que participa en ambas fases. Su 

expresión se encuentra en todos los sitios de hematopoyesis en el embrión y precede la 

aparición de los progenitores hematopoyéticos definitivos y las CMH.  

Durante la hematopoyesis primitiva, ratones deficientes en Runx1 no producen macrófagos y sus 

progenitores in vivo, al igual que ocurre con la diferenciación hematopoyética in vitro a partir de 

CMER 101,326. Por otro lado, la pérdida de Runx1 no afecta a la aparición de eritrocitos primitivos 

y megacariocitos diploides primitivos269,327–329, aunque no escapan indemnes. Una proporción de 
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los eritrocitos primitivos presentan morfología anormal y expresión reducida del marcador 

eritroide Ter119 y de los factores de transcripción eritroides Klf1 y Gata1330. Los megacariocitos 

primitivos diploides son menos numerosos en embriones deficientes en Runx1 y producen un 

menor número de plaquetas329. 

Durante la hematopoyesis definitiva, tanto los PEM, los progenitores linfoides y las CMH se 

diferencian a partir del endotelio hemogénico 77–79,91,92,323 y su formación depende estrictamente 

de RUNX179, así como de su heterodímero CBFβ66. La presencia de transcritos de Runx1 en la 

parte ventral de la aorta dorsal esta conservada entre todas las especies de vertebrados que han 

sido examinados331–336. La necesidad de Runx1 para la hematopoyesis definitiva queda reflejada 

en el hecho de que ratones deficientes en Runx1 mueren en torno a E11.5-12.5 debido a la 

ausencia de hematopoyesis definitiva269,337. Esta ausencia de hematopoyesis definitiva se 

observa en todos los lugares hematopoyéticos del embrión de ratón (saco vitelino, arterias 

vitelina y umbilical, AGM, alantoides/placenta, hígado fetal y timo) 270,271,324,336,338–340. La 

deficiencia en Runx1 bloquea la formación de los CHIA in vivo, sin afectar a la 

migración/incorporación de células endoteliales al endotelio arterial ni a la especificación del 

endotelio hemogénico, lo que sugiere que Runx1 es necesario para la TEH 336,338.  

La vasculatura de los embriones deficientes en Runx1 es mayormente normal, con deficiencias 

sutiles en el número de capilares pequeños y ramificación vascular341. Modelos más refinados de 

deleción condicional demuestran que la deleción de Runx1 en células endoteliales VEC+ 

(Vascular Endothelial Cadherin) bloquea por completo la formación de PEM y CMH79, 

confirmándose que Runx1 es necesario para la TEH. Sin embargo, la deleción de Runx1 en 

células hematopoyéticas VAV1+ (VAV guanine nucleotide exhange factor 1) no elimina los PEM 

o las CMH, aunque si se detectan defectos en linajes específicos, como linfocitos o 

megacariocitos79,342. Por tanto, Runx1 es necesario para la TEH pero no después.  

Otro estudio demuestra como Runx1 es requerido en distintos momentos del desarrollo 

embrionario en el endotelio hemogénico para la formación de los PEM y de las CMH. A día 

E10.5 la mayoría de los PEM se han diferenciado a partir del endotelio hemogénico y la deleción 

de Runx1 hasta ese momento, pero no después, impacta negativamente el número de PEM. En 

cambio, la deleción de Runx1 entre los E10.5-11.5 no tiene impacto en los PEM aunque elimina 

completamente las CMH en el AGM y en las arterias umbilical y vitelina343. El requerimiento 

temporal separado de Runx1 para la formación de los PEM y las CMH es consistente con el 

hecho de que los PEM y las CMH son detectadas por primera vez en distintos momentos344. Por 
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otro lado, la haploinsuficiencia de Runx1 resulta en un cambio dramático en la distribución 

espacio-temporal de las CMH, apareciendo un día antes de lo habitual en el saco vitelino (E10) a 

la vez que en el AGM327. A día E14.5 ya no es visible la expresión de Runx1 en células 

endoteliales y los clústeres hematopoyéticos en las arterias principales casi han desaparecido. 

Las células que nacieron en las arterias se han liberado a la circulación y han colonizado el 

hígado fetal y el timo336,345.  

 

Figura 1.3.2.1. Oleadas de aparición de células hematopoyéticas, sitios de expresión de Runx1 y 

dependencia de progenitores/CMH de la actividad de Runx1. (A) Diagramas esquemáticos (de izquierda a 

derecha) de embriones a días E7.5 (placa neural), E8.5 y E10.5. Los sitios de expresión relevantes en la aparición 

de progenitores/CMH se encuentran coloreados en naranja. Estos incluyen las islas sanguíneas del saco vitelino y el 

extremo distal del alantoides a día E7.5; el endotelio hemogénico y pequeños grupos de PEM en el plexo vascular 

del saco vitelino del embrión a día E8.5; y en la parte ventral de la aorta dorsal, las arterias umbilical y vitelina y en 

pequeños clústeres hematopoyéticos en el saco vitelino a día E10.5. (B) Las 3 oleadas de formación de la sangre, 

descritas por Yoder346. Los progenitores que emergen se indican a la izquierda. Los progenitores/CMH que 

requieren de Runx1 para su aparición se indican con barras naranjas. Los progenitores linfoides son dependientes 

de CBFβ347,348. Solo se muestran los tiempos y sitios de aparición de progenitores/CMH, no mostrándose la 

persistencia de estas células en ratones adultos. AGM+U+V, región AGM y arterias umbilical y vitelina. Adaptada de 

Tober et al.349 

También se ha investigado la implicación de las isoformas principales durante el desarrollo 

embrionario del sistema hematopoyético. Para ello se han creado ratones transgénicos con 
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genes reporteros (P1-LacZ o P1-GFP y P2-LacZ o P2-hCD4) bajo el control o bien del promotor 

P1 (principalmente isoforma RUNX1c) o P2 (isoformas RUNX1a y RUNX1b) y se ha analizado su 

expresión a lo largo del desarrollo embrionario. En ambos modelos se ha encontrado que la 

activación del promotor P2 comienza pronto en el desarrollo, expresándose en primer lugar 

eritrocitos primitivos, antes que la activación del promotor P1. Este promotor se activa 

transcripcionalmente en torno a la aparición de las primeras CMH y va ganando importancia 

relativa con respecto a P2, que a partir de entonces empieza a reprimirse, hasta que en las CMH 

adultas solo es detectable P1350,351. Sin embargo, en pez cebra los patrones de expresión son 

contrarios; P1 es el primer promotor en activarse en los PEM, mientras que P2 se activa más 

tarde y está localizado en CMH352. Estos resultados probablemente reflejan diferencias 

inherentes en la regulación de los promotores entre distintas especies. Los laboratorios del Dr. 

Groner y la Dra. De Bruin han establecido modelos de ratón deficientes tanto en P1 como en P2 

de forma independiente. Ambos modelos experimentales presentan una ausencia casi total de 

CHIA y profundos defectos hematopoyéticos, aunque solamente la deleción de P2 es letal poco 

después del nacimiento353.  

1.3.3. RUNX1 en la hematopoyesis adulta 

Una vez establecidas las CMH, Runx1 deja de ser crucial para la supervivencia de los embriones 

de raton79, aunque Runx1 se expresa ampliamente en las células hematopoyéticas maduras 

fetales354,355. La deleción condicional de Runx1 en ratones adultos, sin embargo, resulta en un 

desequilibrio hematopoyético que se manifiesta con disminución de linfocitos periféricos, 

expansión de monocitos y granulocitos y maduración deficiente de linfocitos T356–358, que 

conlleva al desarrollo de esplenomegalia y linfomas en uno de los modelos murino359. Además, 

Runx1 también es crítico en la maduración megacariocítica y produccion de plaquetas360,361, ya 

que participa en la represión de genes importantes para la diferenciación eritroide362. Sin 

embargo, su relevancia en el mantenimiento de las CMH adultas está un poco más en entredicho 

con resultados contradictorios. La mayoría de estudios reportan una expansión de las CMH en la 

medula ósea de ratones deficientes en Runx1357,360,363–365 debido a una mayor auto-renovación y 

una menor apoptosis342,364. Uno de los estudios muestra que tras una fase inicial de expansión, 

el número de CMH decrece debido a que se agotan con el tiempo365. Por el contrario, Cai et al. 

no observan ni mayor auto-renovación ni agotamiento tras someter a los animales a un estrés 

proliferativo342. Por otro lado, Growney et al. describen que a pesar del mayor número de CMH 

encontradas en la médula ósea, éstas tienen comprometido su potencial de reconstitución de la 

hematopoyesis a largo plazo357. En todos los casos parece bastante claro que la deficiencia de 
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Runx1 en estadio adulto predispone a las CMH a desarrollar leucemias/linfomas tras un segundo 

evento transformante. Esta predisposición a desarrollar enfermedades hematológicas puede ser 

explicada, al menos en parte, por una mayor resistencia a estreses genotóxicos y endógenos 

debido a una biogénesis ribosomal y apoptosis disminuidas. En consecuencia, se seleccionan 

CMH más resistentes que pueden perdurar en el tiempo, acumular nuevas alteraciones 

genéticas y expandirse propiciando una transformación leucémica366. Cabe destacar que la 

haploinsuficiencia de Runx1 no desencadena leucemia, aunque se observan fenotipos leves 

como un número reducido de plaquetas y un mayor número de progenitores hematopoyéticos en 

ratones Runx1 +/-, manifestaciones idénticas a las descritas en pacientes con desorden 

plaquetario familiar (DPF)367,368. 

A nivel de isoforma también se ha estudiado la activación de los promotores P1 y P2 a lo largo 

del sistema hematopoyético en ratones adultos. P1 es el promotor dominante en la 

hematopoyesis adulta, encontrándose activo en todas las poblaciones que expresan Runx1369. 

La activación de P2 es mucho más heterogénea, confinada a subpoblaciones de progenitores de 

los linajes granulocitico-monocitos, linfoide y megacariocítico369.  Con la excepción de los 

megacariocitos, parece ser que la represión de P2 es un prerrequisito para la diferenciación 

terminal de estos linajes.  

Además del análisis de expresión también se han llevado a cabo estudios de funcionalidad. La 

determinación de la función que lleva a cabo cada isoforma específicamente ha llevado a 

resultados contradictorios entre distintos estudios. Por un lado, se ha observado que la sobre-

expresión de Runx1a potencia la capacidad de reconstitución del sistema hematopoyético de las 

CMH en ratón370 y, además, expande el número de CMH funcionales, promoviendo auto-

renovación y proliferacion371. Sin embargo, otro estudio ha observado que su sobre-expresión 

contribuye a dar lugar a una hematopoyesis anormal, provocando un fenotipo leucémico en 

ratones372, además de demostrar que RUNX1a está altamente expresado en algunas 

leucemias303,372. En cuanto a Runx1b, en un estudio muestran que su sobre-expresión en CMH 

promueve diferenciación in vitro inhibiendo la capacidad de reconstitución in vivo370. Por el 

contrario, Challen y Goodell observan que la expresión ectópica de RUNX1b induce quiescencia 

en CMH fetales y adultas de ratón in vitro e in vivo373. En este mismo estudio, Runx1c, al igual 

que Runx1b, promovió quiescencia en CMH fetales373 y adultas de ratón in vitro e in vivo. Sin 

embargo, un estudio reciente ha observado que el promotor P1 (el que dirige la expresión de 

Runx1c) se encuentra activo en todas las células hematopoyéticas adultas de ratón (excepto en 

eritrocitos), lo que sugiere que participa en la proliferación y/o diferenciación desde las CMH 
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hasta células hematopoyéticas adultas369. La deficiencia de Runx1c en adultos no elimina la 

hematopoyesis adulta pero provoca ciertas anomalías en determinados linajes, con disminución 

de plaquetas, aumento de colonias eritroides derivadas de células de medula ósea y ratio CD4 

SP/CD8 SP mucho menor que ratones wild-type369.  
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2. HIPÓTESIS  
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A lo largo de la historia se ha estudiado el desarrollo embrionario humano a partir de abortos 

espontáneos. Con la llegada de la FIV se empezaron a cultivar los primeros embriones 

humanos in vitro, permitiendo el estudio de procesos que ocurren antes de la implantación 

porque es éticamente  impermisible alargar el cultivo de un embrión humano más allá de 

este periodo. La obtención de las CMEH ha hecho posible el estudio de los procesos 

embrionarios post-implantación (gastrulación, somitogénesis, histogénesis y organogénesis).  

Las CMEH suponen un modelo ideal para el estudio de los mecanismos moleculares 

subyacentes a procesos de especificación embrionaria, con enormes implicaciones en 

biología del desarrollo y medicina regenerativa. 

El sistema hematopoyético es el primero en generarse durante el desarrollo embrionario. Es 

un sistema derivado del mesodermo con una dinámica espacio-temporal compleja y muy 

regulada. La mayoría del conocimiento acerca de su biología proviene de modelos animales, 

especialmente el ratón. Los mecanismos moleculares que orquestan su regulación han sido 

muy estudiados en dichos modelos animales. Existen numerosas rutas de señalización y 

factores de transcripción identificados que juegan distintos papeles en el desarrollo 

hematopoyético, pero poco se sabe a día de hoy de lo que ocurre en humanos. Nosotros 

hemos centrado nuestro interés en el factor transcripcional RUNX1 que posee un papel 

crítico en la TEH. Su ausencia imposibilita la formación de las CMH y la viabilidad del ratón. 

En humanos, se desconoce si RUNX1 es necesario para la hematopoyesis definitiva.  

Por todo lo anterior, la hipótesis de nuestro estudio es que RUNX1 debe ser imprescindible 

durante el desarrollo hematopoyético embrionario en humanos. Consideramos que la 

expresión de RUNX1 potenciará la diferenciación hematopoyética de CMEH. 

El trasplante de medula ósea es la terapia de reemplazo más frecuente. La unidad funcional 

del trasplante de medula ósea es la CMH, procedente de cordón umbilical, medula ósea o 

sangre periférica. Su limitada disponibilidad, la dificultad de expansión ex vivo y los 

problemas inmunogénicos en el hospedador han propiciado la búsqueda de fuentes 

alternativas de CMH. Una de ellas es la generación de CMH a partir de CMEH. Se han 

llevado a cabo numerosos intentos para obtener CMH funcionales a partir de CMEH, 

consiguiendo en los mejores casos CMH con capacidad de reconstitución a corto plazo 

reducida y con clara deficiencia en el establecimiento del linaje linfoide. Una de las posibles 

estrategias para solventar estas limitaciones es la sobre-expresión de factores de 

transcripción con un papel relevante en la hematopoyesis para dotar de funcionalidad in vivo 

a largo plazo.  
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Es por ello que hipotetizamos que la sobre-expresión de RUNX1 puede dotar de 

funcionalidad a las células hematopoyéticas producidas a partir de CMEH, promoviendo la 

reconstitución a largo plazo de ratones inmunodeprimidos. Además, la determinación de los 

mecanismos moleculares regulados por RUNX1 durante la diferenciación nos permitirían su 

modulación de manera alternativa sin necesidad de introducir el gen mediante transducción 

lentiviral. Esto supondría un considerable avance en la mejora de los protocolos de 

diferenciación in vitro actuales y la posibilidad de realizar trasplantes hematopoyéticos a 

partir de CMEH en el futuro. 
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3. OBJETIVOS  
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Para responder a las hipótesis anteriores proponemos 4 objetivos: 

1. Estudiar la dinámica de expresión de las isoformas de RUNX1 durante la diferenciación 

hematopoyética a partir de CMEH. 

2. Dilucidar el rol de RUNX1 en la hematopoyesis humana 

a. Ganancia de función (Sobre-expresión) 

b. Perdida de función (Knock-down y knock-out) 

3. Evaluar la capacidad de reconstitución hematopoyética de las CMEH que sobre-expresan 

RUNX1 mediante ensayos de trasplante en ratones inmunodeficientes. 

4. Analizar el perfil de expresión génica desencadenado por la expresión constitutiva de 

RUNX1.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  
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4.1. Cultivo de CMEH 

Las líneas de CMEH AND1, H9, HS181 y HES3 fueron mantenidas en estado indiferenciado en 

cultivo con y sin células de soporte. Durante el mantenimiento de rutina las CMEH fueron 

cultivadas en frascos T25 sobre una monocapa de células madre mesenquimales humanas 

(CMMH) previamente irradiadas ( Gy) en medio compuesto por 80% de KO-DMEM (Knock-out 

Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium) suplementado con 20% KOSR (Knock-Out Serum 

Replacement), 1% Non-essential aminoacids, 1mM L-glutamine, 0.1mM β-mercaptoethanol y 8 

ng/ml de FGF2 (todo de Invitrogen menos el FGF2 de Miltenyi Biotech). Cuando se iba a realizar 

un experimento de diferenciación hematopoyética las CMEH se cultivaron en T25 cubiertos con 

Matrigel (BD Bioscience) en medio condicionado por células madre mesenquimales humanas 

(MC-CMMH, básicamente el mismo medio descrito anteriormente enriquecido con moléculas 

secretadas por las CMMH)374 suplementado con 8 ng/ml de FGF2 (Miltenyi Biotech), para evitar 

que células madre mesenquimales humanas fueran co-cultivadas junto con las CMEH. El medio 

de cultivo se reemplazó diariamente y cultivos confluentes fueron subcultivados cada 5-7 días 

mediante disociación con 200U/ml de Collagenase IV (Invitrogen, Edinburgh, UK) seguido de 

rascado con rasquetas celulares. La línea HES3 RUNX1c -/- fue generada mediante 

recombinación homóloga convencional193,375. El comité nacional para el manejo de células madre 

aprobó el trabajo con estas CMEH. 

4.2. Estrategia de clonaje, vectores lentivirales y transducción 

El ADNc humano de RUNX1c (Addgene #12426) fue subclonado direccionalmente en el vector 

intermediario KJ-EGFP-2A (amablemente cedido por el Dr. Garcia-Perez; GENyO, Granada, 

España). Después, el cassette completo EGFP-2A-Flag-RUNX1c fue extraído y clonado en el 

vector pRRL-EF1α-PGK-NEO (Figura 4.2.1) previamente cortado en los sitios PmeI 

(generosamente provisto por el Prof. Trono, Lausanne, Suiza). Basado en un backbone pRRL376, 

el vector carece de actividad promotora y de enhancer en su 3‟ LTR (Long Terminal Repeat) 

eliminando el riesgo de activación de oncogenes, lo que se denomina auto-inactivación o SIN 

(Self-inactivating). La extensión central de polipurinas (cPPT, central polypurine tract) aumenta la 

eficiencia de transducción drásticamente, facilitando la importación nuclear. EF1α es el promotor 

del factor de elongación 1α, promotor constitutivo de origen humano que se usa para dirigir 

expresión ectópica de genes tanto in vitro como in vivo. Se suele usar en aquellos sistemas en 

los que el promotor CMV (Cytomegalovirus) tiene baja o nula actividad, como en CMEH377. PGK 

es el promotor de la fosfoglicerato quinasa, promotor constitutivo humano que facilita la 
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expresión de transgenes en CMEH a largo plazo377. Neo (Neomycin resistance cassette), 

técnicamente conocido como aminoglicósido 3‟ fosfotransferasa, es un gen que codifica una 

enzima que inactiva por fosforilación a los antibióticos aminoglicósidos, como la neomicina o la 

geneticina (o G418 sulfato), permitiendo a las células que lo expresan ser resistentes a la 

exposición a estos antibióticos. Se usa para seleccionar a las líneas celulares transducidas con 

plásmidos de expresión, eliminando a las células no transducidas. Este vector produce 

resistencia a neomicina gracias al promotor PGK, pero su promotor EF1α no dirige la expresión 

de ningún transgén, por lo que lo hemos usado como vector control (EV, empty vector). Para 

introducir el cDNA de RUNX1c primero lo subclonamos en un vector intermedio KJ-EGFP-2A 

para luego obtener el fragmento EGFP-2A-Flag-RUNX1c que fue el que subclonamos dentro de 

nuestro vector pRRL, obteniendo el vector pRRL-SIN-cPPT-EF1α-EGFP-2A-Flag-RUNX1c-PGK-

Neo (de ahora en adelante vector RUNX1c, Figura 4.2.1). EGFP, es la proteína verde 

fluorescente mejorada que permite un seguimiento mediante técnicas de citometría e imagen de 

la expresión del vector y se considera un “chivato” de la expresión de nuestro transgén. 2A es un 

péptido de escisión que permite a una proteína escindirse mediante su secuencia; en este caso 

permite la liberación del péptido EGFP del péptido RUNX1c, ya que se transcriben como un solo 

ARNm a partir del promotor EF1α. Flag es un oligopéptido de 8 aminoácidos que sirve como 

“etiqueta” para la expresión de RUNX1c ya que existen anticuerpos comerciales que reconocen 

este péptido, permitiendo la detección específica de nuestro transgén mediante técnicas de 

citometría de flujo e  inmunotinción.  

 

Figura 4.2.1 Esquema de los vectores de expresión usados como control (EV) y para sobre-expresar 

RUNX1c (RUNX1c) en CMEH. 

Para los experimentos de pérdida de función por knock-down se seleccionaron cinco secuencias 

comerciales de ARNi, que reconocen al ARNm de RUNX1 humano, clonadas en el vector 

pLKO.1-Puro (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). 

Las células HEK-293T fueron transfectadas con los vectores pRRL-EF1α-PGK-NEO (Empty 

Vector: EV), pRRL-EF1α-EGFP-2A-Flag-RUNX1c-PGK-NEO (RUNX1c), pLKO.1-Puro-shNT 

(shNT) o pLKO.1-Puro-shRUNX1 (shRUNX1), junto con los plásmidos empaquetadores (psPAX 

y pMD2.G, de Addgene) mediante transfección estándar con fosfato cálcico378. Los 
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sobrenadantes fueron recogidos 48h tras la transfección y concentrados mediante 

ultracentrifugación a 26000 rpm. Las partículas virales fueron resuspendidas en medio de cultivo 

de CMEH y las líneas AND1 (pRRL y pLKO.1) y HS181 (solo pRRL) fueron transducidas durante 

14-16h tras ser subcultivadas con los virus concentrados y suplementadas con polybrene (8 

µg/ml; Sigma-Aldrich) que neutraliza la repulsión de cargas entre las partículas víricas y el ácido 

siálico presente en la superficie celular, aumentando la eficiencia de transducción. Al día 

siguiente, el sobrenadante con los virus fue eliminado y las CMEH transducidas fueron lavadas 

con medio fresco y mantenidas en cultivo. Las células transducidas se seleccionaron con G418 

(150 µg/ml; Invitrogen), en el caso de los vectores pRRL, o puromicina dihidrocloruro (0,5 µg/ml, 

Sigma-Aldrich), en el caso de los vectores pLKO.1,  desde el día 3 hasta el día 15 post-

transducción.  

La línea HES3 RUNX1c -/- fue generada mediante recombinación homóloga convencional. Para 

ello se diseñó un vector con brazos de homología frente al exón 1 flanqueando al gen reportero 

GFP mas un gen de resistencia (en este caso frente a higromicina), flanqueado a su vez por 

secuencias loxP. Se llevó a cabo electroporación de la línea HES3 con dicho vector seguido de 

selección con higromicina. Las colonias resultantes se aislaron, expandieron y se confirmó 

mediante PCR la recombinación. Las colonias positivas para el evento de recombinación PCR se 

sometieron a confirmación: i) de la recombinación mediante Southern-Blot o secuenciación; ii) 

fenotipo de CMEH; y iii) cariotipo normal. Tras confirmar todo lo anterior se prosiguió con la 

eliminación del gen de resistencia mediante transfección con un vector de expresión de la 

recombinasa Cre, la cual reconoce los sitios loxP recombinando sus secuencias y eliminando el 

fragmento que flanquean. Las colonias resultantes se expanden, se extrae su ADN y se confirma 

mediante PCR que han perdido el gen de resistencia. Si se han cumplido todos los requisitos 

anteriores se procede a la selección clonal (células individuales) y expansión de células 

individuales para establecer líneas clonales. Por último se vuelve a confirmar todo lo anterior 

antes de proceder a expandir y hacer stock de las líneas generadas. El resultado es una línea de 

CMEH que expresa GFP bajo el control del promotor P1 del locus de RUNX1 en lugar de 

expresar el correspondiente transcrito, en este caso RUNX1c (Figura 4.2.2). 
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Figura 4.2.2. Estrategia de generación de la línea RUNX1c-/-, sustituyendo el exón 1 por el gen reportero GFP 

mediante recombinación homóloga convencional. Brazos de homología del vector de recombinación 

flanqueando GFP+RES de 5.9kb y 3 kb, respectivamente. P1-p6: sitios de hibridación de primers para confirmar por 

PCR la recombinación y la pérdida del gen de resistencia. D: Promotor distal o P1. P: Promotor proximal o P2. E1-

e8: exones del gen RUNX1. GFP: Green fluorescent protein. RES: gen de resistencia a antibiótico.  

4.3. Caracterización de las CMEH por citometría de flujo 

Las CMEH se disociaron con TryPLE Express (Invitrogen) y se resuspendieron en FACS Buffer 

(PBS 1X suplementado con 5-10% suero fetal bovino y 2mM EDTA). La suspensión de células 

fue teñida con anticuerpos anti-TRA-1-60 y SSEA3 conjugados PE, anti-TRA-1-81 y SSEA4 

conjugados con aloficocianina (APC) y anti-OCT4 conjugado con isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) (BD Bioscience) durante 30 min a temperatura ambiente. Tras lavar con FACS Buffer, las 

células fueron teñidas con 7-aminoactinomicina (7AAD, BD Bioscience) durante 5 min. Las 

células vivas fueron identificadas por ser negativas para 7AAD usando un citómetro de flujo 

FACS Canto II. 

4.4. Aislamiento de ARN, RT-PCR y análisis de qRT-PCR 

El ARN total fue aislado usando Trizol (Invitrogen)379. El ADNc fue generado usando SuperScript 

First-Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen)  a partir de entre 1 µg de ARN y analizado 

mediante qRT-PCR usando Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent 

Technologies, La Jolla, CA) en el sistema Mx3005P QPCR (Agilent Technologies). Se usó 

GAPDH como normalizador y la expresión relativa fue calculada usando el método 2-ΔΔCT 380. Los 

primers usados en este estudio se encuentran en la Tabla 3.  

Tabla 4.4.1. Lista de primers 
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Primer name Sequence 

GAPDH Fw GAAGGTGAAGGTCGGAGT 

GAPDH Rv GAAGATGGTGATGGGATTTC 

RUNX1a Fw AAGACACAGCACCCTGGAGA 

RUNX1a Rv GCCTCCCTCATAACGTGCAT 

RUNX1a/b Fw CGTGCACATACATTAGTAGCACTACCTTTG 

RUNX1a/b Rv CTTCCACGAATCTTGCTTGCAGAGGTTAAG 

RUNX1c Fw GAAGTCTGAACCCAGCATAGTGGTCAGCAG 

RUNX1c Rv GTGGACGTCTCTAGAAGGATTCATTCCAAG 

RUNX1 Fw CCGAGAACCTCGAAGACATC 

RUNX1 Rv GCTGACCCTCATGGCTGT 

SCL Fw GGATGCCTTCCCTATGTTCA 

SCL Rv GGTGTGGGGACCATCAGTAA 

GATA1 Fw TCACTCCCTGTCCCCAATAG 

GATA1 Rv GGAGAGTTCCACGAAGCTTG 

PU.1 Fw GTGCCCTATGACACGGATCT 

PU.1 Rv CCCAGTAATGGTCGCTATGG 

CSF1 Fw GCAAGAACTGCAACAACAGC 

CSF1 Rv ATCAGGCTTGGTCACCACAT 

CSF1R Fw GAACATCCACCTCGAGAAGAAA 

CSF1R Rv GACAGGCCTCATCTCCACAT 

IFNA1 Fw CCCTCTCTTTATCAACAAACTTGC 

IFNA1 Rv TTGTTTTCATGTTGGACCAGA 

IFNA2 Fw TCCTGCTTGAAGGACAGACA 

IFNA2 Rv TTTCAGCCTTTTGGAACTGG 

IFNB1 Fw CGACACTGTTCGTGTTGTCA 

IFNB1 Rv GAAGCACAACAGGAGAGCAA 

IFNG Fw GGCATTTTGAAGAATTGGAAAG 

IFNG Rv TTTGGATGCTCTGGTCATCTT 

IFNL1 Fw GGGACCTGAGGCTTCTCC 

IFNL1 Rv CCAGGACCTTCAGCGTCA 

IRF1 Fw ACCAGGGCTGTCAGTTGATT 

IRF1 Rv TATGGCACATGCCTCAAAAC 

IRF3 Fw AGACACCTCTCCGGACACC 

IRF3 Rv TCCAGAATGTCTTCCTGGGTA 

IRF5 Fw TCTACGAGGTCTGCTCCAATG 
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IRF5 Rv CATCCTCTGCAGCTCTTCCT 

IRF7 Fw AGAAGGGCTTCCCCTGACT 

IRF7 Rv GTGACAGGTACGGCTCTGC 

STAT1 Fw TTGGCACCTAACGTGCTG 

STAT1 Rv TTCGTACCACTGAGACATCCTG 

STAT2 Fw CCTGAAGGATCTCTGGAATGA 

STAT2 Rv GGTGCCAGACATGGTCTTCT 

STAT3 Fw CCCTTGGATTGAGAGTCAAGA 

STAT3 Rv AAGCGGCTATACTGCTGGTC 

TLR4 Fw GTCTGCAGGCGTTTTCTTCT 

TLR4 Rv AAGTGAAAGCGGCAACCTTA 

TNF Fw CGCTCCCCAAGAAGACAG 

TNF Rv AGAGGCTGAGGAACAAGCAC 

NFKB1 Fw CTGGCAGCTCTTCTCAAAGC 

NFKB1 Rv TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA 

RELA Fw TCATGAAGAAGAGTCCTTTCAGC 

RELA Rv CTGGCTTGGGGACAGAAG 

 

4.5. Western Blot 

Las CMEH fueron lavadas dos veces con PBS 1X y disociadas con TryPLE Express (Invitrogen). 

Las células fueron lisadas en buffer RIPA (Sigma-Aldrich) suplementado con el cocktail inhibidor 

de proteasas Complete (Roche Diagnostic, Basel, Suiza) e inhibidores de fosfatasas (Sigma-

Aldrich). Los lisados celulares se sometieron a electroforesis en geles de Dodecilsulfato sódico 

(del inglés SDS)-Poliacrilamida al 12% y transferidos a membranas de polyvinylidene fluoride 

(del inglés PVDF). La proteína de RUNX1c fue detectada con el sistema de imagen infrarrojo 

Odyssey (Li-cor Bioscience, Lincoln, NE) usando un anticuerpo anti-RUNX1 (1:500) (Abcam, 

Cambridge, MA). Como control de carga de uso un anticuerpo anti-β-actina (1:10000) (clone AC-

15; Sigma-Aldrich). 

 

4.6. Ensayo de formación de teratomas in vivo 

El protocolo de formación de teratomas fue aprobado por el comité de ética en experimentación 

animal de la Universidad de Granada. Entre 1-2x105 CMEH fueron implantadas 

subcutáneamente en el flanco de ratones NOD/SCID/IL2Rγ-/- (NSG) de entre 6-8 semanas (The 

Jackson Laboratory, Bar Harbor, MA). El crecimiento del teratoma fue monitorizado 
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semanalmente y los ratones fueron sacrificados a las 8-10 semanas post-implantación. Los 

teratomas fueron fijados en formaldehido, embebidos en parafina y teñidos con hematoxilina y 

eosina o mediante inmunocitoquímica (anti-CKAE1AE3 para endodermo, anti-vimentin para 

mesodermo y anti-GFAP para ectodermo). 

 

4.7. Diferenciación hematopoyética mediante co-cultivo con células OP9 

Las células estromales OP9 fueron cultivadas en placas de 10cm cubiertas con gelatina en 

medio basal α-MEM suplementado con suero fetal bovino no inactivado por calor al 20% durante 

8 días. Las CMEH fueron crecidas en frascos T25 cubiertos con Matrigel y se prepararon como 

una suspensión de pequeños agregados usando tratamiento con Collagenase IV durante 5 min a 

37ºC seguido de rascado suave en medio de diferenciación (compuesto por medio basal α-MEM 

al 10% con suero fetal bovino no inactivado por calor, 100 µM monotioglicerol y 50 µg/ml ácido 

ascórbico). Se cultivó 1/5 de la suspensión sobre las células OP9 en 10 ml de medio de 

diferenciación y las células fueron alimentadas con medio de diferenciación fresco al día 

siguiente. Desde el día 4 hasta el día 15 de co-cultivo, se realizó un cambio de la mitad del 

medio cada 2 días. La diferenciación hematopoyética fue analizada mediante citometría de flujo 

(a días 6, 8 y 10 de co-cultivo) y mediante ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU) a 

día 8 de co-cultivo. Para el análisis por citometría de flujo, las células fueron teñidas con 

anticuerpo anti-mouse CD29 conjugado con FITC (AbD Serotec, Düsseldorf, Alemania) para 

excluir a las células de ratón del análisis, anti-human CD31-PE, CD34 conjugado con ficoeritrina-

cianina7 (PE-Cy7) y CD45-APC. El porcentaje de progenitores hemato-endoteliales (PHE, 

CD31+CD34+CD45-), progenitores hematopoyéticos (CD34+CD45+) y células hematopoyéticas 

totales (CD45+) se analizó mediante citometría de flujo, usando el citómetro FACS Canto II. 

4.8. Ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU) 

El ensayo del potencial clonogénico de los progenitores hematopoyéticos humanos se realizó 

mediante cultivo de 5x104 células provenientes de co-cultivos CMEH-OP9 en metilcelulosa 

H4436 (Stem Cell Technologies) a día 8 de diferenciación. Las células fueron incubadas a 37ºC 

en una atmosfera humidificada y las colonias fueron contadas entre los días 10 y 12 usando 

criterios morfológicos estándar. 

4.9. Análisis del ciclo celular de los PHEs 

Co-cultivos de CMEH-OP9 fueron recogidos a día 8 de diferenciación, fijados en etanol frio al 

70% y guardados de un día para otro a -20ºC. Al día siguiente, las células fueron lavadas 2 
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veces con PBS 1X frío e incubadas con anticuerpos anti-CD31-FITC, anti-CD34-FITC y anti-

CD45 APC (Miltenyi Biotec) durante 15 min a temperatura ambiente. Tras lavar, las células 

fueron resuspendidas en buffer de yoduro de propidio (PI) que contenía 50 µg/ml yoduro de 

propidio y 100 µg/ml RNAsa en PBS. La distribución del ciclo celular se analizó usando el 

citómetro de flujo FACS Canto II equipado con el software Modfit (Verity Software House, 

Topsham, ME). 

4.10. Análisis de apoptosis en PHEs 

Las CMEH cultivadas sobre OP9 fueron recogidas a día 8, lavadas con buffer de unión a 

Anexina V e incubadas con anticuerpos anti-human CD31-FITC, anti-human CD34-FITC y anti-

human CD45-APC (Miltenyi Biotec) y Anexina V-APC (Beckton Dickinson) durante 20 min. Tras 

lavar, las células fueron resuspendidas en buffer de unión a Anexina V con 7AAD. La muerte 

celular por apoptosis fue detectada usando un citómetro de flujo FACS Canto II. 

4.11. Recogida de sangre de cordón umbilical y aislamiento de CMH y progenitores 

CD34+ 

Se obtuvieron unidades frescas de sangre de cordón umbilical a partir de neonatos sanos de 

hospitales locales con aprobación del comité local de ética en investigación. Las muestras de 

sangre de cordón fueron agrupadas para reducir la variabilidad entre unidades individuales. Las 

células mononucleares fueron aisladas usando Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Stockholm, 

Sweden). Tras lisar los eritrocitos (Lysis Solution, StemCell Techologies, Vancouver, Canada), 

las células CD34 fueron purificadas mediante separación magnética usando el kit human CD34 

MicroBead y el separador AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza de la fracción CD34 fue evaluada mediante 

citometría de flujo usando anticuerpo anti-CD34-ficoeritrina (PE; BD Bioscience, San Jose, CA) y 

solo las fracciones CD34+ que mostraron una pureza mayor del 90% fueron usadas para el 

trasplante en ratones inmunodeficientes. La fracción CD34- fue irradiada (15 Gy) y usada como 

células accesorias para co-trasplantarlas junto con las CMH y progenitores CD34+. 

4.12. Trasplante en ratones inmunodeficientes y análisis de la reconstitución del 

sistema hematopoyético 

Los ratones NSG fueron mantenidos bajo condiciones estériles en el animalario del Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Se realizaron trasplantes intra-

hepáticos en ratones neonatos, de entre 1-2 días, irradiados entre las 4 y 12h anteriores (1 Gy) 
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tanto de células CD34+ aisladas de cordón umbilical (3x104 en 50 µl) solas o junto con células 

accesorias CD34-Lin+ (5x104 irradiadas a 15 Gy), como de células obtenidas de co-cultivos 

CMEH-OP9 a día 8 de diferenciación tanto EV como RUNX1c (1-2.5x105 células en 50µl). La 

salud general de los ratones fue monitorizada a lo largo de todo el experimento. Los ratones 

fueron sacrificados entre 6-8 semanas tras el trasplante y se extrajo la medula ósea, bazo, 

hígado y sangre periférica para analizar el quimerismo humano. Las células fueron teñidas con 

anticuerpos anti-human HLA-ABC-FITC, anti-human CD45 conjugado con aloficocianina-cianina7 

(APC-Cy7), anti-human CD19-APC, anti-human CD33-PE y anti-human CD34-PE-Cy7 (BD 

Bioscience) para analizar la presencia de células hematopoyéticas humanas mediante citometría 

de flujo usando un FACS Canto II. 

4.13. Análisis de expresión génica 

CMEH indiferenciadas y PHEs purificados a dio 6, 8 y 10 a partir de co-cultivos de CMEH-EV y 

CMEH-RUNX1c fueron aislados usando un aislador celular FACS Aria (BD Bioscience) y el ARN 

total fue extraído usando Trizol. La elevada calidad del ARN se confirmó usando la plataforma 

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Las muestras de ARN fueron marcadas (Agilent 

Low Input Quick Amp Labeling Kit, Agilent Technologies) con Cy3 (cianina 3) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El procedimiento de hibridación se completó usando el kit Agilent 

Gene Expression Hybridization (Agilent Technologies) más el Agilent Whole Human Genome 

Oligo Microarray, 8x60K (Agilent Technologies). Se marcaron e hibridaron dos muestras 

independientes por línea celular y condición. Se consideraron genes diferencialmente activados 

aquellos que presentaban un Z-score > 2 y P-value < 0.01. El análisis del perfil de expresión y de 

las rutas de señalización se llevó a cabo usando la herramienta web pública Panther 

(www.pantherdb.org) y usando el software privado Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity 

Systems Inc, Redwood City, CA) (www.ingenuity.com). 

4.14. Análisis estadístico 

Todos los datos están expresados como la media ± SEM. Las comparaciones estadísticas han 

sido llevadas a cabo con un test de t-Student pareado con la excepción de los datos de 

distribución de las colonias en los ensayos de CFU en los cuales se ha aplicado un test de Wald. 

Valores de P<0.05 han sido considerados con estadísticamente significativos. * corresponde a 

P<0.05, ** corresponde a P<0.01 y *** corresponde a P<0.001. 

  

http://www.pantherdb.org/
http://www.ingenuity.com/
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5. RESULTADOS  
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5.1. Objetivo 1. Análisis de la dinámica de expresión de las isoformas de RUNX1 

durante la diferenciación hematopoyética a partir de CMEH 

Para el estudio de la expresión de las diferentes isoformas de RUNX1 hacemos uso del sistema 

de diferenciación hematopoyética basado en co-cultivo de CMEH sobre células de estroma de 

ratones neonatos con mutación en el gen M-CSF que produce fenotipo osteopetrótico (OP9)196. 

Este sistema ha sido bien estudiado y ha generado resultados publicados en numerosas revistas 

internacionales. De forma breve, se cultivan las CMEH sobre células OP9 en medio de 

diferenciación y se analiza a días 6, 8 y 10 mediante citometría de flujo la aparición de PHE 

(CD31+CD34+CD45-), progenitores hematopoyéticos (CD34+CD45+) y células hematopoyéticas 

totales (CD45+), además de realizar a día 8 el ensayo de CFU. Los PHE dan lugar a células 

hematopoyéticas, mediante un estadio intermedio de progenitores hematopoyéticos (Figura 

5.1.1). En este sistema, los progenitores hemato-endoteliales (PHE)  aparecen a día 6 y se 

diferencian a células hematopoyéticas CD45+ a partir de 8381. 
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Figura 5.1.1. Cinética de diferenciación hematopoyética de las CMEH en co-cultivos de OP9. (A) Diagrama 

esquemático representando el sistema mediante co-cultivo con células OP9 usada para la diferenciación 

hematopoyética de CMEH y gráficos de puntos mostrando el análisis mediante citometría de flujo de los PHE (HEPs 

en el gráfico), progenitores hematopoyéticos y células hematopoyéticas. (B) Cinética de aparición de los PHE (HEPs 

en el gráfico, CD31+CD34+CD45-), progenitores hematopoyéticos (CD34+CD45+) y células hematopoyéticas totales 

(CD45+) usando co-cultivos de OP9. Amablemente cedida por la Dr. Veronica Ayllón Cases. 

La población celular que denominamos aquí como PHE sería el equivalente in vitro del endotelio 

hemogénico in vivo. 

A día 6, 8 y 10 de co-cultivo se recogieron las células totales de la línea celular AND1 y se 

analizaron los niveles de expresión de RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c mediante qRT-PCR. Ya  

que RUNX1b y RUNX1a comparten su extremo N-terminal, mientras que RUNX1b y RUNX1c 

tienen conservado su extremo C-terminal, es imposible generar una pareja de primers para qRT-

PCR que hibride exclusivamente con la isoforma RUNX1b sin reconocer RUNX1a o RUNX1c. En 

este caso usamos una pareja de primers que reconocen las isoformas RUNX1b y RUNX1a que 

pasaremos a denominar RUNX1a/b. La expresión de RUNX1a y de RUNX1a/b no se induce 

hasta el día 10 de diferenciación hematopoyética, mientras que la expresión de la isoforma 

RUNX1c se induce a partir de día 6, en paralelo a la aparición de los PHE, y su expresión crece 

progresivamente durante la diferenciación hematopoyética (Figura 5.1.2).  

 

Figura 5.1.2. Expresión de las isoformas RUNX1a, RUNX1a/b y RUNX1c durante la diferenciación 

hematopoyética de CMEH. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH indiferenciadas. Se ha 

usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * 

P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Además de la expresión de las isoformas de RUNX1 también analizamos la expresión de otros 

factores de transcripción hematopoyéticos importantes como son SCL, GATA1 y PU.1 (Figura 

5.1.3). Como se ha descrito previamente, SCL es el primero de estos factores de transcripción 

en inducirse194, antes de la formación de los PHE, lo que concuerda con su conocido papel en la 

formación del endotelio hemogénico en ratón106. Se sabe que SCL activa la expresión de 
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RUNX1272,382, por lo que es probable que dicha activación haya ocurrido antes de día 6 de co-

cultivo. GATA1 se empieza a inducir levemente a partir de día 6 y PU.1 a partir de día 8, 

aumentando sus niveles de expresión progresivamente. Ambos son dianas de RUNX1 y se 

expresan después que este330,383, validando la regulación espacio-temporal de estos factores en 

el sistema de diferenciación basado en OP9. 

 

Figura 5.1.3. Expresión de los factores de transcripción SCL, GATA1 y PU.1 a lo largo de la diferenciación 

hematopoyética a partir de CMEH. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH indiferenciadas. 

Se ha usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Para una mejor caracterización de la expresión de las isoformas purificamos los PHE y las 

células hematopoyéticas CD45+ a día 8 y 10 de diferenciación hematopoyética, 

respectivamente. También se aislaron células no hematopoyéticas (CD31-CD45-) como control. 

El análisis mediante qRT-PCR en dos líneas celulares independientes (AND1 y H9), reveló que 

las tres isoformas de RUNX1 se expresan en células hematopoyéticas CD45+, siendo RUNX1c la 

que presenta mayores niveles de expresión. Por otro lado, RUNX1c es la única isoforma que se 
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expresa en los PHE, sugiriendo que esta isoforma puede ser relevante en la funcionalidad de los 

PHE y/o en la formación de células hematopoyéticas mediante la TEH (Figura 5.1.4). 

 

Figura 5.1.4. Expresión de las isoformas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c en células no hematopoyéticas, 

progenitores hemato-endoteliales (PHE) y células hematopoyéticas. La expresión relativa se muestra 

normalizada frente a células no hematopoyéticas. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los datos 

representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

5.2. Objetivo 2. Dilucidar el rol de RUNX1 en la hematopoyesis embrionaria humana 

5.2.1. Generación de líneas de CMEH que sobre-expresan RUNX1c 

Una vez observado el patrón de expresión de las diferentes isoformas de RUNX1 durante la 

diferenciación hematopoyética decidimos centrarnos en estudiar la función de la más interesante 

de las tres, RUNX1c. Para ello generamos un plásmido que permitiera la sobre-expresión de 

RUNX1c en CMEH, usando un plásmido amablemente cedido por el Prof Didier Trono, el vector 

pRRL-SIN-cPPT-EF1α-PGK-Neo. Una vez obtenidos ambos vectores se transfectaron en células 

HEK 293T mediante cloruro de calcio junto con los plásmidos empaquetadores (psPAX y 

pMD2.G) para obtener partículas virales con nuestro plásmido en su interior. Estas partículas 

virales se encuentran en el sobrenadante, por lo que lo recogimos y lo ultracentrifugamos para 

concentrar las partículas lentivirales y las resuspendimos en el al medio de cultivo de las CMEH. 
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A continuación, incubamos las CMEH con dicho medio conteniendo las partículas lentivirales 

infectivas durante 14-16 horas. Este subcultivo partiendo de CMEH en suspensión facilita el 

proceso de transducción viral y aumenta la eficiencia. Una vez transcurridas las 14-16h se 

cambió el medio por un medio fresco libre de partículas lentivirales y a partir del tercer día se 

comenzó la selección con neomicina hasta el día 15. Tras este tiempo las células seleccionadas 

se expandieron y se comenzó la caracterización de las líneas generadas. En este caso 

transdujimos tres líneas de CMEH para corroborar resultados y evitar resultados sesgados, fruto 

de efectos específicos de línea, AND1, HS181 y H9. En primer lugar comprobamos que las 

líneas expresan constitutivamente el transgén a nivel de ARNm y de proteína. Para lo primero se 

realizó una qRT-PCR tanto de las líneas wild-type como de las EV y RUNX1c, demostrándose 

que la única que expresa el transgén es la línea RUNX1c. Para lo segundo se realizó un 

Western-Blot, demostrándose lo mismo a nivel de proteína (Figura 5.2.1.1). Estos ensayos los 

realizamos en las 3 líneas celulares generadas, aunque por simplificación sólo hemos 

representado los resultados obtenidos en una línea celular representativa (AND1). 

 

Figura 5.2.1.1. Validación a nivel de ARNm y proteína de la sobre-expresión de RUNX1c en CMEH. (A) La 

expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH wild-type. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los 

datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. (B) Detección mediante Western-Blot de la 

proteína RUNX1c en CMEH. Se usó la proteína -actina como control de carga. 

Lo siguiente es comprobar que dichas líneas conservan la pluripotencia, característica básica 

para evaluar su potencial de diferenciación hematopoyético. La pluripotencia en CMEH se evalúa 

normalmente por métodos in vitro e in vivo. Los métodos in vitro abarcan la expresión de factores 

importantes de pluripotencia a nivel de ARNm y de proteína. Para el primer caso se evaluó la 

expresión mediante qRT-PCR de los marcadores NANOG, SOX2 y OCT3/4, conservándose 

dicha expresión a niveles comparables a los de la línea wild-type (Figura 5.2.1.2).  
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Figura 5.2.1.2. Expresión de factores de pluripotencia a nivel ARNm en CMEH wild-type, EV y RUNX1c. La 

expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH wild-type. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los 

datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. 

La pluripotencia a nivel de proteína se evalúa mediante tinción con anticuerpos frente a 

marcadores de superficie específicos de CMEH y su determinación/cuantificación por citometría 

de flujo. Dichos marcadores son TRA-1-60, TRA-181, SSEA3 y SSEA4. También analizamos la 

expresión intracelular del factor de transcripción de pluripotencia OCT3/4. En este caso también 

se puede observar cómo tanto las líneas EV como las RUNX1c expresan estos marcadores a 

niveles similares (Figura 5.2.1.3). 

 

Figura 5.2.1.3. Expresión de factores de pluripotencia a nivel de proteína en CMEH EV y RUNX1c, detectados 

mediante citometría de flujo.  

Los métodos in vivo conllevan la infiltración/inoculación de las CMEH en ratones 

inmunodeficientes para la formación de teratomas, tumores, generalmente benignos, 

desarrollados a partir de CME que contienen estructuras celulares y tisulares características de 

las tres capas germinales. Las líneas transgénicas formaron teratomas con idéntica eficiencia, 

latencia y composición histológica con estructuras de las tres capas germinales que las células 
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parentales de las que derivaban (Figura 5.2.1.4). Por lo tanto, conseguimos generar tres líneas 

de CMEH (AND1, H9 y HS181) que sobre-expresan de forma constitutiva y estable RUNX1c sin 

que pierdan sus propiedades pluripotentes.  

 

Figura 5.2.1.4. Secciones histológicas de teratomas formados en ratones inmunodeficientes a partir de 

CMEH EV y RUNX1c. Se realizaron tinciones con Hematoxilina-Eosina (H-E) y con anticuerpos específicos frente a 

CKAE1AE3 (endodermo), vimentina (mesodermo) y GFAP (ectodermo).  

 

5.2.2. La sobre-expresión de RUNX1c aumenta la especificación de los PHE y su 

posterior compromiso a células hematopoyéticas 

Una vez obtenidas las líneas de CMEH que sobre-expresan RUNX1c y demostrada la 

conservación de la pluripotencia, evaluamos el papel de RUNX1c en la diferenciación 

hematopoyética. En las tres líneas de CMEH la sobre-expresión de RUNX1c aumentó 

significativamente la generación de los PHE, entre 2-12 veces más a lo largo de toda la 

diferenciación hematopoyética (Figura 5.2.2.1).  
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Figura 5.2.2.1. La expresión ectópica de RUNX1c aumenta la formación de PHE a partir de CMEH. El 

incremento relativo se muestra normalizado frente a las líneas CMEH EV. Los datos representan la media ± SEM de 

3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Este aumento en el número de PHE puede ser debido a: (i) un aumento en la especificación 

hemato-endotelial a partir de las CMEH o (ii) un aumento en la proliferación o reducción de la 

apoptosis de los PHE generados. Para abordar estas dos posibilidades, analizamos la 

distribución del ciclo celular (% de células en las distintas fases del ciclo celular) y los niveles de 

apoptosis en la población de PHE mediante citometría de flujo. A nivel de apoptosis encontramos 

un 0.3% de células en apoptosis en EV vs 0.9% en RUNX1c. Asímismo no encontramos 

diferencias significativas en la proporción de células en las distintas fases del ciclo celular, 

encontrándose  en fase S/G2/M un 33 ± 0.3% en EV vs  34 ± 2.4% en RUNX1c (Figura 5.2.2.2). 
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Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la expresión ectópica de RUNX1c promueve la 

especificación de los PHE a partir de las CMEH sin modificar su proliferación o apoptosis.  

 

Figura 5.2.2.2. La sobre-expresión de RUNX1c no favorece la proliferación ni la apoptosis. (A) Análisis 

representativo por citometría de flujo de la apoptosis y (B) de la distribución ciclo celular mediante software Modfit en 

PHE EV y RUNX1c a día 8 de diferenciación. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes. 

A continuación, analizamos la generación de progenitores hematopoyéticos CD34+CD45+ y en la 

de células hematopoyéticas totales CD45+ en las tres líneas de CMEH mediante citometría de 

flujo. Independientemente de la línea celular, la sobre-expresión de RUNX1 promueve un 

aumento significativo en el la producción de los progenitores hematopoyéticos (entre 7-15 veces) 

y las células hematopoyéticas totales (entre 8-10 veces) (Figura 5.2.2.3).  
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Figura 5.2.2.3. La sobre-expresión de RUNX1c promueve la formación de progenitores hematopoyéticos 

(CD34+CD45+) y células hematopoyéticas totales (CD45+) a partir de CMEH. El incremento relativo se muestra 

normalizado frente a las líneas CMEH EV. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

El aumento en la produccion de progenitores y células hematopoyéticas totales en las líneas que 

sobre-expresan RUNX1c puede ser debido a que RUNX1c solo afecte a la especificación de los 

PHE o que también favorezca el compromiso de los PHE hacia células hematopoyéticas. Para 

evaluar estas dos posibilidades, calculamos el ratio de número de células CD45+ producidas por 

cada PHE para las líneas EV y RUNX1c. Este ratio es significativamente mayor en las líneas 

RUNX1c con respecto a las EV a día 10 (entre unas 3-4 veces superior) (Figura 5.2.2.4). 
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Nuestros resultados sugirieren que la sobre-expresión de RUNX1c no sólo promueve la 

generación y producción de más PHE sino que también aumenta su posterior compromiso 

hematopoyético, manifestado por el incremento en este ratio.  

 

Figura 5.2.2.4. Ratio de número de células CD45+ por cada PHE en CMEH EV y RUNX1c. Los datos representan 

la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

 

A continuación, nos exploramos la funcionalidad de las células hematopoyéticas generadas a 

partir de CMEH realizando ensayos de unidades formadoras de colonias (colony forming unit o 

CFU) en medio semisólido. Para ello se levantan las células de las placas de co-cultivo a día 8 

de diferenciación, se cuantifican y se cultivan en metilcelulosa con citoquinas hematopoyéticas 

que promueven la diferenciación terminal de los progenitores hematopoyéticos humanos 
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presentes en el co-cultivo. El potencial de formar colonias, conocido como potencial clonogénico, 

fue significativamente mayor en las células hematopoyéticas que sobre-expresan RUNX1c que 

en las EV, entre 3-8 veces mayor (Figura 5.2.2.5). Además del contaje del número total de 

colonias también usamos criterios morfológicos para distinguir los distintos tipos de colonias que 

se forman en este tipo de ensayos: granulocitos (CFU-G), monocitos (CFU-M), granulocitos-

monocitos (CFU-GM), eritroides (CFU-E) y mixtas (CFU-GEMM). Las colonias mixtas son las 

más primitivas ya que el progenitor que la forma retienen el potencial de formar células de todos 

los linajes mieloides (progenitor multipotente). Las colonias GM son relativamente primitivas 

también al estar originadas por progenitores bipotentes, mientras que las colonias G, M y E 

revelan la presencia de progenitores más comprometidos, con potencialidad unilinaje 

exclusivamente (progenitor unipotente). La sobre-expresión de RUNX1c provoca un ligero 

aumento en el número de colonias CFU-M a expensas de una disminución en colonias CFU-G y 

CFU-GM (Figura 5.2.2.5). Sin embargo, esta tendencia no superó la significancia estadística 

(p<0.05) al realizar el test de Wald. 
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Figura 5.2.2.5. RUNX1c aumenta la funcionalidad de los progenitores hematopoyéticos derivados de CMEH. 

Los datos representan la media ± SEM y la distribución porcentual de los tipos de colonias de 3 experimentos 

independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. n.s.: no significativo. 

 

A nivel molecular analizamos la expresión de los mismos tres factores de transcripción 

hematopoyéticos (SCL, GATA1 y PU.1) a lo largo de la diferenciación. Los tres se encontraron 

significativamente mucho más inducidos en los co-cultivos de CMEH que sobre-expresan 

RUNX1c con respecto a las EV (Figura 5.2.2.6). En el caso de SCL y GATA1 los niveles de 

expresión son mucho más elevados en todos los tiempos, pero en el caso de PU.1 la sobre-

expresión de RUNX1c no sólo aumenta enormemente los niveles sino que también acelera su 

expresión haciendo que aparezca a día 6 dos días antes de lo que aparece en condiciones 

normales en células EV (Figura 5.2.2.6). Estos resultados indican que la sobre-expresión de 

RUNX1c está promoviendo un programa transcripcional hematopoyético complejo que implica la 

inducción de otros elementos transcripcionales reguladores de la hematopoyesis. 

 

Figura 5.2.2.6. La sobre-expresión de RUNX1c aumenta la expresión de los factores de transcripción 

hematopoyéticos SCL, GATA1 y PU.1 durante la diferenciación hematopoyética. La expresión relativa se 

muestra normalizada frente a CMEH indiferenciadas. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los datos 

representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

 

A modo de confirmación de que el fenotipo que observamos se debe a la sobre-expresión de 

RUNX1c, analizamos mediante qRT-PCR la expresión del transgén a lo largo de la 

diferenciación y efectivamente confirmamos que sus niveles se mantienen elevados y 

prácticamente constantes durante toda la diferenciación (Figura 5.2.2.7).  

En conjunto nuestros resultados demuestran que la sobre-expresión de RUNX1c promueve la 

formación de PHE y favorece su posterior compromiso a células hematopoyéticas CD45+ a partir 

de CMEH. 
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Figura 5.2.2.7. Expresión de RUNX1c durante la diferenciación hematopoyética en CMEH que sobre-

expresan RUNX1c con respecto a CMEH EV. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH EV. Se 

ha usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. 

 

5.2.3. La eliminación específica de RUNX1c prácticamente bloquea la TEH 

Visto el aumento en la producción de todos los tipos celulares estudiados durante el proceso de 

la diferenciación hematopoyética promovido por la sobre-expresión de RUNX1c quisimos 

profundizar más en el rol especifico de esta isoforma en el desarrollo hematopoyético humano. El 

grupo del Dr. Elefanty (Murdoch Childrens Research Institute, Melbourne, Australia) nos cedió 
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amablemente una línea de CMEH donde el exón 1 del locus de RUNX1 ha sido sustituido por el 

gen reportero GFP, obteniéndose una línea que expresa GFP bajo el control del promotor P1, 

pero que es deficiente en la expresión de RUNX1c (Figura 4.2.2). La sustitución se realizó 

mediante recombinación homóloga convencional y los dos alelos fueron modificados 

genéticamente. 

Como control de dicha línea RUNX1c -/- usamos la misma línea de CMEH wild-type (RUNX1 

+/+). La deleción de RUNX1c no produjo diferencias significativas en la produccion de PHE 

respecto de la línea wild-type (Figura 5.2.3.1). Sin embargo, la deficiencia en RUNX1c produjo 

una eliminación prácticamente total de la produccion de progenitores hematopoyéticos 

(CD34+CD45+) y células hematopoyéticas totales CD45+ a días 8 y 10 de diferenciación (Figura 

5.2.3.1). 

 

Figura 5.2.3.1. La deleción de RUNX1c no afecta a la especificación de los PHE pero si al compromiso de los 

PHE hacia células hematopoyéticas. El descenso relativo se muestra normalizado frente a la línea wild-type. Los 

datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Cuando analizamos el ratio de número de células hematopoyéticas CD45+ por PHE se pudo 

comprobar que era significativamente menor en la línea RUNX1c -/- a partir de día 8, reforzando 

los resultados anteriores (Figura 5.2.3.2). 
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Figura 5.2.3.2. El número de células CD45+ producidas por cada PHE es significativamente menor en la línea 

RUNX1c -/-. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and 

*** P< 0.001. 

El análisis de la expresión de RUNX1c a nivel de ARNm mediante qRT-PCR, demostró que la 

línea RUNX1c -/- carece de su expresión a lo largo de la diferenciación hematopoyética (Figura 

5.2.3.3). 

 

Figura 5.2.3.3. La eliminación del exón 1 mediante recombinación homóloga efectivamente conlleva la 

ausencia de expresión de RUNX1c durante la diferenciación hematopoyética. La expresión relativa se muestra 

normalizada frente a CMEH indiferenciadas. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la 

media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

A nivel funcional la deleción de RUNX1c no afecta al número de colonias producidas a partir de 

los progenitores hematopoyéticos, determinado mediante el ensayo de formación de colonias 

(Figura 5.2.3.4). Sin embargo, sí que afecta significativamente a la distribución de los tipos de 

colonias producidos, desapareciendo casi por completo las CFU-G y CFU-GM y produciéndose 

un  aumento significativo de CFU-E y disminución de las CFU-M (Figura 5.2.3.4).  
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Figura 5.2.3.4. El noqueo de RUNX1c no afecta al número de colonias producidas en el ensayo de CFU pero 

si a la distribución de los tipos de colonias. Los datos representan la media ± SEM y la distribución porcentual 

de los tipos de colonias de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Para caracterizar aún más el fenotipo producido por la pérdida de expresión de RUNX1c 

analizamos la expresión de SCL, GATA1 y PU.1. Los tres factores de transcripción presentan 

niveles de expresión muy inferiores en la línea RUNX1c -/- con respecto a la wild-type (Figura 

5.2.3.5), apoyando los resultados obtenidos en los experimentos de sobre-expresión e indicando 

que RUNX1c regula la TEH y directa o indirectamente  la expresión de estos tres factores 

necesarios para la hematopoyesis. 

 

Figura 5.2.3.5. La pérdida de expresión de RUNX1c impacta negativamente en la expresión de los factores de 

transcripción SCL, GATA1 y PU.1. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH indiferenciadas. 

Se ha usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

5.2.4. El silenciamiento de RUNX1 compromete el desarrollo hematopoyético humano 

Para ahondar un poco más en el papel que juega RUNX1 en la hematopoyesis humana y para 

arrojar un poco más de luz en el papel especifico que juega la isoforma RUNX1c, procedimos a 

la generación de una línea celular de CMEH con expresión silenciamiento de todas las isoformas 

de RUNX1 completo. Para ello adquirimos 5 secuencias de ARNi que reconocen a la mayoría de 

los ARNm de RUNX1 (shRUNX1), clonados en un vector lentiviral. Como control negativo 

adquirimos una secuencia irrelevante que no reconoce ningún ARNm de mamíferos (shNT). 

Transfectamos células HEK293T con los 5 plásmidos que contenían las secuencias de ARNi 

además de los plásmidos empaquetadores (psPAX y pMD2.G) para producir partículas 

lentivirales. Transdujimos una línea celular de CMEH con la combinación de todas las partículas 

virales y seleccionamos las células transducidas con puromicina. Tras 2 semanas de selección 

se llevó a cabo la caracterización de las líneas producidas. La pluripotencia evaluada mediante 

qRT-PCR demostró la expresión de los genes NANOG, SOX2 y OCT3/4 (Figura 5.2.4.1). 
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Figura 5.2.4.1. La transducción con shNT y shRUNX1 no afecta de forma significativa a la expresión de 

factores de pluripotencia a nivel de ARNm. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH wild-

type. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes. 

Igualmente, el análisis de expresión de marcadores de superficie de pluripotencia tampoco 

encontró diferencias significativas entre las nuevas líneas celulares shNT y shRUNX1 generadas 

(Figura 5.2.4.2). 

 

Figura 5.2.4.2. Expresión de marcadores de superficie asociados a pluripotencia en CMEH shNT y shRUNX1, 

analizados mediante citometría de flujo. 

Como RUNX1 prácticamente no se expresa en CMEH indiferenciadas no podemos verificar la 

capacidad de silenciamiento de RUNX1 hasta que no sometamos a las líneas de CMEH a 

diferenciación hematopoyética. El análisis mediante qRT-PCR muestra una reducción 

significativa en los niveles de expresión tanto de RUNX1 total como de RUNX1a, RUNX1b y 

RUNX1c, con niveles de silenciamiento comprendidos entre un 60-90% en comparación con las 

CMEH control (shNT) (Figura 5.2.4.3). 
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Figura 5.2.4.3. La línea shRUNX1 presenta unos niveles de expresión tanto de RUNX1 como de sus 

isoformas significativamente inferior a su control shNT. La expresión relativa se muestra normalizada frente a 

CMEH indiferenciadas. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 

experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Una vez confirmada la pluripotencia y el silenciamiento de la expresión de RUNX1 procedimos al 

estudio en profundidad durante el desarrollo embrionario hematopoyético humano. La formación 

de los PHE se vio significativamente reducida en las células shRUNX1 con respecto a las células 

control (shNT), aproximadamente unas 3 veces a lo largo de la diferenciación (Figura 5.2.4.4). 

Además, las células shRUNX1 también mostraron una menor producción de progenitores 

hematopoyéticos (CD34+CD45+) y células hematopoyéticas totales CD45+, aunque en ambos 

casos las diferencias no eran significativas (Figura 5.2.4.4).  

 

Figura 5.2.4.4. La reducción en la expresión de RUNX1 provoca una disminución significativa del número de 

PHE y no significativa de células hematopoyéticas. El descenso relativo se muestra normalizado frente a la línea 

shNT. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 

0.001. 
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También evaluamos el compromiso hematopoyético de los PHE mediante el ratio de número de 

CD45+ por cada PHE. En línea con los resultados anteriores no vemos diferencias significativas 

en este valor (Figura 5.2.4.5). 

 

Figura 5.2.4.5. La reducción en la expresión de RUNX1 no disminuye significativamente el ratio de células 

CD45+ por PHE. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. 

Una vez estudiado el efecto del silenciamiento parcial de RUNX1 en el inmunofenotipo 

procedimos a evaluar el efecto a nivel funcional mediante el ensayo de formación de colonias. 

Este ensayo reveló que la disminución en la expresión de RUNX1 disminuye el potencial 

clonogénico de los progenitores derivados de CMEH shRUNX1, en torno a unas 2.4 veces 

inferior con respecto a las células control (shNT) (Figura 5.2.4.6). Además, la perdida de RUNX1 

anula la formación de CFU-M, que se ve compensado con un mayor porcentaje de colonias 

CFU-G (Figura 5.2.4.6), en claro paralelismo con los resultados obtenidos en los modelos 

anteriores de sobre-expresión y deleción de RUNX1c.  

 

Figura 5.2.4.6. Niveles muy bajos de expresión de RUNX1 afectan al potencial clonogénico de progenitores 

hematopoyéticos derivados de CMEH. Los datos representan la media ± SEM y la distribución porcentual de los 

tipos de colonias de 3 experimentos independientes. N.s: no significativo. 

5.3. Ensayo de reconstitución hematopoyética en ratones inmunodeficientes NSG 
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Históricamente, los métodos más usados en el modelo preclínico de xenotrasplante humano-

ratón han sido la inyección intravenosa e intra-medula ósea384,385. Sin embargo, en los últimos 

años varios laboratorios han optimizado este modelo experimental mediante el empleo de 

inyección intra-hepática en recién nacidos, mejorando significativamente los niveles de 

reconstitución, el desarrollo multilinaje, la linfopoyesis tímica y la generación de inmunidad 

funcional adaptativa386,387. Además, el hígado de ratones neonatos puede ser un órgano más 

adecuado para el trasplante de CMH y progenitores hematopoyéticos ontogénicamente 

tempranos, como las derivadas de cordón umbilical o de CMEH mediante diferenciación directa. 

Esta técnica nunca había sido realizada en nuestro grupo y requería una puesta a punto previa a 

la realización de los trasplantes definitivos con células hematopoyéticas derivadas a partir de 

CMEH.  

El material de partida que utilizamos fue células CD34+ obtenidas de sangre de cordón umbilical, 

que se sabe que son capaces de reconstituir el sistema hematopoyético de ratones 

inmunodeficientes388. También se ha descrito con anterioridad que tanto en los trasplantes en 

vena como en médula ósea la inoculación de células humanas accesorias junto con las CMH y 

progenitores hematopoyéticos CD34+ aumentaba la reconstitución hematopoyética389,390. Sin 

embargo, nunca se había llevado a cabo xenotrasplantes hematopoyéticos intra-hepáticos de 

CMH junto con células accesorias. Por eso quisimos evaluar el impacto del co-trasplante de 

células accesorias CD34-Lin+ en trasplante de células CD34+ intra-hepático en neonatos de ratón 

NSG y que nos sirviera de proceso de optimización para ser aplicado en el futuro para el 

transplante de CMH y progenitores hematopoyéticos derivados de CMEH. Esta práctica no se 

puede aplicar a la clínica para reducir el fallo del injerto aunque en clínica normalmente se 

seleccionan solamente las células CD34+ para disminuir el riesgo de enfermedad injerto contra 

huésped (EICH)391. Para disminuir el riesgo de EICH irradiamos las células accesorias humanas 

para que no proliferen.  

Evaluamos en paralelo dos grupos experimentales de ratones neonatos (1-2 días de edad), uno 

de ellos sólo recibió 3 x 104 CMH de cordón umbilical y el otro recibió el mismo número de CMH 

junto con 5 x 104 de células accesorias CD34-Lin+ que habían sido previamente irradiadas (15 

Gy). Tras 6 semanas se sacrificaron los ratones y se analizaron medula ósea, hígado, bazo y 

sangre periférica en busca de células hematopoyéticas humanas mediante citometría de flujo  

utilizando marcadores anti-CD45 y anti-HLA-ABC humanos, junto con marcadores específicos de 

linaje: inmaduro (CD34), linfoide B (CD19) o mieloide (CD33)(Figura 5.3.1).  
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Figura 5.3.1. Reconstitución hematopoyética multilinaje y multiorganica en ratones NSG neonatos 

trasplantados con CMH y progenitores hematopoyéticos CD34+ solos o en presencia de células accesorias. 

Análisis representativo por citometría de flujo mostrando reconstitución multilinaje. Todas las células humanas 

coexpresan HLA-ABC y CD45. La fracción humana CD45+ abarca linfocitos B (CD19+), células mieloides (CD33+) y 

células inmaduras (CD34+). 

Todos los ratones trasplantados únicamente con CMH de cordón CD34+ tuvieron reconstitución 

en todos los órganos analizados, mientras que el 20% de los que recibieron el co-trasplante de 

células accesorias no fueron capaces de reconstituir la hematopoyesis humana. La mayoría de 

las células hematopoyéticas humanas detectadas expresaban CD19+ (linaje linfoide B, 80%) 

seguidas de células CD33+ (linaje mieloide, 10%) y CD34+ (progenitores hematopoyéticos, 10%) 

(Figura 5.3.1). La capacidad de reconstitución del sistema hematopoyético no fue 

significativamente distinta entre los trasplantes con y sin células accesorias en tres de los cuatro 

órganos analizados, siendo ligeramente inferior en hígado de animales trasplantados con células 

accesorias (Figura 5.3.2). Es interesante que en ambos casos las células CD34+ fueron capaces 

de migrar desde el hígado del neonato hasta la medula ósea, el órgano hematopoyético 

mayoritario en el adulto. En conclusión podemos decir que las células accesorias no son 

necesarias ni suponen un perjuicio para la capacidad de reconstitución multilinaje y multiorgánica 

de las células CD34+ derivadas de cordón umbilical. 
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Figura 5.3.2. Reconstitución hematopoyética multilinaje y multiorgánica en ratones NSG neonatos 

trasplantados con CMH y progenitores hematopoyéticos CD34+ solos o en presencia de células accesorias.  

Quimerismo humano multilinaje en medula ósea (BM), sangre periférica (PB), bazo e hígado indicando migración 

exitosa de las células CD34+ humanas desde el hígado fetal. Cada punto/cuadrado representa un único ratón y la 

línea horizontal indica la media de cada condición experimental. Los datos representan la media ± SEM de 10 

ratones en cada condición experimental. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Una vez puesta a punta la técnica de trasplante intra-hepático evaluamos la capacidad de 

reconstitución del sistema hematopoyético de las células hematopoyéticas derivadas de CMEH. 

Los resultados obtenidos en las diferenciaciones hematopoyéticas in vitro con las CMEH que 

sobre-expresan RUNX1c nos animaron a investigar si este factor es suficiente para dotar de 

capacidad de reconstitución hematopoyética in vivo a las células hematopoyéticas derivadas de 

CMEH. Para ello trasplantamos células hematopoyéticas obtenidas de co-cultivos de CMEH EV 

y RUNX1c a día 8, trasplantando células CD34+ de cordón umbilical como control positivo de la 

técnica. Tras 6-8 semanas, en ninguno de los ratones trasplantados con células 

hematopoyéticas derivadas de CMEH EV ni RUNX1c se observaron células humanas 
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hematopoyéticas (HLA-ABC+CD45+), mientras que si se identificaron dichas células en los 

ratones trasplantados con células CD34+ de cordón umbilical (Figura 5.3.3). Por lo tanto RUNX1c 

por sí solo no es capaz de conferir potencial reconstitutivo in vivo a las células hematopoyéticas 

derivadas de CMEH, resultado que no sorprende a la luz de numerosos estudios en los cuales 

observan que las células hematopoyéticas derivadas de CMEH son incapaces de reconstituir el 

sistema hematopoyético in vivo165,169,207,392,393.  
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Figura 5.3.3. La sobre-expresión de RUNX1c no confiere potencial de reconstitución hematopoyética a las 

células hematopoyéticas derivadas de CMEH. (A) Análisis representativo por citometría de flujo mostrando 

reconstitución multilinaje a partir de células CD34+ de sangre de cordón umbilical pero no de células 

hematopoyéticas derivadas de co-cultivos O9-CMEH EV o RUNX1c. Los ratones trasplantados con células CD34+ 

de sangre de cordón umbilical poseen células que coexpresan HLA-ABC y CD45. La fracción humana CD45+ abarca 

linfocitos B (CD19+), células mieloides (CD33+) y células inmaduras (CD34+), a diferencia de los ratones 

trasplantados con células hematopoyéticas derivadas de co-cultivos OP9-CMEH EV o RUNX1c. (B) Porcentaje de 

reconstitución hematopoyética medido por porcentaje de células HLA-ABC+. Los datos representan la media ± SEM 

de 6 ratones en cada condición experimental. 

5.4. La sobre-expresión de RUNX1c induce un perfil transcripcional inflamatorio en PHE 

Para explorar los mecanismos moleculares por los cuales RUNX1c regula la TEH llevamos a 

cabo un análisis del perfil de expresión génica usando la tecnología de microarrays de ARN en 

PHE derivados de CMEH EV y RUNX1c a días 6, 8 y 10 de diferenciación hematopoyética. En 

primer lugar, a modo de confirmación de los resultados de los microarrays, seleccionamos 20 

genes y realizamos análisis de expresión mediante qRT-PCR. A continuación, determinamos el 

grado de concordancia entre las dos medidas (valor de expresión de microarrays vs valor de 

expresión de qRT-PCR) usando un parámetro conocido como coeficiente de correlación de 

concordancia (CCC) (Figura 5.4.1). El valor de CCC (0.76) nos confirmó que el grado de 

correlación entre los resultados de expresión génica de las dos metodologías utilizadas era muy 

elevado y por tanto los resultados obtenidos en el microarray eran veraces. 
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Figura 5.4.1. Análisis de correlación existente entre los datos de expresión obtenidos mediante microarrays 

de expresión y qRT-PCR. Coeficiente de correlación de concordancia de un subconjunto de 20 genes 

diferencialmente expresados en PHE RUNX1c con respecto a PHE EV. Cada punto representa la intersección de 

los valores de expresión relativos en PHE RUNX1c frente a PHE EV analizados por qRT-PCR y por microarrays. 

Seguidamente pasamos a analizar el perfil de expresión mediante una herramienta web llamada 

Panther (www.panther.org) que aplica un test de enriquecimiento estadístico para encontrar los 

procesos biológicos en los que participan los genes diferencialmente expresados entre los PHE 

EV y RUNX1c a los diferentes días de diferenciación hematopoyética. A días 8 y 10 los procesos 

biológicos más relevantes, clasificados mediante P-value, estaban asociados con Procesos del 

Sistema Inmune y Respuestas de defensa/inmune (Figura 5.4.2). 

 

Figura 5.4.2. RUNX1c activa la expresión de genes relacionados con procesos del sistema inmune. 

Principales procesos biológicos (categorizados en Gene Ontology y obtenidos mediante Panther) enriquecidos en 

genes diferencialmente expresados en PHE RUNX1c vs PHE EV a días 8 y 10 de diferenciación hematopoyética. 

Para confirmar esta predicción, analizamos los datos de microarray con otro software llamado 

IPA (Ingenuity Pathway Analysis, www.ingenuity.com). La categoría “Desarrollo y función del 

http://www.panther.org/
http://www.ingenuity.com/
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sistema hematopoyético” fue, de forma consistente, el proceso biológico más significativamente 

alterado en PHE RUNX1c con respecto a EV (Figura 5.4.3). 

 

Figura 5.4.3. Los procesos biológicos más significativamente alterados en PHE que sobre-expresan RUNX1c 

con respecto a EV tienen que ver hematopoyesis. Principales funciones biológicas de los genes diferencialmente 

expresados en PHE RUNX1c comparados con PHE EV a días 6, 8 y 10 usando IPA. 

El software IPA nos permite realizar un análisis más en profundidad de aquellas funciones 

biológicas alteradas dentro de esta categoría. Entre ellas encontramos muchas funciones que 

están predichas de estar activadas (Z-score > 2) en PHE que sobre-expresan RUNX1c 

relacionadas con migración, adhesión y diferenciación tanto de células mieloides como linfoides 

(Figura 5.4.4). Estos resultados indican que RUNX1c está regulando un programa transcripcional  

que controla numerosas funciones biológicas durante el desarrollo de las células 

hematopoyéticas. Debemos destacar que este programa comienza a activarse durante el 

compromiso hematopoyético de los PHE, antes incluso de la aparición de los primeros 

progenitores hematopoyéticos.  
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Figura 5.4.4. Funciones biológicas dentro de la categoría de “Desarrollo y función del sistema 

hematopoyético” predichas de estar activadas en PHE que sobre-expresan RUNX1c respecto a EV. 

Funciones biológicas predichas dentro de la categoría “Desarrollo y función del sistema hematopoyético” activas en 

PHE RUNX1c a días 6, 8 y 10. 

IPA nos permite predecir que moléculas son responsables de los cambios en la expresión génica 

asociados con la sobre-expresión de RUNX1c en PHE (Figura 5.4.5). El análisis exhaustivo de 

estas moléculas (up-stream regulators) nos permitió distinguir cinco grupos diferentes de 

moléculas predichas de estar activadas por la sobre-expresión de RUNX1c en los PHE: i) 

reguladores de la diferenciación a macrófagos; ii) reguladores megacariocítico/eritroides; iii) 

compañeros de RUNX1 y reguladores del desarrollo de células T; iv) reguladores de la 

diferenciación hematopoyética a partir de CMEH394,395; y v) componentes de la vía de 
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señalización inflamatoria, que representa el grupo más numeroso y que confirma los resultados 

obtenidos con el software Panther (Figura 5.4.2). 

 

Figura 5.4.5. Genes predichos de estar activos (Z-score > 2) por la sobre-expresión de RUNX1c agrupados 

en distintas categorías. Selección de lo más destacado de los upstream regulators predicho de estar activados 

(naranja) o reprimidos (azul) en PHE RUNX1c a días 6, 8 y 10 de diferenciación.  

A la luz de los resultados obtenidos en los experimentos funcionales de formación de colonias 

hematopoyéticas que sugieren que RUNX1c juega un papel en la generación de CFU-M (Figuras 

5.2.2.5 y 5.2.3.4) nos concentramos en analizar los reguladores de la activación de macrófagos. 

CSF1 (también conocido como M-CSF), CSF2 (también conocido como GM-CSF) y su receptor 

CSF1R son necesarios para la producción, diferenciación, expansión y función de macrófagos, 

granulocitos y sus progenitores396. IPA predice que la sobre-expresión de RUNX1c en PHE 
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activa a CSF1 y CSF2 desde día 6 en adelante y a CSF1R a día 8. El análisis de expresión de 

CSF1 y CSF1R mediante qRT-PCR confirmó su aumento  a lo largo de la diferenciación (Figura 

5.4.6) 

 

Figura 5.4.6. La sobre-expresión de RUNX1c aumenta la expresión de CSF1 y CSF1R desde día 6 a día 10 de 

diferenciación hematopoyética. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH EV. Se ha usado 

GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, 

** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Este aumento en la expresión de ambos genes puede ser responsable de la activación de 

numerosos genes aguas abajo, que a su vez desencadenen los fenotipos obtenidos en los 

ensayos de formación de colonias. Usando IPA pudimos generar una red de reguladores 

predichos de estar activados o inhibidos aguas abajo de estos tres elementos y que participan 

activamente en la biología de los macrófagos (Figura 5.4.7). En conjunto nuestros resultados 

sugieren que la activación de vía de señalización por CSF1R mediada por RUNX1c puede ser 

responsable de las diferencias en el balance de CFU-G/CFU-M observadas en la sobre-

expresión (Figura 5.2.2.5) y deleción de RUNX1c (Figura 5.2.3.4). 
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Figura 5.4.7. Red de genes predichos de estar activados o inhibidos por CSF1, CSF2 y CSF1R cuyo perfil de 

expresión explica una activación de funciones biológicas relacionadas con macrófagos. 

A continuación, nos centramos en el grupo de genes que regulan la vía de señalización 

inflamatoria y que era el más numeroso en nuestro análisis (Figura 5.4.5). Recientemente, se ha 

propuesto que  las señales pro-inflamatorias, incluyendo a TNFα, IFNα e IFNγ, son clave en el 

establecimiento de la hematopoyesis definitiva en modelos experimentales (ratón y pez 

cebra)397–399. Usamos IPA para visualizar la red transcripcional formada por los reguladores 

inflamatorios y sus dianas conocidas en PHE que sobre-expresan RUNX1c durante la 

diferenciación hematopoyética. A día 6, dichos reguladores inflamatorios están predichos de 

estar inactivos y aparecen resaltados en color azul, símbolo de predicción de inhibición (Figura 

5.4.8). 
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Figura 5.4.8. Predicción de un estado transcripcional reprimido de los reguladores inflamatorios y sus 

dianas en PHE RUNX1c a día 6 de diferenciación hematopoyética.  

En cambio, conforme avanzan los días se produce un cambio sustancial en el nivel de activación 

de estos reguladores de la inflamación. A día 8 la red de genes directamente regulados por estas 

moléculas se ha expandido y está predominantemente activa, existiendo multitud de dianas co-

reguladas por diferentes factores de forma simultánea (Figura 5.4.9). De todos estos reguladores 

IFNG parece ser el factor más importante de todos, ya que regula directamente una elevada 

cantidad de genes diana y comparte otro importante número (co-regulaciones) con otros 

reguladores de la inflamación. 
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Figura 5.4.9. Predicción de un estado transcripcional activado de los reguladores inflamatorios y sus dianas 

en PHE RUNX1c a día 8 de diferenciación hematopoyética. 

A día 10 los reguladores inflamatorios permanecen activados, pero la importancia relativa del 

IFNG ha disminuido en favor de TNF, el cual aparece ahora y presenta un gran número de genes 

diana y co-regulaciones (Figura 5.4.10). Estos resultados sugieren que la sobre-expresión de 

RUNX1c activa una red compleja de señales inflamatorias, incluyendo TNFs e IFNs, en el 

momento en el que los PHE llevan a cabo la TEH. El papel de RUNX1c puede ser promover 

dicha transición mediante la regulación de la expresión de estos factores pro-inflamatorios.  
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Figura 5.4.10. Predicción de un estado transcripcional activado de los reguladores inflamatorios y sus 

dianas en PHE RUNX1c a día 10 de diferenciación hematopoyética. 

Tras estos análisis in silico quisimos comprobar que las activaciones predichas por IPA se 

correspondían con un aumento real en la expresión de estos genes reguladores de la 

inflamación. Para ello llevamos a cabo análisis de expresión de dichos reguladores mediante 

qRT-PCR en PHE generados a partir de CMEH-EV y CMEH-RUNX1c que fueron purificados a 

días 6, 8 y 10 de la diferenciación hematopoyética. Los genes IFNA2, IFNB1, IRF1 e IRF7 se 

encontraron  más inducidos en PHE-RUNX1c con respecto al control (PHE-EV) (Figura 5.4.11).  
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Figura 5.4.11. La sobre-expresión de RUNX1c aumenta la expresión de IFNA2, IFNB1, IRF1 e IRF7 a lo largo 

de la diferenciación hematopoyética. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH EV. Se ha 

usado GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * 

P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

La señalización de los interferones de tipo I está mediada por las proteínas quinasa  de la familia 

Janus (JAK de Janus Kinase) que reclutan y activan los factores transcripcionales STATs (Signal 

Transducer and Activator of Transcription)400. Interesantemente, STAT2 y STAT3 presentaban un 

aumento significativo de su expresión a día 10 en PHE que sobre-expresan RUNX1c (Figura 

5.4.12).   
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Figura 5.4.12. La sobre-expresión de RUNX1c aumenta la expresión de los genes STATs a lo largo de la 

diferenciación hematopoyética. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH EV. Se ha usado 

GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, 

** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Además, la sobre-expresión de RUNX1c también promueve un aumento de la expresión de los miembros 

de la familia de NF-KB, NFKB1 y RELA,  y de TLR4 a día 10, mientras que no indujo la expresión de TNF 

a ninguno de los días (Figura 5.4.13). 
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Figura 5.4.13. La sobre-expresión de RUNX1c aumenta la expresión de NFKB1 a día 10 e inhibe a TLR4 a día 

8. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH EV. Se ha usado GAPDH  como control interno. Los 

datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Para verificar estos resultados, aislamos los PHE diferenciados a partir de CMEH RUNX1c -/- y 

su correspondiente control (RUNX1c +/+) y analizamos el mismo panel de genes de señalización 

pro-inflamatoria mediante qRT-PCR (Figura 5.4.14). Debemos destacar que todos los genes 

analizados presentaban menor expresión en PHE-RUNX1c -/-, reforzando la hipótesis de que 

RUNX1c regula la activación de señales pro-inflamatorias necesarias para la diferenciación 

hematopoyética de los PHE. 
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Figura 5.4.14. La ausencia de expresión de RUNX1c disminuye la expresión de factores clave de la 

señalización pro-inflamatoria. La expresión relativa se muestra normalizada frente a CMEH EV. Se ha usado 

GAPDH  como control interno. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * P< 0.05, 

** P< 0.01 and *** P< 0.001. 

Finalmente, quisimos evaluar la posibilidad de que la regulación de dichos genes sea 

directamente por RUNX1c. Para ello realizamos un análisis in silico empleando la base de datos 

pública BloodChIP (http://149.171.101.136/python/BloodChIP/index.html) que contiene los 

lugares de unión de diferentes factores transcripcionales hematopoyéticos en distintos modelos 

celulares humanos, incluidas CMH humanas. Su análisis reveló que la mayoría de estos genes 

son dianas directas de RUNX1 en CMH humanas, encontrando además una buena correlación 

entre los genes modulados por la sobre-expresión de RUNX1c en PHE y la unión de RUNX1 en 

sus promotores en CMH humanas (Tabla 5.4.1). Estos resultados sugieren que RUNX1c está 

mediando la expresión de los reguladores de la inflamación de manera directa, uniéndose a 

secuencias de reconocimiento de RUNX1 en sus respectivos promotores. 

http://149.171.101.136/python/BloodChIP/index.html
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Tabla 5.4.1. Genes pro-inflamatorios y las coordenadas genómicas de la ocupación de RUNX1 en CMH 

humanas. 

  

 

Gene RUNX1 binding Genome annotations 
(Start-End) 

CSF1 YES chr1 110429058-110430140  

CSF2 YES chr5 131438435-131440094 
chr5 131449874-131451544 

CSF1R YES chr5 149460968-149463306 

IFNA1 YES chr9 21444011-21444704 

IFNA2 YES chr9 21385097-21385695 

IFNB1 YES chr9 21118646-21119729 

IFNG NO  

IFNL1 n.d.  

IRF1 YES chr5 131761701-131764037 
chr5 131790160-131790401 
chr5 131791305-131793947 
chr5 1318000177-131800415 
chr5 131801591-131803945 
chr5 131836212-131837675 
chr5 131864594-131865665 

IRF3 NO  

IRF5 YES chr7 128572076-128582050 
chr128577207-128582050 

IRF7 YES chr11 614580-617849 

NFKB1 YES chr4 103341931-103353311 
chr4 103421372-103424074 

RELA YES chr11 65405108-6509792 
chr11 65419358-65421239 
chr11 65478174-65480486 

STAT1 YES chr2 191812015-191813367 
chr2 191835660-191835905 
chr2 191878160-191879663 
chr2 19184610-191886256 

STAT2 YES chr12 56752523-56754809 

STAT3 YES chr17 40467348-40468309 
chr17 40471004-40472795 
chr17 40539107-40541478 
chr17 40557628-40558722 

TLR4 YES chr9 120406627-120407645 

TNF NO  
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6. DISCUSIÓN 
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Los procesos biológicos y moléculas responsables del desarrollo del sistema hematopoyético 

humano han sido bastante menos estudiados que en organismos modelo, como ratón o pez 

cebra, de los que hemos obtenido la mayoría del conocimiento. Las CMEH suponen el único 

modelo celular que nos permite acceder al estudio de los mecanismos que gobiernan la 

embriogénesis humana. El estudio de los factores y procesos que dirigen el desarrollo 

hematopoyético en CMEH permitirá el avance en la comprensión de la biología del desarrollo 

hematopoyético humano. Este conocimiento puede ser crucial para mejorar las terapias celulares 

actuales, tales como el trasplante de medula ósea, y futuras basadas en CMPH promoviendo la 

generación de CMH funcionales capaces de reconstituir el sistema hematopoyético humano en 

pacientes. 

Nuestro estudio demuestra que RUNX1c es un factor muy relevante para que se lleve a cabo 

la  diferenciación hematopoyética de CMEH, probablemente mediante la activación de la 

vía de señalización pro-inflamatoria.  

En primer lugar mostramos que RUNX1c es la primera isoforma inducida durante la 

diferenciación hematopoyética de CMEH, mientras que las isoformas RUNX1a/b son inducidas 

más tarde. En nuestro estudio hemos analizado la expresión relativa frente a CMEH en estado 

pluripotente, por ello hablamos de inducción de la expresión. Nuestros resultados concuerdan 

con un estudio previo en el cual se observa que la expresión de RUNX1b permanece más o 

menos constante mientras que la de RUNX1c es inducida en un patrón similar al de los 

marcadores hematopoyéticos que analizan (CD34, CD43, TAL1), en diferenciación 

hematopoyética a partir de CMEH utilizando un sistema de diferenciación basado en la 

generación de EBs373. Igualmente, en pez cebra se detecta la expresión de RUNX1c desde el 

estadio de oocito no fertilizado y también en el cigoto (tiempo 0), a diferencia de las isoformas 

RUNX1a/b que comienzan a expresarse 14 horas post-fertilización (14hpf). Así, el patrón de 

expresión en pez cebra es diferente al que hemos observado en CMEH352. También la forma de 

análisis es diferente porque ellos realizan una expresión absoluta medida por PCR, mientras que 

nosotros hacemos una expresión relativa. Existe otro estudio independiente que ha analizado la 

expresión de las isoformas de RUNX1, usando unos juegos de primers que reconocen las 

isoformas RUNX1b/c por un lado y RUNX1a por otro, por lo que no se puede discernir la 

expresión de RUNX1b de la de RUNX1c y por tanto tampoco lo podemos comparar con el 

nuestro205.  
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Por el contrario, durante la hematopoyesis embrionaria en ratones in vitro e in vivo las isoformas 

que emergen a partir del promotor P2 (RUNX1a y RUNX1b) se expresan antes que las del 

promotor P1 (RUNX1c)350,351. Es probable que la regulación del uso de los distintos promotores 

esté sujeto a diferencias específicas de especie. Parece que en ratón las isoformas RUNX1a/b 

se expresan pronto en el desarrollo y su expresión se mantiene constante o aumenta levemente 

mientras que RUNX1c comienza a expresarse después de RUNX1a/b con un aumento repentino 

para luego mantenerse y erigirse como la isoforma que domina en la hematopoyesis fetal y 

adulta. Sin embargo, en pez cebra el patrón es el contrario. Por lo tanto, no se observa un patrón 

claro de expresión de las distintas isoformas a lo largo del desarrollo hematopoyético conservado 

a lo largo de la evolución. El consenso en la forma de analizar la expresión de las diferentes 

isoformas (primers que distingan las 3 isoformas, expresión relativa vs absoluta, cuantitativa vs 

cualitativa,…) ayudaría notablemente en el estudio del patrón de expresión en las distintas 

especies.  

A día de 6 de diferenciación RUNX1 y SCL ya se expresan, SCL a niveles ligeramente 

superiores que RUNX1, por lo que es probable que se comience a inducir antes. En ratón se ha 

reportado que la expresión tanto de SCL como de RUNX1 comienza en células mesodérmicas 

del saco vitelino que están destinadas a formar las islas sanguineas101,268,336,401 siendo RUNX1 

activado directamente por SCL en el saco vitelino382. En nuestro sistema de diferenciación 

hematopoyética basado en el co-cultivo con las células OP9, GATA1 y PU.1 comienzan a 

inducirse tras RUNX1, lo que concuerda con la conocida regulación de ambos factores de 

transcripción por RUNX1330,402–404, y valida este sistema de diferenciación a nivel molecular. 

Analizando más en detalle la expresión de las isoformas de RUNX1 en distintas poblaciones 

celulares que aparecen durante la diferenciación hematopoyética a partir de CMEH, observamos 

que las 3 isoformas presentan un aumento en su expresión en células hematopoyéticas CD45+ 

con respecto a células no hematopoyéticas, mientras que sólo la isoforma RUNX1c es inducida 

en PHE. Se ha demostrado que Runx1 es necesario para que las pre-HSC tipo I (CD41+CD45-) 

progresen a pre-HSC tipo II (CD41+CD45+)405. La expresión de CD41 en este estadio del 

desarrollo es transitoria siendo máxima en las pro-HSC y disminuyendo progresivamente hasta 

que no se detecta prácticamente en HSC definitivas87. También se ha observado que la 

activación del promotor distal P1 se comienza a detectar en células CD41+351. Uniendo todas 

estas observaciones parece probable que RUNX1c sea un importante regulador de la transición 

desde endotelio hemogénico hasta CMH definitivas, quizá en la adquisición del/los marcador/es 

CD43 y/o CD45. La población que denominamos PHE es heterogénea y posiblemente abarca 
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diferentes subpoblaciones que puedan contener desde células endoteliales con y sin potencial 

hemogénico hasta probablemente células de los primeros estadios de la TEH (pro-HSC, pre-

HSC tipo I y tipo II), ya que todas ellas se caracterizan por la expresión de los marcadores 

usados para delimitar a esta población celular (CD31+CD34+CD45-). La disección de estos PHE 

en las distintas subpoblaciones nos permitiría establecer con más precisión en qué momento 

concreto se produce la activación de la expresión de RUNX1c. En resumen, nuestra observación 

de que RUNX1c es la única isoforma que aumenta considerablemente su expresión en los PHE 

concuerda con resultados de estos grupos87,351,405. 

Debido al interesante patrón de expresión de RUNX1c durante la diferenciación hematopoyética 

decidimos profundizar en el estudio del papel concreto de esta isoforma durante el desarrollo 

hematopoyético humano. Para ello generamos tres líneas de CMEH que sobre-expresan 

constitutivamente RUNX1c. Tras diferenciarlas hacia linaje hematopoyético observamos que la 

sobre-expresión de RUNX1c aumenta tanto el número de PHE como de células 

hematopoyéticas. Los ensayos de ciclo celular y apoptosis así como el cálculo del ratio de 

células CD45+ por cada PHE nos indican que RUNX1c promueve la diferenciación 

hematopoyética y no la proliferación o supervivencia de los PHE. Este aumento en la formación 

de PHE apoya nuestra hipótesis de que RUNX1c juega un papel en la biología de alguna 

subpoblación dentro de los PHE, probablemente en la progresión de células CD34+CD43-CD45- 

(pro-HSC) hasta CD34+CD43+CD45- (pre-HSC tipo I). El aumento en el número de células 

CD45+ por cada PHE nos indica que es muy probable que también este favoreciendo la 

progresión de células CD34+CD43+CD45- (pre-HSC tipo I) a CD34+CD43+CD45+ (pre-HSC tipo 

II). De nuevo, la disección de los PHE en distintas subpoblaciones mediante inmunofenotipo 

permitirá discernir la/s población/es dentro de los PHE en la/s cual/es RUNX1c ejerce su función. 

Por el contrario, la sobre-expresión de RUNX1c en CMH y progenitores hematopoyéticos de 

ratón promovieron quiescencia373. Esto se puede  deberse a que RUNX1c tenga funciones 

distintas en la formación de las CMH y en la fisiología de las CMH una vez establecidas.  

Ran et al sobre-expresaron RUNX1a en CMEH y llevaron a cabo diferenciación hematopoyética, 

observando que aumentaba la producción de distintas poblaciones mesodérmicas y 

hematopoyéticas205. Si se observa el estudio con más detalle se puede deducir que se produce 

un aumento del número de células CD34+CD43+CD45+, fenotipo de un estadio primitivo de 

desarrollo hematopoyético en CMEH, y que no son capaces de perder la expresión de CD34 

requisito indispensable para progresar hacia la formación de células hematopoyéticas más 

maduras. Las células que sobre-expresan RUNX1a adquieren una capacidad de expansión y 
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proliferación inusualmente elevada, 25 veces mayor que el control e incluso mayor que las 

células CD34+ de cordón umbilical. Además, reportan que el 33% de los ratones analizados 

muestran reconstitución, una tasa de mortalidad muy elevada para este tipo de trasplante, 

desconociéndose la causa de muerte del 66% restante por lo que podría estar relacionada con la 

sobre-expresion de RUNX1a. Cuando se analiza con más detalle se observa que la proporción 

de células mieloides (CD33+), linfocitos B (CD19+) y eritrocitos (CD36+) suman un 23% del total, 

siendo incierto el fenotipo del 77% restante. Es probable que sean células CD34+CD45+ que 

presenten un bloqueo en la diferenciación fruto de la sobre-expresión de RUNX1a. Otro 

problema que presenta el estudio es que al conseguir niveles tan elevados de 

proliferación/expansión son capaces de trasplantar 150000 células CD34+CD45+, algo que no es 

posible normalmente en el resto de laboratorios. Como no muestran resultados de reconstitución 

de las líneas wild-type o EV no se puede concluir que la capacidad de reconstitución es debido a 

la sobre-expresión de RUNX1a en lugar de al elevado número de células CD34+CD45+ 

trasplantadas. Los autores alegan que no observan signos de transformación o una expansión 

anormal a lo largo de los ensayos de reconstitución, probablemente porque han ocurrido en los 

ratones muertos. Proponen el uso de sobre-expresión transitoria en lugar de constitutiva para 

conseguir este aumento en progenitores hematopoyéticos, aunque teniendo en cuenta su 

potencial leucemogénico no es seguro su uso ni de forma transitoria para expansión de células 

que van a ser usadas en trasplantes hematopoyéticos en pacientes. Estos resultados sugieren 

que RUNX1a está promoviendo una diferenciación aberrante con un bloqueo en progenitores 

hematopoyéticos primitivos los cuales proliferan anormalmente y que podrían tratarse de células 

en estadio pre-leucémicos. De hecho se ha observado que la sobre-expresión de esta isoforma 

en células mononucleares de medula ósea y su posterior trasplante  en ratones 

inmunodeficientes provoca el desarrollo de leucemias, así como que RUNX1a se encuentra 

sobre-expresada en células de la medula ósea de pacientes con LLA y LMA-M2 con respecto a 

controles sanos406. Por lo tanto, RUNX1a parece estar más implicada en expansión y 

proliferación de CMH y progenitores hematopoyéticos y RUNX1c en la TEH durante el desarrollo 

embrionario temprano. 

En ensayos funcionales de CFU, la sobre-expresión de RUNX1c aumenta el número de colonias 

obtenidas por  cada 10000 células humanas cultivadas. En cuanto al tipo de colonias se observa 

que la sobre-expresión de RUNX1c disminuye el número relativo de colonias G y GM y aumenta 

el de M. Es bien conocido el papel de RUNX1 en la diferenciación a macrofagos311,407, aunque 

nunca se había profundizado en cual/es isoforma/s son la/s responsable/s de dicho efecto. De 
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nuestro estudio se desprende que RUNX1c parece estar favoreciendo la diferenciación hacia 

linaje monocítico. Por otro lado, la sobre-expresión de RUNX1a en CMEH provoca un incremento 

en el número de colonias GEMM y eritroides a expensas del resto205, que junto con el aumento 

en el número de progenitores hematopoyéticos sugiere un rol de RUNX1a en la proliferación de 

las CMH/PMP más que en diferenciación. 

A nivel molecular la sobre-expresión de RUNX1c aumenta la expresión de SCL, GATA1 y PU.1. 

De nuevo, se ha reportado la regulación de GATA1330,402 y PU.1383,404 por RUNX1, pero la 

activación de la expresión de estos dos factores por RUNX1c era desconocidas hasta ahora. 

Más sorprendente es la inducción de SCL por RUNX1c, en contraste con publicaciones 

previas382,408,409. Una posibilidad es que RUNX1c active la expresión de una de las isoformas de 

SCL que no está implicada en el establecimiento del endotelio hemogénico, como se ha sugerido 

en pez cebra410. Otra posibilidad es que exista un mecanismo de retroalimentación positivo de 

manera que la expresión de SCL active a RUNX1 y RUNX1c a su vez active a SCL.  

A la luz del aumento en la diferenciación hematopoyética producido por la sobre-expresión de 

RUNX1c en CMEH quisimos evaluar el potencial de reconstitución hematopoyética in vivo de los 

progenitores hematopoyéticos derivados de CMEH RUNX1c. Decidimos optar por el trasplante 

intrahepático en ratones neonatos ya que la reconstitución hematopoyética puede ser más 

eficiente si los progenitores hematopoyéticos derivados de CMEH son trasplantados en un 

órgano ontogénicamente relacionado. Además el hígado fetal es un medio más permisivo 

inmunológicamente, disminuyendo la posibilidad de rechazo. Por otro lado, el co-trasplante de 

células accesorias junto con progenitores hematopoyéticos CD34+ se ha asociado durante 

mucho tiempo con una reconstitución mayor y más estable. Parece ser que las células T 

accesorias disminuyen el riesgo de infecciones oportunistas y fallo del injerto, aunque por otro 

lado aumentan el riesgo de EICH. Como el trasplante intrahepático no estaba puesto a punto en 

nuestro laboratorio y como no se ha evaluado el impacto del co-trasplante de células CD34+ de 

cordón umbilical junto con células accesorias en ratones inmunodeficientes, en primer lugar 

llevamos a cabo esta optimización. De los veinte ratones trasplantados (diez por condición 

experimental) solo dos no presentaron reconstitución, arrojando un porcentaje de éxito del 90%, 

por lo tanto establecimos el protocolo para llevar a cabo esta técnica en nuestro laboratorio. Con 

respecto al empleo de células accesorias no hubo diferencias con respecto a los trasplantes sin 

células accesorias, excepto en hígado, por lo que se puede concluir que el co-trasplante de 

células accesorias junto con progenitores hematopoyéticos CD34+ no supone una mejora en la 

reconstitución hematopoyética multilinaje y multiorganica en ratones NSG.  
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Una vez puesta a punto la técnica y concluido la dispensabilidad de las células accesorias para 

el trasplante, procedimos a llevar a cabo el trasplante de células hematopoyéticas derivadas de 

CMEH. A pesar del aumento en el número de PHE y células hematopoyéticas la sobre-expresión 

de RUNX1c no fue capaz de dotar de capacidad de reconstitución hematopoyética en ratones 

inmunodeficientes NSG, tal como se ha reportado en numerosos estudios previos probando 

distintas estrategias con células hematopoyéticas derivadas de CMEH169,393. Los pocos estudios 

que han conseguido detectar células hematopoyéticas humanas en la medula ósea de ratones y 

ovejas inmunodeficientes varios meses tras el trasplante intravenoso o intrafemoral observaron 

bajos niveles de reconstitución (0.1-2%) y restringido al linaje mieloide198,209–213,215,216. En uno de 

ellos sobre-expresaron RUNX1a en CMEH y obtuvieron reconstitución a corto plazo (menos de 

12 semanas) restringida al linaje mieloide en el 33% de los ratones trasplantados con células 

CD34+CD45+, aunque como se ha comentado antes habría que dilucidar si esta reconstitución es 

fruto del elevado número de células CD34+CD45+ trasplantadas o de la sobre-expresión de 

RUNX1a y el fenotipo del 77% que no presentan marcadores  de superficie de células maduras 

(células mieloides CD33+, linfocitos B CD19+ y eritrocitos CD36+)205. Por lo tanto, la sobre-

expresión de RUNX1c no es capaz de dotar de capacidad de reconstitución en ensayos de 

trasplante en ratones inmunodeficientes. 

Dado el efecto de la sobre-expresión de RUNX1c en la potenciación de la diferenciación 

hematopoyética decidimos profundizar más en su rol. Para ello realizamos la diferenciación 

hematopoyética de CMEH deficientes en RUNX1c. La eliminación específica de esta isoforma no 

afectó significativamente a la formación de PHE, aunque se observa un ligero descenso. Sin 

embargo, el compromiso de los PHE hacia células hematopoyéticas sí que se encuentra 

profundamente afectado. La ausencia de efecto en los PHE podría ser explicada si: 1) no se 

requiere a RUNX1c para su formación o 2) existe una deficiencia en una subpoblación específica 

que no somos capaces de detectar debido a la resolución limitada del panel de anticuerpos 

usados, siendo esta deficiencia compensada con el enriquecimiento en otra subpoblación por lo 

que la frecuencia total de PHE no se ve alterada. En relación con lo expuesto anteriormente es 

posible que la eliminación de RUNX1c este bloqueando el paso de células pro-HSC 

(CD34+CD43-CD45-) a pre-HSC tipo I (CD34+CD43+CD45-) o de pre-HSC tipo I 

(CD34+CD43+CD45-) a pre-HSC tipo II (CD34+CD43+CD45+) ya que la expresión de CD45 se ve 

afectada drásticamente. Nuevamente, un estudio detallado de las subpoblaciones dentro de los 

PHE podría ayudarnos a dilucidar la etapa en la cual RUNX1c es clave. 
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El potencial clonogénico, sin embargo, no se ve afectado por la pérdida de expresión de 

RUNX1c. La distribución de colonias sí que se ve afectada por la deleción de RUNX1c, 

mostrándose una ausencia de colonias G/GM, menor número relativo de M y mayor número 

relativo de E. Estos resultados sugieren que la ausencia de RUNX1c podría bloquear la 

progresión de la hematopoyesis primitiva (caracterizada por eritrocitos, macrófagos y 

megacariocitos primitivos) a la definitiva. En línea con esta hipótesis, ratones deficientes en 

Runx1c presentan una ausencia virtual de CHIA en el AGM, aunque las pocas CMH que se 

forman consiguen colonizar el hígado fetal, expandirse y dar lugar a un individuo viable353. Estos 

ratones además tienen menor número de colonias G y M, en línea con lo que hemos observado 

en nuestro estudio. Por otro lado, en dichos ratones no se analiza el estado de la hematopoyesis 

primitiva, por lo que no sabemos si se encuentra afectada o no, aunque teniendo en cuenta el 

patrón de activación de los promotores P1 y P2, es poco probable que la eliminación de RUNX1c 

afecte a la hematopoyesis primitiva351,353. 

Por otro lado, la eliminación de RUNX1c disminuye la expresión de SCL, GATA1 y PU.1. Estos 

resultados confirman el papel de RUNX1c como regulador transcripcional de estos tres factores 

de transcripción a lo largo de la diferenciación hematopoyética de CMEH. Quedaría por 

determinar si esta regulación es directa o indirecta.  

Una vez analizado el rol especifico de la isoforma RUNX1c quisimos diseccionar cual es la 

contribución especifica de la perdida de RUNX1c con respecto a la perdida de RUNX1 en la 

diferenciación hematopoyética. Además, hasta ahora no se había evaluado el efecto de la 

perdida de expresión de RUNX1 en el desarrollo hematopoyético humano. Para ello 

desarrollamos una línea con expresión reducida de RUNX1 mediante tecnología de ARNi. La 

reducción de expresión de RUNX1 produjo una disminución significativa en la formación de PHE, 

además de una reducción no significativa en el compromiso hematopoyético de los PHE, 

corroborado por la no diferencia significativa en el número de células CD45+ por PHE. Se sabe 

que RUNX1 se expresa en células del endotelio hemogénico y células hematopoyéticas101,336 y 

que tiene funciones en ambos tipos celulares79,411. Ya que sabemos que dentro de los PHE 

existen células del endotelio hemogénico y células hematopoyéticas habría que estudiar cual/es 

tipo/s celular/es se ve/n afectado/s por la pérdida de expresión de RUNX1. En ratón y pez cebra 

la ausencia de Runx1 conduce a una completa deficiencia de la hematopoyesis 

definitiva269,335,337. En nuestro caso no hemos sido capaces de recapitular este fenotipo, 

posiblemente debido a que no hemos eliminado la expresión del gen por completo quedando 

algo de expresión residual que podría ser suficiente para que se produzca el desarrollo 
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hematopoyético271,327,337. Bien es cierto que existe una disminución en el número de células 

hematopoyéticas que no es significativa, y que hay que tener en cuenta la elevada variabilidad 

que ha existido entre los 3 experimentos realizados. Por lo tanto, quizá sí que existe una 

reducción real del número de células hematopoyéticas que sea significativa que se podría 

evaluar aumentando el número de experimentos realizados. También hay que tener en cuenta 

que estamos disminuyendo de manera desigual las 3 isoformas (ya que hemos introducido 5 

secuencias de ARNi y algunas de ellas reconocen a las 3 isoformas y otras solo a RUNX1a y 

RUNX1b), sabiendo que las isoformas tienen papeles específicos es probable que unos tipos 

celulares se vean más afectados que otros. Una aproximación más similar a la llevada a cabo en 

modelos animales seria la deleción de exones comunes a todas las isoformas para crear una 

línea de CMEH deficiente completamente en RUNX1. Con el boom actual en la ingeniería 

genómica gracias al avance exponencial de la tecnología CRISPR/Cas9 la generación de esta 

línea podría convertirse en realidad dentro de muy poco tiempo, permitiendo el estudio del efecto 

de la perdida de RUNX1 en el desarrollo hematopoyético embrionario humano. 

La disminución en la expresión  de la mayoría de las isoformas de RUNX1 produce una 

reducción no significativa en el número de colonias en el ensayo de CFU, además de un 

aumento relativo en las colonias G a expensas de una disminución en las colonias M, efecto 

contrario al observado en la sobre-expresión de RUNX1c, en línea con el conocido papel de 

RUNX1 en el desarrollo de macrófagos311,407. 

Por último para descifrar los mecanismos moleculares desencadenados por RUNX1c que 

aumentan la diferenciación hematopoyética a partir de CMEH, llevamos a cabo análisis del perfil 

de expresión génica en PHE EV y RUNX1c a días 6, 8 y 10 de diferenciación. Como era de 

esperar, RUNX1c activa un firma molecular relacionada con “Desarrollo y Función del Sistema 

Hematopoyético” y “Hematopoyesis” analizado mediante IPA. Por otro lado, el análisis de GO 

arrojó un resultado inesperado, posicionando a procesos relacionados con el sistema inmune 

como los más estadísticamente enriquecidos en los PHE que sobre-expresan RUNX1c.  

Un análisis más profundo nos presenta la predicción de la activación de varios conjuntos de 

genes con diferentes funciones. El primer clúster incluye genes que controlan funciones en 

macrófagos, específicamente CSF1, CSF2 y CSF1R. Confirmamos mediante qRT-PCR la 

inducción de CSF1 y CSF1R. Esta activación podría explicar el aumento en el número de CFU-M 

en las células que sobre-expresan RUNX1c, una función desconocida hasta ahora de RUNX1c 

en el desarrollo de monocitos/macrófagos. El clúster más grande e importante comprende 
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numerosos genes relacionados con la vía de señalización pro-inflamatoria, confirmando los 

resultados obtenidos mediante GO. Recientemente se han publicado varios estudios que 

posicionan a la señalización pro-inflamatoria como una vía reguladora positiva del desarrollo 

hematopoyético397–399,412. Confirmamos mediante qRT-PCR la inducción de algunos de estos 

factores en PHE RUNX1c y la disminución de la expresión de todos en PHE deficientes en 

RUNX1c. La consulta de una base de datos de ChIP (BloodChIP) nos reveló que la mayoría de 

estos genes son dianas directas de RUNX1 en CMH humanas. Estos resultados desvelan el 

posible mecanismo molecular mediante el cual RUNX1c promueve el desarrollo hematopoyético 

humano, integrando a la vía de señalización pro-inflamatoria en una cascada de señalización 

aguas abajo de RUNX1c, algo que hasta ahora era completamente desconocido. Además, 

sugiere que en humanos también es importante la vía de señalización pro-inflamatoria para la 

formación de CMH. Por supuesto, habría que llevar a cabo más trabajo bioquímico y funcional 

para confirmar que RUNX1c juega su papel en hematopoyesis mediante la acción de moléculas 

pro-inflamatorias. Resultados preliminares que no han sido incluidos en esta tesis doctoral 

sugieren que la adición exógena de IFNα, IFNγ y TNFα a distintas concentraciones durante la 

diferenciación hematopoyética de CMEH en condiciones libres de suero, de células de soporte 

(para evitar el posible efecto secundario sobre las células OP9) y de agentes de origen animal, 

no consiguen recapitular el aumento de la diferenciación hematopoyética promovido por la sobre-

expresión de RUNX1c, aunque habría que profundizar más en estos estudios para poder obtener 

resultados concluyentes.  

Habría que determinar el tipo celular específico dentro de los PHE (endotelio hemogénico o no 

hemogénico, pro-HSC, pre-HSC tipo I,….) en el cual RUNX1c ejerce su función a través de las 

señales inflamatorias además de dilucidar las moléculas de esta ruta responsables de sus 

efectos positivos en la hematopoyesis. Esta información podría servir para integrar estos factores 

inflamatorios junto con otros reguladores hematopoyéticos para inducir de forma eficiente la 

formación de un programa hematopoyético definitivo con potencial de reconstituir ratones 

inmunodeficientes a partir de CMEH. 

En conjunto, nuestro estudio demuestra que RUNX1c es un regulador positivo de la 

hematopoyesis embrionaria humana y que probablemente ejerza su función mediante moléculas 

de la vía de señalización inflamatoria. Además, RUNX1c regula el balance de diferenciación 

mieloide favoreciendo la diferenciación hacia monocitos/macrófagos frente a los granulocitos.  
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1. La expresión de RUNX1c aumenta antes que la de las isoformas RUNX1a y RUNX1b 

durante la diferenciación hematopoyética de CMEH utilizando el co-cultivo con OP9. 

2. RUNX1c es la única isoforma de RUNX1 que se expresa en los PHE. 

3. RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c se expresan en células hematopoyéticas CD45+ derivadas de 

CMEH, siendo RUNX1c la que presenta unos niveles de expresión más elevados. 

4. La sobre-expresión de RUNX1c en CMEH promueve: 

a) Un aumento en la generación de PHE, progenitores hematopoyéticos y células 

hematopoyéticas CD45+. 

b) La diferenciación hematopoyética (especificación hematopoyética) frente a la 

proliferación o la supervivencia de los PHE. 

c) Un aumento en el potencial clonogénico y una ligera tendencia hacia la especificación 

hacia monocitos/macrófagos en ensayos de CFU. 

d) Un incremento en la expresión endógena de los factores de transcripción 

hematopoyéticos SCL, GATA1 y PU.1. 

5. La deleción específica de RUNX1c en CMEH: 

a) No afecta significativamente la producción de PHE pero sí su posterior compromiso 

hematopoyético reduciendo la producción de progenitores hematopoyéticos y células 

hematopoyéticas CD45+. 

b) No modifica la capacidad de formación de colonias en ensayos CFU. 

c) Elimina la formación de colonia CFU-G y CFU-GM, disminuye las CFU-M e incrementa 

las CFU-E en ensayos de CFU. 

d) Disminuye la expresión de los factores de transcipción SCL, GATA1 y PU.1. 

6. El silenciamiento parcial de RUNX1 en CMEH: 

a) Disminuye significativamente la producción de PHE y no significativamente la formación 

de progenitores hematopoyéticos y células hematopoyéticas CD45+. 

b) Disminuye la capacidad de formación de colonias en ensayos CFU. 

c) Reduce la formación de colonias M-CFU e incrementa las colonias G-CFU en ensayos 

CFU. 

7. El co-trasplante de células CD34+ de cordón umbilical junto con células accesorias 

Lin+CD34- no afecta a la eficiencia de reconstitución. 

8. La sobre-expresión de RUNX1c no es capaz de conferir capacidad de reconstitución del 

sistema hematopoyético a células hematopoyéticas producidas a partir de CMEH, analizado 

mediante trasplante intrahepático en ratones inmunodeficientes. 
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9. La sobre-expresión de RUNX1c promueve la activación de un perfil de transcripción génica 

relacionado con desarrollo y función del sistema hematopoyético en PHE, en concreto 

relacionados con: i) la biología de macrófagos; ii) megacariocitos y eritrocitos; iii) vía de 

señalización inflamatoria; iv) células T; y v) hematopoyesis a partir de CMEH. 

10. La sobre-expresión de RUNX1c induce la expresión de factores de señalización de la vía 

pro-inflamatoria en PHE. 

11. La deleción de RUNX1c inhibe la expresión de factores de señalización de la vía pro-

inflamatoria en PHE. 
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