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15 RESUMEN 
 

Históricamente, el estudio de la biología del desarrollo se ha efectuado en organismos 
modelos clásicos. Recientemente, las células madre pluripotentes humanas (hPSC), 
que incluyen tanto a las células madre embrionarias humanas (hESC) como a las 
células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC), han surgido como un nuevo 
modelo ofreciendo ventajas únicas para los estudios del desarrollo. Las hPSC pueden 
recapitular aspectos del desarrollo embrionario humano a la vez que mantienen la 
capacidad de defirenciarse a cualquier linaje celular del organismo humano. Además, 
las hPSC suponen un potente recurso en medicina regenerativa como fuente potencial 
de células maduras funcionales capaces de reconstituir órganos o tejidos en individuos 
con distintas patologías. Hasta ahora, los ensayos clínicos realizados con hPSC han 
mostrado resultados prometedores. El campo de la medicina regenerativa también 
aborda la terapia génica en hPSC como tratamiento de enfermedades genéticas 
mediante la edición génica de las células del paciente. Sin embargo, uno de los 
principales inconvenientes es la falta de funcionalidad de algunos tipos celulares 
obtenidos a partir de hPSC, como las células madre hematopoyéticas (HSC). Por ello 
es necesario seguir avanzando en esta área de investigación. 

La hematopoyesis es un proceso complejo que se inicia durante el desarrollo 
embrionario temprano y será responsable de originar todas las células 
hematopoyéticas del individuo a lo largo de su vida. La hematopoyesis embrionaria se 
divide en dos etapas: la hematopoyesis primitiva y definitiva. La primera etapa se 
compone de la oleada 1 originando eritrocitos, macrófagos y megacariocitos primitivos 
que permiten la oxigenación del embrión y su crecimiento. La segunda etapa está 
constituida por la oleada 2, que produce progenitores eritro-mieloides y linfoides 
multipotentes con características fetales y adultas, y por la oleada 3 que genera las 
HSC que migran al hígado fetal y posteriormente a la medula ósea donde permanecen 
de por vida sosteniendo al sistema hematopoyético adulto. La regulación espacio-
temporal de la hematopoyesis está controlada por diversos factores de transcripción. 
Uno de los más importantes es RUNX1, cuya expresión está controlada por dos 
promotores y depende del splicing alternativo de sus exones que produce numerosas 
isoformas, de las cuales las 3 más estudiadas son RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. La 
función de cada isoforma no está bien definida, especialmente en humanos. Nuestro 
primer objetivo es estudiar la función de las isoformas de RUNX1 en la hematopoyesis 
humana usando hPSC como modelo biológico. En primer lugar generamos líneas 
hiPSC que sobre-expresan las isoformas de RUNX1 y examinamos su efecto en la 
diferenciación hematopoyética in vitro. Observamos que RUNX1a incrementa la 
fomación de progenitores hemato-endoteliales (HEP) y hematopoyéticos 
CD41a+CD45+ durante la diferenciación, mientras que la obtención de progenitores 
megacariociticos-eritroides (MEP) CD41a+CD235a+ sólo se detectó a días tempranos 
de la diferenciación. En cambio, RUNX1b y RUNX1c aumentan la generación de HEP 
y progenitores CD41a+CD45+ a días tempranos de la diferenciación. Además, 
RUNX1b reduce la generación de progenitores MEP y RUNX1c promueve su 
formación a días tempranos de la diferenciación. A continuación, estudiamos la 
capacidad clonogénica de las diferentes isoformas y observamos que RUNX1a 
presenta un potencial clonogénico menor al control, mientras que RUNX1b no es 
capaz de originar colonias hematopoyéticas. Por el contrario, RUNX1c presenta un 
aumento de la capacidad clonogénica. Estos resultados indican que las isoformas de 
RUNX1 poseen diferentes funciones durante la hematopoyesis de hiPSC, siendo 
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RUNX1a y RUNX1c las isoformas de mayor relevancia durante la diferenciación 
hematopoyética.  
 
Las transfusiones de plaquetas son esenciales para tratar a pacientes con 
trombocitopenias que muestran un descenso del número de plaquetas circulantes en 
el torrente sanguíneo. Actualmente, la sangre periférica de donantes sanos es la única 
fuente de plaquetas en clínica. Idealmente, podríamos usar plaquetas funcionales 
generadas in vitro a partir de HSC derivadas del paciente, pero el problema radica en 
que el cultivo y la expansión ex vivo de HSC es muy limitado. Una alternativa más 
eficiente, sería el uso de hPSC como fuente constante de plaquetas para uso clínico. 
Aunque se han logrado algunos avances en este campo, la producción de plaquetas a 
partir de hPSC sigue siendo ineficiente y se requieren protocolos más efectivos. 
Reproducir las condiciones fisiológicas del nicho de la médula ósea podría potenciar la 
generación de megacariocitos y plaquetas derivadas de hPSC. El crecimiento y la 
formación de los megacariocitos ocurren en el nicho osteoblástico a bajas 
concentraciones de O2, mientras que la maduración de los megacariocitos ocurre en el 
nicho vascular a una mayor concentración de O2, donde se liberan las plaquetas. 
Nuestro segundo objetivo consiste en analizar el papel de la hipoxia en la 
megacariopoyesis de hPSC. Para realizar estos estudios, llevamos a cabo la 
diferenciación a megacariocitos de hPSC, empleando diferentes condiciones de O2 
(2% O2 y 5% O2). Nuestros resultados demuestran que la hipoxia reduce la viabilidad 
celular de las hPSC seleccionando los progenitores hematopoyéticos CD34+ de mayor 
potencial megacariopoyético. Cabe destacar que la condición fisiológica (2% O2- 5% 
O2) incrementa el número de megacariocitos y de plaquetas CD41a+CD42b+ derivados 
de hPSC. Además, nuestro grupo demostró que la expresión ectópica de SCL 
potenciaba la megacariopoyesis de hPSC. Por tanto, combinamos el efecto de la 
hipoxia y la sobre-expresión de SCL para estudiar la megacariopoyesis de hPSC. En 
contraste a nuestra hipótesis de partida, la hipoxia reduce la producción de 
megacariocitos en hPSC que sobre-expresan SCL. Análisis moleculares más 
detallados demostraron que las condiciones hipóxicas aceleran la degradación de SCL 
por el proteosoma mediado por su fosforilación a través de MAPK. Estos resultados 
nos permiten ampliar nuestro conocimiento sobre los mecanismos moleculares que 
controlan la megacariopoyesis humana a partir de hPSC, así como la mejora de los 
protocolos actuales de diferenciación megacariocítica. 
 
Históricamente, el empleo de hiPSC se ha basado en la generación in vitro de 
modelos humanos de enfermedad. Por tanto, disponemos de un modelo ideal para 
estudiar los aspectos moleculares y funcionales implicados en el desarrollo de 
enfermedades, además de poder desarrollar nuevos enfoques terapéuticos. El 
trastorno plaquetario familiar con neoplasia mieloide asociada (FPDMM) es una 
enfermedad plaquetaria rara, causada por mutaciones en el gen RUNX1 y 
caracterizada por presentar trombocitopenia, función plaquetaria anormal y un mayor 
riesgo de desarrollar otros trastornos sanguíneos o cánceres. Proponemos generar un 
modelo humano de FPDMM con una mutación no reportada en el exón 6 de RUNX1. 
Generamos una línea hiPSC mediante la reprogramación celular de las células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de una paciente con FPDMM, empleando 
virus Sendai no integrativos que expresan los factores de reprogramación de 
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Yamanaka. Mediante análisis funcionales y genéticos completamos la caracterización 
de la nueva línea celular hiPSC. En primer lugar, se confirmó la presencia de la 
mutación en RUNX1 por secuenciación Sanger.  Análisis de polimorfismos (STR) 
demostraron la identidad genética entre las PBMC de la paciente y la línea celular 
hiPSC. Mediante RT-PCR se comprobó el silenciamiento de los genes exógenos de 
reprogramación y la activación de los genes endógenos de pluripotencia. Además, la 
expresión de marcadores de pluripotencia se demostró por citometría de flujo. La línea 
hiPSC mostró un cariotipo normal y actividad positiva para fosfatasa alcalina. 
Finalmente, para comprobar la capacidad de diferenciación a las tres capas 
germinales del embrión de la nueva línea hiPSC, se realizaron ensayos funcionales de 
formación de cuerpos embrionarios y formación de teratomas. En ambos casos, se 
demostraron estructuras específicas de endodermo (epitelio ciliado), mesodermo 
(cartílago) y ectodermo (rosetas neurales). Además, también detectamos la expresión 
de marcadores representativos de las tres capas germinales. La generación de esta 
línea representa una gran herramienta para estudiar la biología de esta enfermedad, y 
además nos permite aplicar nuevas terapias para el tratamiento de FPDMM, como la 
corrección fenotípica mediante terapia génica o ensayo de nuevos fármacos. 
 
Finalmente, nuestro laboratorio había generado varios modelos celulares del Síndrome 
de Bernard-Soulier (BSS) deficientes en GP9. Esta enfermedad es un trastorno 
plaquetario monogénico poco frecuente, causado por la deficiencia congénita del 
complejo glicoproteico GPIb-IX-V debido a mutaciones en GP1BA, GP1BB o GP9 y 
caracterizado por macrotrombocitopenia y sangrados severos. Nuestro último objetivo 
se centró en validar uno de estos modelos de enfermedad y su correspondiente línea 
hiPSC rescatada por terapia génica lentiviral mediante la expresión del gen silvestre 
GP9. Realizamos la diferenciación megacariocítica de las líneas hiPSC generadas. 
Observamos que ambas líneas producen progenitores hematopoyéticos CD34+, 
progenitores megacariocíticos CD34+CD41a+ y células CD41a+, de forma similar. 
Durante la evaluación de la diferenciación megacariocítica terminal de estos 
precursores, confirmamos que las células no rescatadas son incapaces de progresar y 
generar megacariocitos maduros CD42a+ y CD41a+CD42a+. Sin embargo, y de forma 
destacada las células rescatadas son capaces de progresar y madurar hasta 
megacariocitos maduros CD41a+CD42a+. Estos resultados muestran que la terapia 
génica ha sido eficiente al restaurar la expresión de GPIX en la membrana de los 
megacariocitos y además puede convertirse en una aproximación terapéutica en un 
futuro próximo para pacientes con BSS que presentan mutaciones en GP9. 
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21 ABSTRACT 
 

Developmental biology has long benefited from classical model organisms studies. 
Recently, human pluripotent stem cells (hPSC), including human embryonic stem cells 
(hESC) and human induced pluripotent stem cells (hiPSC), have emerged as a new 
model system that offers unique advantages for developmental studies. hPSC are able 
to recapitulate aspects of embryonic development while maintaining the ability to 
become any cell lineage in the human body. In addition, hPSC are very useful in 
regenerative medicine as a potential source of functional mature cells to reconstitute 
organs or tissues in individuals with different pathologies. So far, hPSC have been 
included in clinical trials with promising results. The regenerative medicine field also 
includes gene therapy in hPSC as a treatment for genetic diseases based on gene 
editing of the patients’ cells. However, one of the main problems is the lack of 
functionality of some cell types obtained from hPSC, such as hematopoietic stem cells 
(HSC). Therefore it is necessary to continue advancing in this research area.  

Hematopoiesis is a complex process that begins during early embryonic development 
and will be responsible to originate all hematopoietic cells of the individual throughout 
his entire life. Embryonic hematopoiesis is divided into two stages: primitive and 
definitive hematopoiesis. The first stage contains “wave 1” that generates primitive 
erythrocytes, macrophages and megakaryocytes that allow embryo oxygenation and 
growth. The second stage constituted by ”wave 2”, which produces erythro-myeloid 
and multipotent lymphoid progenitors with fetal and adult characteristics, and by “wave 
3” consisted on HSC migration to the fetal liver and subsequently to the bone marrow 
where they remain for life maintaining the whole adult hematopoietic system. The 
spatio-temporal regulation of hematopoiesis is controlled by several transcription 
factors. One of the most important is RUNX1, whose expression is regulated by two 
alternative promoters and depends on alternative splicing of its exons producing 
numerous isoforms. From them RUNX1a, RUNX1b and RUNX1c are the 3 most 
studied. The function of each isoform is not well defined yet, especially in humans. Our 
first objective is to study the function of RUNX1 isoforms in human hematopoiesis 
using hPSC as a biological model. First, we generated hiPSC lines overexpressing 
RUNX1 isoforms and examined their effect on hematopoietic differentiation in vitro. We 
observed that RUNX1a increases the production of hemato-endothelial progenitors 
(HEP) and CD41a+CD45+ hematopoietic progenitors during differentiation, while the 
generation of CD41a+CD235a+ megakaryocytic-erythroid progenitors (MEP) was only 
detected at early days of differentiation. In contrast, RUNX1b and RUNX1c isoforms 
increased the generation of HEP and CD41a+CD45+ progenitors at early days of 
differentiation. Besides, RUNX1b reduced the generation of MEP, while RUNX1c 
promoted MEP formation at early days of differentiation. Next, we studied the 
clonogenic capacity of the different isoforms and we observed that RUNX1a has a 
lower clonogenic potential compared to wild type cells, while RUNX1b was not capable 
to produce hematopoietic colonies. In contrast, RUNX1c presented an increase in the 
clonogenic capacity. These results indicate that RUNX1 isoforms have different 
functions during human embryonic hematopoiesis, being RUNX1a and RUNX1c the 
most relevant isoforms during hematopoietic differentiation. 

Platelet transfusions are essential to treat patients with thrombocytopenias who show a 
decrease in the number of circulating platelets in the bloodstream. Nowadays, 
peripheral blood from healthy donors is the only source of platelets in clinic. Ideally, we 
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could use functional platelets generated in vitro from HSC derived from the patient, but 
the problem is that the ex vivo culture and expansion of HSC is very limited. hPSC 
become a more efficient alternative that could be used as a continuous source of 
platelets for clinical use. Although there have been some advances in this field, platelet 
production from hPSC remains inefficient and more effective protocols are required. 
Mimicking physiological conditions of the bone marrow niche can be a helpful 
improvement. The growth and formation of megakaryocytes occurs in the osteoblastic 
niche at low O2 concentrations, while megakaryocytic maturation occurs in the vascular 
niche at a higher O2 concentration, where platelets are released. Our second aim will 
be to study the role of hypoxia in megakaryopoiesis from hPSC. To complete these 
studies we performed megakaryocyte differentiation at different O2 conditions (2% O2 
and 5% O2). Our results demonstrated that hypoxia reduces the cellular viability of 
hPSC by selecting CD34+ hematopoietic progenitors with the highest megakaryopoietic 
potential. Importantly, the physiological condition (2% O2- 5% O2) increases the 
number of both CD41a+CD42b+ megakaryocytes and platelets derived from hPSC. 
Moreover, our group showed that SCL-overexpression potentiated megakaryopoiesis 
from hPSC. So, we combined the effects of hypoxia and SCL over-expression to study 
megakaryopoiesis of hPSC. In contrast to our original hypothesis, hypoxia reduced 
megakaryocyte production in SCL-overexpressing hPSC. A more detailed molecular 
analysis showed that SCL is degraded under hypoxic conditions by the proteasome in 
a MAPK-dependent manner. These results allow us to increase our understanding of 
the molecular mechanisms controlling human megakaryopoiesis from hPSC, as well as 
the improvement of current megakaryocyte differentiation protocols.  

hiPSC have been historically used to generate human disease models in a dish. In that 
way, we will have an ideal model to study molecular and functional aspects of the 
diseases and also it will help us to develop new therapeutic approaches. Familial 
platelet disorder with associated myeloid malignancy (FPDMM) is a rare platelet 
disorder caused by mutations in RUNX1 gene, characterized by thrombocytopenia, 
abnormal platelet function and an increased risk of developing other blood disorders or 
cancers. We propose to generate a human FPDMM model with a non-previously 
reported mutation in exon 6 of RUNX1. We generated a hiPSC line by cellular 
reprogramming of PBMC from a FPDMM patient using non-integrative Sendai viruses 
expressing Yamanaka reprogramming factors. Through functional and genetic 
analyses we completed the characterization of the new hiPSC cell line. First, the 
presence of the RUNX1 mutation was confirmed by Sanger sequencing. STR analysis 
demonstrated the genetic identity between the original mononuclear cells from the 
patient and the hiPSC cell line. RT-PCR verified the silencing of exogenous 
reprogramming genes and the activation of endogenous pluripotency genes. Also, the 
expression of surface pluripotency markers was demonstrated by flow cytometry. The 
new hiPSC line showed a normal karyotype and positive activity for alkaline 
phosphatase. Finally, to demonstrate the capacity of hiPSC line to differentiate into the 
three germ layers in vitro and in vivo, embryoid bodies and teratoma formation assays 
were accomplished. In both cases, specific structures from endoderm (ciliated 
epithelium), mesoderm (cartilage) and ectoderm (neural rosettes) were demostrated. 
Besides, we also detected the expression of representative markers of the three germ 
layers. The generation of this line represents a great tool to study the biology of this 
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disease, and also allows us to apply new therapies for the treatment of FPDMM, such 
as phenotypic correction by gene therapy or testing of new drugs. 

Finally, our laboratory had generated several models of Bernard-Soulier syndrome 
(BSS) deficient in GP9. This disease is a rare monogenic platelet disorder caused by 
congenital deficiency of the GPIb-IX-V glycoprotein complex due to mutations in 
GP1BA, GP1BB or GP9 and characterized by macrochrombocytopenia and severe 
bleeding. Our last aim was to validate one of this disease model and its corresponding 
rescued hiPSC cell line, in which GP9 wildtype gene was introduced by lentiviral 
vectors. We performed the megakaryocytic differentiation in both hiPSC lines. We 
observed that both produced CD34+ hematopoietic progenitors, CD34+CD41a+ 
megakaryocyte progenitors and CD41a+ cells, in a similar way. Interestingly, during the 
evaluation of the terminal megakaryocytic differentiation of these precursors, we 
confirmed that the original non-rescued hiPSC cells were unable to progress and to 
generate CD42a+ and CD41a+CD42a+ mature megakaryocytic cells. However, GP9-
rescued cells were able to progress and produced mature megakaryocytes. These 
results show that gene therapy has been efficient to restore GPIX expression on 
megakaryocytes’ surface and can also become a therapeutic approach for patients with 
BSS carrying GP9 mutations in the next future. 

. 
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7AAD: 7-aminoactinomicina D 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario 

AGM: Aorta-gonada-mesonefros 

AGM: del inglés Aorta Gonad Mesonephros, región Aorta-Gónada-Mesonefros  

ALL: del inglés Acute Lymphoblastic Leukemia, Leucemia Linfoblástica Aguda  

AML: del inglés Acute Myeloid Leukemia, Leucemia Mieloide Aguda  

AML1: del inglés Acute Myeloid Leukemia 1 

AML1: del inglés Acute Myeloid Leukemia 1 

APC: Aloficocianina 

APC-Cy7: Aloficocianina-cianina 7. 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: Ácido Ribonucleico mensajero 

BMP4: del inglés Bone Morphogenetic Protein 4, Proteina Morfogenetica Osea 4. 

BNLC: Banco Nacional de Líneas Celulares  

BSS: del inglés, Bernard-Soulier Syndrome, Síndrome de Bernard-Soulier.  

CBF: del inglés Core binding factor 

CBF: del inglés Core binding factor 

CBFβ: Core binding factor β 

CBFβ: del inglés, Core Binding Factor β 

CD235a: GYPA, del inglés Glycophorin A, Glicoforina A. 

CD31: PECAM1, del inglés Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule 1, Molecula de 
Adhesion Celular entre Plaquetas y Endotelio 1. 

CD41a: ITGA2B, del inglés Integrin subunit alpha 2b, Integrina subunidad alfa 2b. 

CD42a: Glicoproteína IX plaquetaria 

CD42b: Glicoproteína GPIbα plaquetaria 

CD43: SPN, del inglés Sialophorin o Leukosialin, Sialoforina o Leucosialina. 

CD45: PTPRC, del inglés Protein Tyrosin Phosphatase receptor type C, Receptor tipo 
C de Protein Tirosin Fosfatasa. 
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CFU: del inglés Colony Forming Units, Unidades Formadoras De Colonias 

CFU-E: unidades formadoras de colonias de eritrocitos. 

CFU-G: unidades formadoras de colonias de granulocitos 

CFU-GM: unidades formadoras de colonias de granulocitos y monocitos. 

CFU-M: unidades formadoras de colonias de monocitos 

CKAE1AE3: del inglés Cytokeratin AE1/AE3, Citoqueratina AE1/AE3 

CKI p57: del inglés Cyclin-dependent Kinase Inhibitor, Inhibidor de Quinasa 
dependiente de Ciclina 

CLP: del inglés Common Lymphoid Progenitor, Progenitor Linfoide Común  

CMML, del inglés Chronic Myelomonocytic Leukemia, Leucemia Mielomonocítica 
Crónica  

CMP: del inglés Common Myeloid Progenitor, Progenitor Mieloide Común  

EBs: del inglés Embryoid Bodies, cuerpos embrionarios. 

EDTA: del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid, Acido etilendiaminotetraacetico 

EF1α: promotor del gen elongation factor 1α 

EGFP: Enhanced Green fluorescent protein 

EHT: del inglés Endothelium-Hematopoiesis Transition, Transición Endotelio-
Hematopoyesis  

EKLF: del inglés, Erythroid Krüppel-Like Factor 

EMP: del inglés Erythro-Myeloid Progenitor, Progenitor Eritro-Mieloide  

EV: del inglés Empty Vector, Vector Vacío 

FBS: del inglés Fetal Bovine Serum, Suero Bovino Fetal 

FDA: del inglés, Food and Drug Administration, Administración de Alimentos y 
Medicamentos 

FDP/AML: del inglés Familial Platelet Disorder with predisposition to Acute Myeloid 
Leukemia, Trastorno Plaquetario Familiar Con Predisposición A Leucemia Mieloide 
Aguda  

FGF2: del inglés, Fibroblastic Growth Factor 2, Factor de Crecimiento Fibroblastico 2. 

FISH: del inglés Fluorescence In Situ Hybridization, Hibridación In Situ Fluorescente 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína 

FIV: Fertilización in vitro 
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FLNA: del inglés Filamin A, Filamina A  

FPDMM: del inglés Familial Platelet Disorder with Associated Myeloid Malignancy, 
Trastorno Plaquetario Familiar Con Neoplasia Mieloide Asociada  

Fw: del inglés Forward, oligonucleótido complementario a la cadena – del ADN en 
dirección 5’-3’. 

GAPDH: del inglés Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase, Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa 

GFP: del inglés Green Fluorescent Protein, Proteína Verde Fluorescente 

GMP: del inglés Granulocyte-Monocyte Progenitor, Progenitor Bipotente Granulocito-
Monocito  

HEC: del inglés Haemogenic Endothelial Cells, Células Endoteliales Hemogénicas  

HEP: del inglés Hemato-Endothelial Progenitors, Progenitores Hemato-Endoteliales. 

hESC: del inglés, human Embryonic Stem Cells, Células Madre Embrionarias 
Humanas 

HIF: del inglés Hypoxia-Inducible Factor, Factor Inducible por Hipoxia  

hiPSC: del inglés human induced Pluripotent Stem Cells, Células Madre Pluripotentes 
Inducidas Humanas 

HLA: del inglés Human Leukocyte Antigen, Antígeno Leucocitario Humano. 

HLH: del inglés Helix-Loop-Helix 

hMSC: del inglés human Mesenquimal Stem Cells, Células Madre Mesenquimales 
Humanas 

HOX: del inglés Homeobox Genes. 

HPC: del inglés Hematopoietic Progenitor Cells, Células Progenitoras 
Hematopoyéticas  

hPSC: del inglés human Pluripotent Stem Cells, Células Madre Pluripotentes Humanas 

HSC: del inglés Hematopoietic Stem Cells, Células Madre Hematopoyéticas  

ICM: del inglés Inner Cell Mass, Masa Celular Interna 

IL3: del inglés Interleukin 3, Interleucina 3. 

IL6: del inglés Interleukin 6, Interleucina 6. 

ISSCR: del inglésInternational Society for Stem Cell Research, Sociedad Internacional 
para la Investigación de Células Madre  

JAK: del inglés Janus kinase, quinasa Janus 
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LAD-III: del inglés Leukocyte Adhesion Deficiency, Síndrome de Deficiencia de 
Adhesión Leucocitaria III  

LMPP: del inglés Lymphoid-Primed Multipotent Progenitor, Progenitor Linfoide 
Multipotente  

LT-HSC: del inglés Long Term HSC, Células Madre Hematopoyéticas a Largo Plazo 

LTR: del inglés Long Terminal Repeat 

MEP: del inglés Megakaryocyte-Erythroid Progenitor, Progenitor Megacariocito-
Eritroide  

mESC: del inglés mouse Embryonic Stem Cells, Células Madre Embrionarias De 
Ratón 

miPSC: del inglés, mouse induced Pluripotent Stem Cells, Células Madre Pluripotentes 
Inducidas De Ratón 

MLP: del inglés Multilymphoid Progenitor, Progenitor Multilinfoide  

MOI: del inglés Multiplicity of Infection, Multiplicidad de infección. Número de partículas 
virales infectivas/célula 

MPP: del inglés Multipotent Progenitors, Progenitores Multipotentes  

MYH9: del inglés Myosin Heavy Chain 9, Miosina 9  

Neo: gen que codifica para la proteína aminoglicósido 3’ fosfotransferasa, que inactiva 
por fosforilación los antibióticos aminoglicósidos.  

NK: del inglés, Natural Killers, células asesinas 

OP9: línea celular establecida a partir del estroma de la medula ósea de ratones  

PBS: del inglés Phosphate Buffered Saline, Tampon Fosfato Salino. 

PE: Ficoeritrina 

PE-Cy7: Ficoeritrina-Cianina 7 

PVDF: del inglés Polyvinylidene Fluoride, Polifluoruro de Vinilideno 

PvWD: del inglés, Platelet‐type von Willebrand Disease, Enfermedad von Willebrand 
de tipo plaquetario.  

qRT-PCR: del inglés quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction. 
Reacción en cadena de polimerasa de cadenas de ADNc obtenidas mediante 
transcripción reversa de ARNm. 

RHD: del inglés Runt Homology Domain, Dominio de Homología Runt 

ROS: del inglés Reactive Oxygen Species, Especies Reactivas de Oxígeno  
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Rv: del inglés Reverse, oligonucleótido complementario a la cadena + del ADN en 
dirección 5’-3’. 

SATB1: del inglés Special AT-rich sequence-Binding protein 1, proteína 1 de unión a 
secuencias ricas en AT 

SCF: del inglés, Stem Cell Factor, Factor de Células Madre. 

SCL: del inglés, Stem Cell Leukemia 

SeV: del inglés Sendai virus, virus Sendai  

Shh: del inglés, Sonic hedgehog, proteína de la familia hedgehog 

SKY: del inglés Spectral Karyotype, Cariotipo Espectral 

SNP: del inglés, Single Nucleotide Polimorfism, Polimorfismo de Nucleótido Único 

SSPA: Biobanco del Sistema Sanitario Público de Andalucía  

STAT: del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription, Transductor de 
señales y activador de la transcripción. 

ST-HSC: del inglés Short Term HSC, Células Madre Hematopoyéticas a Corto Plazo 

T25: Frasco de cultivo celular de 25 cm2 

TAD: del inglés TransActivation Domain,  Dominios Reguladores de la Transcripción  

TAL1: del inglés T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1 

TF: del inglés Transcription Factors, Factores de Transcripción 

TGFβ: del inglés Transforming Growth Factor β, Factor de Crecimiento Transformante 
β 

TNFα: del inglés Tumor Necrosis Factor Α, Factor De Necrosis Tumoral α. 

TPO: del inglés Thrombopoietin, Trombopoyetina. 

UTR: del inglés Untranslated Region. Parte no traducida de un gen 

VE-cadherin: del inglés, Vascular Endothelial-cadherin, molécula de adhesión 
endotelial 

VEGF: del inglés Vascular Endothelial Growth Factor, Factor de Crecimiento Vascular 
Endotelial. 

vWF: del inglés von Willebrand Factor, Factor von Willebrand  

WNT: del inglés Wingless-related Integration Site. 

α-MEM: del inglés α-Minimum Essential Medium, α-Medio Esencial Mínimo 
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1. Células madre pluripotentes humanas (hPSC) 

 

1.1. Embriogénesis humana 

La embriogénesis humana es el proceso biológico que se inicia con la formación y el 
desarrollo del embrión humano (Figura 1). Se caracteriza por un periodo de división y 
diferenciación celular del embrión que ocurre durante las primeras etapas de 
desarrollo. El estadio germinal comienza con la fertilización del embrión, proceso que 
ocurre cuando el espermatozoide se fusiona con el oocito para formar una sola célula 
llamada cigoto (célula diploide). El cigoto comienza a dividirse por mitosis mediante un 
proceso llamado escisión. Las células en división, llamadas blastómeras se mantienen 
indiferenciadas y se agregan formando una esfera dentro de la membrana del óvulo 
(zona pelúcida). Cuando se forman 8 blastómeras, estas desarrollan uniones gap que 
les permiten organizarse de forma integrada y coordinada.  

Cuando el cigoto alcanza el estadio de unas 16-32 blastómeras, la esfera pasa a 
llamarse mórula. En esta etapa, las células comienzan a unirse firmemente en un 
proceso llamado compactación. Las células continúan dividiéndose en la etapa de 
blastulación que consiste en la formación del blastocisto. Las células de la capa 
externa se diferencian a una estructura llamada trofoblasto y las células de la capa 
interna forman la masa celular interna (ICM, del inglés Inner Cell Mass). Las células de 
la ICM se diferencian hasta formar el embrioblasto y la polarización origina una 
cavidad hueca llamada blastocele. El aumento de tamaño del blastocisto provoca su 
eclosión a través de la zona pelúcida que acabará desintegrándose. La ICM dará lugar 
al pre-embrión formando el saco vitelino, el saco amniótico y el alantoides, mientras 
que la capa externa del trofoblasto formará la placenta. La zona pelúcida desaparece 
por completo y las células del trofoblasto permiten que el blastocisto se adhiera al 
endometrio, donde se producirá la implantación. Las células internas del trofoblasto se 
convertirán en el hipoblasto (endodermo primitivo), que se rodeará de una capa 
superior llamada epiblasto (ectodermo primitivo) y estas capas formarán el disco 
embrionario que se convertirá en el embrión.  

Posteriormente, comienza el proceso de gastrulación por el cual el embrión se 
reorganiza y diferencia hasta originar la gástrula, un disco trilaminar con 3 capas 
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). Además, durante la gastrulación el 
embrión se orienta de forma específica, estableciéndose una simetría bilateral. A partir 
de las tres capas germinales se desarrollarán todas las estructuras y órganos del 
cuerpo mediante procesos de somitogénesis, histogénesis y organogénesis. El 
ectodermo desarrollará la epidermis, el sistema nervioso y los tejidos conectivos. El 
mesodermo originará las células sanguíneas, el corazón y el sistema circulatorio, el 
sistema óseo, la musculatura y los riñones. El endodermo dará lugar al sistema 
digestivo, el hígado, el páncreas y los pulmones1-2. 
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Figura 1. Desarrollo embrionario humano. Tras la fertilización entre el espermatozoide y el oocito se 
origina el cigoto que comienza a dividirse hasta formar la mórula y posteriormente el blastocisto durante la 
etapa de blastulación. El blastocisto está formado por el trofoblasto, una cavidad interna y la masa celular 
interna. Tras la implantación, el embrión se diferencia hasta originar la gástrula, compuesta por las 3 
capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) que darán lugar a los tejidos y órganos del 
cuerpo humano3. 

 

En la actualidad, se ha observado un incremento en los casos de infertilidad a causa 
de la creciente exposición a contaminantes ambientales y estilos de vida no 
saludables. A finales del siglo pasado, se desarrollaron diversas técnicas de 
reproducción asistida para dar la oportunidad de tener hijos a parejas infértiles. Estas 
tecnologías incluyen la administración de sustancias para inducir la ovulación, la 
inseminación artificial y los métodos de fertilización in vitro (FIV). En 1969, Edwards y 
Steptoe desarrollaron las primeras investigaciones sobre la FIV en humanos 
estableciendo las bases del procedimiento4-5

. Años después, tras profundizar en el 
estudio de la reproducción asistida lograron concebir al primer ser humano mediante 
FIV6

. Los últimos avances en reproducción asistida, así como la mejora en el manejo, 
cultivo y almacenamiento de los embriones han permitido crear un excedente de 
embriones humanos para ser utilizados con fines reproductivos y para investigación. 
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Los embriones humanos pre-implantación que se utilizan en investigación se obtienen 
generalmente de embriones descartados en el proceso de reproducción asistida al ser 
considerados de muy baja calidad o de embriones sobrantes tras los tratamientos de 
reproducción. En este último caso, cuando el parto se ha completado con éxito las 
parejas tienen varias opciones para los embriones almacenados7: 

 Mantener a los embriones criopreservados para futuros embarazos de la 
pareja. Los embriones criopreservados en fase de blastocisto pueden 
conservarse durante cinco años, según lo reglamenta el R.D. 413/1996. Una 
vez transcurrido este tiempo deben ser destruidos o donados para 
investigación. 

 Desechar a los embriones 
 Donar a los embriones, con fines reproductivos para otras parejas o para 

investigación, siempre que haya un banco de embriones dispuesto a 
aceptarlos.  

Sólo los embriones donados a la ciencia con el correspondiente consentimiento 
informado de las parejas y aprobación del comité ético correspondiente pueden usarse 
en investigación. La disponibilidad de embriones humanos para estudios de desarrollo 
en investigación implica una serie de problemas éticos y legales que restringen 
notablemente su uso. En un principio, sólo se podía acceder a embriones humanos en 
caso de abortos espontáneos. Recientemente, gracias al desarrollo de la FIV la 
mayoría de los países permiten cultivar embriones legalmente hasta el día 14 del 
desarrollo in vitro, lo que permite llevar a cabo estudios más detallados del desarrollo 
embrionario humano pre-implantacional. En cambio, el estudio del periodo post-
implantación es muy complicado dado que la única manera es a través de embriones 
derivados de abortos consentidos mediante la obtención del consentimiento informado 
y la correspondiente aprobación de un comité ético para su uso en investigación7.  

Por tanto, es necesario buscar modelos alternativos para el estudio del desarrollo 
embrionario humano. En 1981, los investigadores Evans, Kaufman y Martin 
consiguieron aislar y cultivar células de la ICM de embriones de ratón a las cuales 
denominaron células madre de ratón (mESC, del inglés mouse Embryonic Stem 

Cells)8-9. A partir de ese momento, se han llevado a cabo grandes avances en la 
obtención de células embrionarias de otras especies culminando con la generación de 
las primeras células madre embrionarias humanas (hESC, del inglés human 

Embryonic Stem Cells) en 1998 por el grupo del Dr. Thomson10
. Años más tarde, en 

2006 el grupo del Dr. Yamanaka logró revolucionar el campo de la investigación con 
células madre logrando generar las primeras células madre pluripotentes inducidas 
derivadas de fibroblastos adultos o de embriones de ratón, denominadas miPSC (del 
inglés, mouse induced Pluripotent Stem Cells). Estas células presentaban la misma 
morfología y propiedades de crecimiento que las mESC11. Posteriormente, en 2007 el 
mismo grupo de investigación generó células madre pluripotentes inducidas de 
humano (hiPSC, del inglés human induced Pluripotent Stem Cells) mediante la 
reprogramación de fibroblastos humanos adultos. Estas células poseían las mismas 
características que las hESC12. En paralelo, el grupo del Dr. Thomson también generó 
hiPSC a partir de células somáticas humanas13.  
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1.2. Definición y características de las hPSC 

Las células madre pluripotentes humanas (hPSC, del inglés human Pluripotent Stem 

Cells) son células con capacidad de auto-renovación, crecimiento ilimitado in vitro y 
potencialidad para diferenciarse a cualquier linaje celular representativo de las tres 
capas germinales de un embrión en desarrollo (ectodermo, mesodermo y 
endodermo)14.  

Las hPSC poseen mecanismos moleculares y rutas de señalización que controlan la 
capacidad de auto-renovación y diferenciación a cualquier linaje celular del organismo. 
Se han identificado tres factores de transcripción (TF, del inglés Transcription Factors) 
claves que controlan el mantenimiento del estado pluripotente y son OCT4, SOX2 y 
NANOG. OCT4, SOX2 y NANOG constituyen el núcleo transcripcional, ya que su 
expresión es fundamental para establecer la identidad celular de las células madre y 
para el desarrollo temprano del embrión. Estos tres factores se unen a sus propios 
promotores de forma cooperativa y forman un circuito interconectado de auto-
regulación. De todos ellos, OCT4 es el más indispensable ya que presenta funciones 
activadoras que inducen y mantienen la pluripotencia, pero además tiene funciones 
represoras que inducen la diferenciación celular (Figura 2). Por tanto, OCT4 es 
considerado como el regulador esencial de la pluripotencia15-16

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Regulación transcripcional de la pluripotencia de hPSC.  OCT4, SOX2 y NANOG conforman 
el núcleo transcripcional que regula el mantenimiento de la auto-renovación de las hPSC y la capacidad 
de diferenciación a cualquier linaje celular. OCT4 es un activador de la capacidad de auto-renovación, 
mientras que cuando funciona como represor induce la diferenciación de las hPSC a linaje específico15.  
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Las hPSC deben ser caracterizadas para determinar su potencial real y poder ser 
empleadas tanto en investigación básica como para aplicaciones clínicas. Para la 
lograr una caracterización celular completa de las hPSC deben realizarse varios 
ensayos: 

 Marcadores de pluripotencia.  La expresión de marcadores de pluripotencia se 
lleva a cabo mediante el análisis de marcadores de superficie específicos de 
las hPSC, como son SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 y SSEA-3, y además 
pueden detectarse los TF endógenos OCT-4, NANOG, SOX2 y REX1, 
característicos de las hPSC. El ensayo de pluripotencia puede llevarse a cabo 
por varios métodos complementarios: inmunofluorescencia, RT-PCR (del 
inglés, Reverse transcription polymerase chain reaction) y/o citometría de 
flujo17-18.  

o La inmunofluorescencia es un método rápido y fácil, pero es cualitativo 
y requiere de un cultivo negativo para sustraer la señal de fondo.  

o La RT-PCR permite cuantificar los niveles de expresión endógena a 
nivel de ARNm de los TF de pluripotencia. Aunque la técnica es 
informativa al mostrar el fenotipo de todo el cultivo celular, se pierde la 
información sobre la homogeneidad de la población celular.  

o La citometría de flujo complementa a la RT-PCR ya que provee 
información de diferentes poblaciones celulares de las hPSC. Puede 
emplearse para detectar tanto marcadores celulares de membrana 
(SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 y SSEA-3) como intracelulares (OCT-4 y 
NANOG).  

 
 Ensayo de actividad de la fosfatasa alcalina. La fosfatasa alcalina es una 

enzima que se encuentra presente en la membrana celular de todos los tejidos 
corporales. En hPSC, esta enzima se encuentra altamente expresada y por 
ello, esta técnica es ampliamente usada como marcador o indicador clave de la 
pluripotencia de las hPSC. Además, es un método rápido y sencillo que permite 
que las células con actividad fosfatasa alcalina se tiñan de color rosado19-20.  
 

 Análisis citogenético. Para visualizar el patrón cromosómico de las hPSC se 
realiza un cariotipo por bandeo-G mediante tinción de Giemsa y/o técnicas de 
citogenética molecular como el FISH (del inglés, Fluorescence in situ 

hybridization o el SKY (del inglés Spectral Karyotype). En el cariotipo clásico se 
suele utilizar una solución de Giemsa como tinción (específica para los grupos 
fosfato del ADN) para colorear las bandas de los cromosomas (Bandas-G). 
Cada cromosoma tiene un patrón característico de banda que ayuda a 
identificarla (Figura 3). Como alternativas a la tinción Giemsa, se encuentran 
las técnicas moleculares FISH o SKY,  ya que presentan una mayor precisión 
al bandeo-G al permitir el estudio y la visualización simultánea de los 23 pares 
de cromosomas mediante sondas fluorescentes que identifican cada 
cromosoma con un color diferente. Estas técnicas mejoran la identificación y el 
diagnóstico de alteraciones cromosómicas que no pueden verse por la tinción 
Giemsa21-22. 
 



INTRODUCCIÓN 
Células madre pluripotentes humanas 

40 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 3. Análisis cromosómico por tinción de Giemsa. La imagen muestra un cariotipo 

normal, 46 XY realizado con la técnica de bandeo-G22.  

 

 Arrays para la detección de SNPs. Los arrays para la detección de SNPs (del 
inglés, Single Nucleotide Polimorfism) son ampliamente usados para 
determinar diferentes polimorfismos en una población. Los chips de ADN 
pueden utilizarse para genotipar las secuencias de un genoma particular en 
determinadas posiciones. Los oligonucleótidos pequeños son capaces de 
identificar polimorfismos de un sólo nucleótido que podrían ser los 
responsables de variaciones genéticas dentro de una población. Esta técnica 
es mucho más susceptible y una alternativa más adecuada que el cariotipado 
que a veces no es suficiente para detectar ciertas alteraciones comosómicas23. 
 

 Diferenciación in vitro. Se realizan ensayos de formación de cuerpos 
embrioides (EBs, del inglés Embryoid Bodies). Los EBs son agregados de 
células pluripotentes que inducen la diferenciación hacia las tres capas 
germinales del embrión (ectodermo, mesodermo y endodermo). Se utilizan 
técnicas de inmunocitoquímica para detectar marcadores celulares específicos 
de las tres capas germinales del embrión24. 
 

 Diferenciación in vivo. La formación de teratomas evalúa la generación 
espontánea de tejidos diferenciados pertenecientes a las tres capas germinales 
tras la inyección de hPSC en un ratón inmunodeprimido. Esta técnica 
determina el potencial de desarrollo a nivel poblacional ya que los teratomas no 
pueden formarse a partir de células individuales. Además, al no ser una técnica 
cuantitativa sólo puede realizarse un análisis histológico de los diferentes 
tejidos que se han diferenciado dentro de los teratomas. La formación de 
teratomas es el ensayo de referencia para evaluar el potencial de desarrollo de 
las hPSC25. Una técnica más novedosa es la formación de blastocistos 

quiméricos que evalúa la contribución de las PSC introducidas en embriones, 
en estadio de mórula o blastocisto durante el desarrollo embrionario. Las PSC 
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de alta calidad dan lugar a un desarrollo normal generando quimeras de gran 
calidad que colonizan  todos los tejidos embrionarios, incluida la línea germinal. 
Por el contrario, las PSC de menor calidad producen bajo quimerismo o 
embriones con viabilidad reducida. Este tipo de ensayos puede realizarse entre 
PSC y embriones de la misma especie o inter-especie (humano-ratón, humano-
cerdo o humano-primate principalmente). Tanto los ensayos de formación de 
quimeras de hPSC en embriones de ratón como la formación de quimeras con 
embriones humanos están permitidos bajo unas normas estrictas y éticas 
rigurosamente evaluadas por la comunidad internacional de investigación con 
células madre26.  

Tras completar la caracterización celular de las líneas hPSC para poder ser usadas en 
investigación, estas deben depositarse en el Banco Nacional de Líneas Celulares 
(BNLC). El BNLC está adscrito a la Subdirección General de Investigación en Terapia 
Celular y Medicina Regenerativa del Instituto de Salud Carlos III (España). Su objetivo 
es garantizar la disponibilidad de las líneas celulares para la investigación biomédica, 
en todo el territorio nacional. El BNLC está formado por varios nodos establecidos en 
Barcelona, Valencia y Granada, siendo Granada el nodo central y ubicado en el 
Biobanco del Sistema Sanitario Público de Andalucía (SSPA)27.  

Por tanto, todas estas propiedades convierten a las hPSC en ideales como modelo de 
estudio del desarrollo normal y patológico del ser humano. 

 

 

1.3. Tipos de hPSC 

Las hPSC en función de su origen y métodos de derivación se clasifican en varios 
tipos celulares: 

 

1.3.1 hESC 

Las hESC fueron las primeras hPSC cultivadas in vitro de forma exitosa. Estas células 
se obtienen de la ICM del blastocisto de un embrión humano. Poseen la capacidad de 
auto-renovación y diferenciación a todos los tipos celulares que aparecen en el 
organismo adulto (Figura 4). Esta versatilidad permite que las hESC puedan ser 
usadas para medicina regenerativa y terapia celular10. Aunque, uno de los 
inconvenientes para su empleo en terapia celular es el problema de la alogenicidad 
cuando no existe histocompatibilidad entre individuos.  
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Figura 4. Aislamiento de hESC procedentes de la ICM del blastocito de un embrión humano28. 

 

Las hESC pueden obtenerse de varias fuentes celulares: 

 Embriones crioconservados. Embriones humanos procedentes de los 
tratamientos de FIV que ha sido cedidos mediante consentimiento informado 
de las parejas para su uso en investigación29.   

 
 Blastómeros individuales. Se utilizan óvulos fecundados que se dejan crecer 

hasta formar unas 8-12 células (blastómeras), una de estas células se extrae y 
se cultiva. Cabe destacar que el embrión utilizado para esta técnica es 
completamente viable por lo que se puede implantar en útero y seguir un 
desarrollo normal30-31.  
 

 Blastocistos partenogenéticos. La partenogénesis es un método útil para 
obtener hESC por activación de oocitos humanos no fertilizados mediante 
técnicas físicas o químicas in vitro. Según el método de activación usado 
pueden obtenerse hESC partenogenéticas heterocigotas u homocigotas para el 
HLA. Las hESC partenogenéticas heterocigotas son muy útiles para trasplantes 
autologos. En cambio, las hESC partenogenéticas homocigotas pueden derivar 
a células y tejidos histocompatibles para terapia celular de trasplantes 
alogénicos, por lo que son muy valiosas para los bancos o depósitos de hPSC. 
Debemos destacar que una de las limitaciones de esta técnica es que la 
terapia celular empleada sólo podría aplicarse a mujeres32-34.  

 

 Transferencia nuclear somática. La transferencia del núcleo de una célula 
somática a un oocito humano enucleado y su posterior activación permite 
obtener hESC. Estas células poseen el mismo HLA que las células somáticas 
donantes pero tienen mitocondrias alogénicas procedentes del oocito, lo que 
puede desencadenar un rechazo inmune debido al contenido mitocondrial. Por 
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tanto, debe tenerse en cuenta la alo-antigenicidad mitocondrial para el uso de 
estas células como fines terapéuticos y clonación35-36.  

1.3.2. hiPSC 

Las hiPSC son células somáticas derivadas de pacientes o donantes sanos que son 
reprogramadas mediante la expresión ectópica de ciertas moléculas de ADNc, ARNm 
o factores proteicos. Las técnicas de reprogramación han avanzado en gran medida 
desde los métodos iniciales que implicaban la integración al azar de los vectores 
virales en el genoma de la célula a reprogramar12, hasta los métodos actuales que no 
precisan integrarse para llevar a cabo una reprogramación efectiva, lo cual facilita su 
potencial terapéutico37-42. Los diferentes métodos de reprogramación abarcan la 
expresión ectópica de los cuatro factores de reprogramación (OCT4, SOX2, KLF4 y c-
MYC) descritos por el Dr. Yamanaka. Estos factores juegan un papel esencial en el 
mantenimiento de la pluripotencia y diferenciación de las hPSC. OCT4 y SOX2 son 
imprescindibles en el mantenimiento de la pluripotencia, mientras que c-MYC y KLF4 
son oncogenes que inducen la diferenciación celular y aumentan la eficiencia de 
reprogramación11-12. Alternativamente, el Dr. Thomson propone un método de 
reprogramación similar empleando los factores OCT4, SOX2, KLF4 y LIN2813.  

Los factores de reprogramación pueden ser introducidos mediante virus integrativos 
(retrovirus o lentivirus)12-13, virus no integrativos (adenovirus, virus episomales, virus 
Sendai, plásmidos de expresión...)37-41, medios físicos (nucleofección) o químicos 
(lipofección)42. Entre los métodos no integrativos, los virus Sendai (SeV, del inglés 
Sendai virus) son una técnica muy novedosa, ampliamente utilizada en los últimos 
años para reprogramar hiPSC. Los SeV son virus de ARN que pueden eliminarse 
fácilmente mediante selección negativa mediada por anticuerpos. Se replican en forma 
de ARN monocatenario en el citoplasma de las células infectadas, por lo que el ADN 
no se produciría ni se integraría en el genoma del huésped durante la transducción. 
Por tanto, son vectores seguros que pueden usarse en el campo de la terapia 
génica39.  

En un principio el proceso de reprogramación es iniciado por los factores exógenos, 
pero la transformación final a hiPSC madura se consigue gracias a la expresión de 
factores endógenos. Los pasos iniciales del proceso son reversibles hasta la 
transformación en intermediarios tardíos. A partir de éstos se generaran las hiPSC 
inmaduras, que han adquirido la pluripotencia pero aún conservan la memoria 
epigenética de la célula original, hasta que finalmente las células hiPSC maduras 
pierden dicha memoria cuando se completa el proceso de reprogramación43-44 (Figura 
5). 
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Figura 5. Esquema representativo de la reprogramación celular de células somáticas a hiPSC y los 

cambios que se producen en el proceso. Adaptada de Stadtfeld and Hochedlinger44
. 

 

Tras la reprogramación, las células somáticas son dirigidas a un estado pluripotente, 
muy similar al de las hESC, por lo que adquieren la capacidad de auto-renovación y 
diferenciación a cualquier linaje celular del organismo adulto12-13(Figura 6). La 
generación de hiPSC es un gran recurso para la obtención de células específicas de 
pacientes para llevar a cabo estudios celulares y moleculares de los mecanismos 
implicados en el desarrollo de enfermedades. Una de sus principales ventajas es su 
uso para trasplantes autologos45. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Generación de hiPSC por reprogramación celular de células somáticas del propio 

paciente. Adaptada de De Lázaro et al 45.  
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1.4. Aplicaciones potenciales de las hPSC 

Las hPSC, debido a su capacidad de expansión ilimitada in vitro y diferenciación a 
cualquier linaje celular poseen diversas aplicaciones con potencial terapéutico tanto 
para investigación como para su uso en clínica e industria (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema representativo de las aplicaciones de hPSC en investigación. Adaptada de Barad 

et al
46.  

 Estudio del desarrollo biológico. En biología, uno de los principales retos es 
entender el funcionamiento del desarrollo humano y la evolución de 
enfermedades, la mayoría de ellas causadas por defectos en el desarrollo o por 
defectos génicos.  La mayor parte del conocimiento sobre el desarrollo humano 
ha sido extrapolado de estudios con organismos modelo. El ratón ha sido el 
principal organismo experimental para modelar el desarrollo humano. Ratones 
y humanos presentan un tamaño genómico similar y comparten el 99% de sus 
genes, además de presentar grandes similitudes en desarrollo, anatomía y 
fisiología47-48. Sin embargo, a pesar de ser un potente organismo modelo, tiene 
notables limitaciones. Entre humanos y ratones existen diferencias obvias en el 
desarrollo embrionario, y también diferencias importantes en el desarrollo del 
sistema inmunológico, por lo que algunas investigaciones sobre enfermedades 
inmunológicas en ratones no son transferibles a los humanos49. Por tanto, se 
precisan nuevos modelos que recapitulen de manera más exacta el desarrollo 
humano. Cada vez existen más evidencias que sugieren que la diferenciación 
in vitro de las hPSC recapitula aspectos del desarrollo humano, y que pueden 
ser usadas como modelo de estudio del desarrollo biológico50. Uno de los 
objetivos más importantes de la investigación con hPSC es conocer mejor los 
controles genéticos y moleculares implicados tanto en el desarrollo humano 
como en el desarrollo de las enfermedades, y así poder establecer nuevas 
estrategias terapéuticas para el tratamiento de estas enfermedades. 
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 Ensayo de fármacos. El crecimiento ilimitado in vitro de las hiPSC las hace 
ideales para la identificación y el ensayo de nuevos fármacos para el diseño de 
tratamientos específicos, sobre todo para el tratamiento de las enfermedades 
degenerativas51. Los primeros ensayos de fármacos se llevaron a cabo con 
hepatocitos y cardiomiocitos derivados de hiPSC, ya que los resultados son 
más robustos y fáciles de evaluar52-53. En el caso de las enfermedades 
neurodegenerativas, la implementación de ensayos de fármacos ha sido más 
lenta por la complejidad de la patología. El difícil acceso al tejido afectado y la 
dificultad para crecer estas células in vitro por largos periodos de tiempo 
supone un gran problema en el diseño de fármacos específicos. Por lo que la 
generación de células neurales derivadas de hiPSC de pacientes o donantes 
sanos supone un gran avance en la detección de compuestos y la evaluación 
de la eficacia del fármaco. Estas células mantienen los antecedentes genéticos 
de los pacientes, por lo que modelan con mayor precisión la fisiopatología y los 
fenotipos específicos de la enfermedad54.  
 

 Estudios de citotoxicidad. La exposición a diversos contaminantes ambientales, 
como solventes industriales, metales o pesticidas se ha visto incrementada en 
los últimos años y esto ha provocado un aumento de los defectos en 
nacimiento tanto en animales como en humanos, además de provocar 
enfermedades cardiacas, respiratorias, neurodegenerativas o ciertos tipos de 
cancer55.  Regularmente, se han empleado modelos animales para realizar 
pruebas toxicológicas y establecer las pautas de exposición humana. Sin 
embargo, los ensayos in vivo son costosos y requieren mucho tiempo, por lo 
que se precisa desarrollar métodos in vitro, rápidos y de bajo coste que puedan 
usarse para detectar sustancias tóxicas para el desarrollo humano o estudiar 
los niveles toxicidad de ciertos contaminantes o fármacos. El empleo de las 
hPSC es la mejor alternativa a los ensayos in vivo, ya que proporcionan un 
entorno más similar a las condiciones fisiológicas humanas para los ensayos 
de citotoxicidad. De hecho, las células procedentes de hESC se utilizan en 
gran medida en estudios de detección de sustancias tóxicas para el desarrollo 
humano56-57. Además, el potencial que ofrecen las hiPSC en estudios de 
medicina personalizada ha revolucionado el campo de la toxicología. Las 
células derivadas de las hiPSC son muy utilizadas para ensayos de 
cardiotoxicidad, hepatotoxicidad y neurotoxicidad58-60.  
 

 Generación de modelos humanos de enfermedad. La  generación de hiPSC de 
pacientes para desarrollar modelos de enfermedad permite profundizar en el 
estudio de la enfermedad y el diseño de nuevos fármacos para su tratamiento, 
dado que las hiPSC pueden mantenerse de forma ilimitada en cultivo y 
diferenciarse a cualquier linaje celular. En 2009, Lee empleó hiPSC para 
modelar la patogénesis de la disautonomía familiar61. Desde entonces, se ha 
ampliado el uso de las hiPSC en la generación de modelos de enfermedad 
para estudiar los mecanismos implicados en el desarrollo de estas 
enfermedades. Hay muchos síndromes causados por la existencia de una o 
más copias extra de un cromosoma, como es el caso del Síndrome de Down, 
para el cual se han generado varías líneas hiPSC que permitan estudiar el 
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desarrollo de la enfermedad62-63. Además, el uso de las hiPSC está muy 
extendido en el estudio de enfermedades neurodegenerativas, como la 
enfermedad del Parkinson64-65. En especial, el diseño de modelos de hiPSC  
en enfermedades monogénicas permite un mejor estudio del desarrollo de la 
enfermedad y tratamiento por terapia génica, como es el caso del Síndrome de 
Bernard-Soulier66-68. 
 

 Medicina regenerativa. El principal objetivo de la medicina regenerativa es el 
acceso a cualquier tipo celular de forma ilimitada, que permita la reconstitución 
de un tejido u órgano lesionado. La falta de donantes es uno de los principales 
problemas para estos pacientes69. El uso de las hiPSC ofrece un gran enfoque 
para estos tratamientos, ya que las células que se usarán en el trasplante se 
diferenciarán de las hiPSC previamente reparadas y generadas a partir de las 
células somáticas del propio paciente. La degeneración macular relacionada 
con la edad ha sido la enfermedad más estudiada en el campo de la medicina 
regenerativa. En 2012, se llevaron a cabo los primeros ensayos clínicos con 
pacientes que presentaban degeneración macular. Estos pacientes fueron 
trasplantados con células epiteliales de pigmento retiniano derivadas de 
hESC70. El seguimiento de estos pacientes confirmó una correcta evolución y 
por consiguiente una terapia celular eficaz basada en hESC71. En 2017, 
comenzaron los primeros trasplantes de células de retina derivadas de hiPSC 
autologas, siendo un gran éxito72. El gran desafío es la generación de células 
funcionales de linaje terminal para su uso adecuado en clínica. Este problema 
es particularmente grave para aquellos tipos celulares que adquieren su 
funcionalidad en estadios tardíos del desarrollo, como las células 
hematopoyéticas73. Por tanto, es necesario desarrollar tecnologías que 
produzcan células maduras y funcionales derivadas de hPSC.  
 
Otra de las tecnologías potenciales que implica la medicina regenerativa, es la 
terapia génica. La terapia génica ha supuesto una revolución en la manera de 
abordar el tratamiento de las enfermedades genéticas, puesto que ha abierto 
un nuevo horizonte para curar enfermedades para las que hasta el momento 
solo existían tratamientos orientados a paliar sus síntomas. La terapia génica 
implica el uso de técnicas que permiten editar o modificar la información 
genética del paciente para prevenir o curar enfermedades genéticas. A través 
de la terapia génica se puede conseguir restablecer la función del gen mutado 
causante de la enfermedad, y la estrategia más común es la introducción de 
una copia normal de éste en las células. También se puede inhibir o bloquear 
el funcionamiento de aquellos genes que contribuyen al desarrollo de la 
enfermedad74. Para llevar a cabo una terapia génica efectiva, es necesario el 
uso de vectores adecuados. De todos los vectores virales y no virales que 
pueden emplearse en terapia génica, los lentivirus son los vectores más 
utilizados. Son virus de ARN que tienen la capacidad de infectar células 
independientemente de que estén o no en división, y por tanto poseen una 
gama más amplia de aplicaciones terapéuticas. Se han realizado esfuerzos 
considerables para aumentar la seguridad y la eficacia de los lentivirus en el 
campo de la terapia génica. Son muy utilizados en estudios diseñados para 
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mejorar los trasplantes de células endoteliales vasculares en pacientes con 
enfermedad cardiovascular75. Además, muchos grupos de investigación los 
emplean en modelos animales como posible tratamiento para tratar la β-
Talasemia o la hemofilia B76-77. También, se han reportado mejoras en otros 
trastornos genéticos como la enfermedad del Parkinson, la fibrosis quística o la 
atrofia muscular espinal78-80. Cabe destacar, que se han desarrollado y puesto 
a punto numerosos ensayos clínicos de diversas patologías mediante el uso de 
vectores lentivirales81. 
 

1.5. Aspectos éticos relacionados con la investigación de hPSC 

El uso de embriones humanos para la obtención de hESC conlleva un cuidadoso 
examen de las cuestiones éticas relacionados con la investigación biomédica. El uso 
de hESC en investigación a veces se ve reducido a causa de estas implicaciones 
legales. Por el contrario, investigadores y científicos opinan sobre la necesidad de su 
uso en investigación y el gran potencial médico que ofrecen como terapia génica y su 
traslado a investigación clínica. Actualmente, se dispone de un mayor acceso a 
determinados tipos de células madre (mesenquimales, del líquido amniótico, de cordón 
umbilical, de tejido adiposo o de orina) gracias a la existencia de biobancos que 
contienen células madre para su uso en clínica o investigación. Actualmente, la 
generación de hiPSC derivadas de células somáticas de pacientes o donantes sanos 
minimiza el uso de hESC, pero aun así continua habiendo problemas con el uso de 
hiPSC en investigación y ensayos clínicos. Para minimizar el riesgo de su uso en 
investigación, se debe obtener el correspondiente consentimiento informado de los 
donantes y la aprobación del comité ético. No obstante, todos los ensayos clínicos 
deben ser cuidadosamente diseñados, justificados rigurosamente y llevados a cabo de 
forma adecuada para proteger los derechos, los intereses y el bienestar de los sujetos 
del ensayo clínico.  

Los ensayos clínicos predominantes con hPSC son para tratar degeneración de la 
retina, enfermedades neurales, cardiacas y pancreáticas70-71,82-85. A finales de enero 
de 2009, la FDA (del inglés, Food and Drug Administration) aprobó el primer ensayo 
clínico de una intervención experimental basada en hESC para lesión de la médula 
espinal. Las células progenitoras de oligodendrocitos derivadas de hESC 
remielinizarían los axones de la médula espinal de sujetos con recientes lesiones 
severas de médula espinal, pero tras intervenir a cuatro pacientes el ensayo fue 
cancelado por razones de coste. Actualmente, hay una gran variedad de ensayos 
clínicos que usan hPSC para tratar la degeneración macular, y todos ellos consiguen 
resultados prometedores con el uso de hESC para el tratamiento de esta 
enfermedad70-72,86-87. En 2014, se llevó a cabo el primer ensayo clínico para probar un 
tratamiento contra la Diabetes Mellitus tipo I basado en hPSC. Tras la realización de 
varios ensayos clínicos en los últimos años se ha determinado que la terapia celular 
basada en hPSC es bastante prometedora para el tratamiento de esta enfermedad 82-

83, 88.  Son varios los ensayos clínicos llevados a cabo hasta la fecha con hPSC.  
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La tabla 1.5.1 muestra datos actualizados de los ensayos clínicos aprobados hasta la 
fecha de 2018, de los cuales se han reportado 29 ensayos clínicos que implican el uso 
de hESC y 3 basados en el uso de hiPSC89.  

 

Tabla 1.5.1 Ensayos clínicos realizados con hPSC. Adaptada de Guhr et al.
89 
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En la actualidad, todos los ensayos clínicos se registran en la web clinicaltrials.gov, 
una práctica común para transmitir legitimidad. La Sociedad Internacional para la 
Investigación de Células Madre (ISSCR, del inglés The International Society for Stem 

Cell Research) presenta una guía sobre las pautas a seguir en el uso de hPSC en 
investigación y su traslado a clínica. Estas pautas exigen rigor, supervisión y 
transparencia en todos los aspectos de la práctica90.  

Por tanto, debe haber un compromiso entre la ética y la finalidad del uso de hPSC 
para investigación, ya que el progreso técnico-científico debe basarse en la defensa y 
protección del ser humano.  
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2. Hematopoyesis  

La hematopoyesis es el proceso de generación de las células sanguíneas, un proceso 
complejo por el cual las células madre hematopoyéticas (HSC, del inglés 
Hematopoietic Stem Cells) proliferan y se diferencian hacia los distintos tipos de 
células sanguíneas maduras circulantes (granulocitos, linfocitos, monocitos, eritrocitos, 
plaquetas, etc.). La hematopoyesis tiene lugar principalmente en la médula ósea, 
donde una intrincada red de células estromales y diversos factores regulan cada una 
de las etapas que conducen a la formación de células primitivas, intermedias y 
maduras. Las células hematopoyéticas son las primeras en formarse durante el 
desarrollo embrionario, apareciendo a distintos tiempos de desarrollo y originando 
diversos tipos celulares en distintas localizaciones anatómicas. Alteraciones en el 
sistema hematopoyético pueden ocasionar tanto la sobreproducción como la 
producción deficiente de las células hematopoyéticas maduras, con importantes 
consecuencias que ponen en riesgo la supervivencia del individuo. El estudio de la 
hematopoyesis tiene implicaciones en el estudio del desarrollo biológico, y además en 
el campo de la hematología clínica y la medicina regenerativa91. 

Desde un punto de vista ontológico, la hematopoyesis se divide en dos grandes etapas 
con sus propias características y propiedades, la hematopoyesis embrionaria y adulta.  

 

2.1. Desarrollo hematopoyético embrionario  

El desarrollo hematopoyético embrionario ha sido estudiado durante décadas 
empleando diferentes organismos modelo, incluyendo el pollo, la rana, el pez cebra y 
el ratón. Desde 1970, el modelo de ratón ha sido el más estudiado dada la 
disponibilidad de ensayos de formación de colonias, los cuales definen funcionalmente 
la presencia de HSC y progenitores hematopoyéticos, respectivamente92-94. Además, 
el ratón se aproxima más evolutivamente al humano. 

La hematopoyesis comprende distintas etapas, también denominadas oleadas, con 
diferentes patrones espaciales y temporales durante el desarrollo. Diferenciamos dos 
oleadas principales: la hematopoyesis primitiva y la hematopoyesis definitiva91, 95. 

 Hematopoyesis primitiva. En el ratón, la hematopoyesis comienza 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 
sanguíneas96. En el embrión humano, la hematopoyesis se inicia durante las 
primeras tres semanas de gestación97. La primera oleada genera células 
primitivas de linaje eritroide y mieloide (macrófagos y megacariocitos) 
identificadas a día E8.0. Los eritroblastos primitivos son de gran tamaño, 
retienen sus núcleos al ingresar a la circulación y expresan hemoglobina 
embrionaria. Su principal función será proveer de oxígeno a todos los tejidos 
durante el rápido crecimiento del embrión94. Los macrófagos primitivos 
maduran rápidamente sin progresar a monocitos y llevarán a cabo la 
fagocitosis de células procedentes de la remodelación de los tejidos. Los 
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megacariocitos primitivos presentan una ploidía reducida y producen menos 
plaquetas que los megacariocitos maduros. A continuación, aparece el 
hemangioblasto (progenitor hematopoyético primitivo), constituido por células 
formadoras de colonias de blastos que darán lugar a las células endoteliales 
hemogénicas (HEC, del inglés Haemogenic Endothelial Cells) que se 
encuentran en lugares concretos de la vasculatura arterial del embrión96.  

Por otro lado, en embriones humanos, los eritrocitos primitivos son las células 
mayoritarias que conforman la primera oleada de la hematopoyesis primitiva, 
con la presencia minoritaria de macrófagos y megacariocitos. Estos 
eritroblastos pueden observarse dentro de la cavidad cardíaca, marcando el 
inicio de la circulación sanguínea97.  

 

 Hematopoyesis definitiva. La hematopoyesis definitiva se inicia después de la 
hematopoyesis primitiva en diferentes sitios de la vasculatura del embrión de 
ratón. La segunda oleada se produce en el saco vitelino a día E8.25, mediante 
la formación de progenitores altamente proliferativos con la capacidad de 
formar colonias que darán lugar a múltiples linajes mieloides. Estos 
progenitores son el progenitor eritro-mieloide (EMP, del inglés Erythro-Myeloid 

Progenitor) que migrará al hígado fetal formando eritrocitos y células mieloides 
que colonizarán tejidos como el hígado, el cerebro, la epidermis y los pulmones 
permaneciendo hasta la edad adulta98, y el progenitor linfoide multipotente 
(LMPP, del inglés Lymphoid-Primed Multipotent Progenitor) que origina 
progenitores de linfocitos B y T91. Los eritrocitos derivados de los EMP 
expresan bajos niveles de globina  βH1 embrionaria respecto a la globina βH1 
que expresan los eritrocitos maduros99. Los LMPP también originan células 
linfoides independientes de las generadas por las HSC definitivas91. 
 
A día E9.0, tanto en el saco vitelino como en la región para-aorta-
esplanopleura (pre-AGM) se forman las HSC inmaduras que requieren de un 
entorno fetal para su maduración. A día E10.0 se identificó una región con 
actividad hematopoyética, denominada región aorta-gónada-mesonefros (AGM, 
del inglés Aorta Gonad Mesonephros). El lugar específico donde se establece 
la hematopoyesis dentro de la AGM es la aorta dorsal. A partir de las células 
endoteliales de la pared ventral de la aorta dorsal aparecen pequeños clústeres 
de células que expresan marcadores vasculares y hematopoyéticos92, 100. A 
partir de día E10.5 se inicia la formación de las HSC definitivas. La población 
temprana de HSC que aparece en la AGM se divide en tres tipos de 
precursores de HSC conocidos como pro-HSC, pre-HSC tipo I y pre-HSC de II 
que representan las diferentes etapas de maduración. El proceso de 
maduración de las HSC derivado de una población única de células 
endoteliales de la pared ventral de la aorta dorsal, denominada endotelio 
hemogénico, se le denomina transición endotelio-hematopoyesis (EHT, del 
inglés Endothelium-Hematopoiesis Transition) (Figura 8). La formación de las 
HSC definitivas se enmarca en el desarrollo de la tercera oleada101. Las 
distintas poblaciones de HSC que se originan a partir de la AGM se identifican 
mediante la expresión de diferentes marcadores de superficie. Las pro-HSC 
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expresan VE-Cadherina, c-KIT, CD41 y RUNX1, las pre-HSC tipo I expresan 
VE-Cadherina, c-KIT, CD41low, CD43 y RUNX1, las pre-HSC tipo II expresan 
VE-Cadherina, c-KIT, CD41low, CD43high, CD45 y RUNX1 y por último, las 
HSC definitivas presentan los marcadores VE-Cadherina, Kit, CD41-/low, 
CD43high, CD45 y RUNX1102-103.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Transición endotelio-hematopoyesis en el embrión de ratón. Formación de HSC 
definitivas derivadas de células endoteliales de la pared ventral de la aorta dorsal en la zona 
AGM del embrión. Adaptada de Medvinsky et al.

104
 

 
En ratón, las HSC definitivas se detectan a la misma edad de desarrollo en la 
placenta que en la región AGM. Por esta razón, la placenta se considera una 
de las fuentes primordiales de HSC en el embrión de ratón105. Tras la aparición 
de las HSC en la AGM, éstas migran al hígado fetal y sufren un proceso de 
expansión, colonizando finalmente la medula ósea justo antes del nacimiento. 
Las HSC maduras permanecerán en la médula ósea durante el resto de la vida 
adulta del invididuo102. 
 
En embriones humanos, la formación de las primeras HSC comienza a día 21 
de gestación.  A partir de día 23 de gestación, comienza la colonización de las 
HSC a los diferentes lugares del organismo del embrión, siendo el hígado fetal 
el primer lugar donde se inicia la expansión de las HSC. A partir de día 27 de 
gestación comienza la formación del clúster arterial y a partir del día 30 se 
inicia la segunda colonización en hígado fetal. El hígado es un nicho muy 
importante para la diferenciación hematopoyética y la expansión de las HSC 
hasta el momento del nacimiento. A partir de la semana 9 se pueden detectar 
las primeras HSC definitivas, hasta que a las 10.5 semanas de gestación 
comienza la colonización de la médula ósea por parte de las HSC maduras97. 
En el caso de los humanos, la sucesión de etapas del desarrollo 
hematopoyético embrionario no se ha estudiado con tanto detalle como en el 
ratón. Además, existen diferencias entre los marcadores celulares que 
expresan las HSC provenientes de embriones humanos con respecto a las 
HSC de ratón. En embriones humanos, las HSC derivadas de la AGM 
expresan CD34, CD43 y CD45. En cambio, CD41 no se expresa en estas 
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Emergent HSC 

Definitive HSC 

Hemogenic 
Endothelium 
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etapas del desarrollo, a diferencia del ratón106. Se ha observado que la 
expresión de CD43 es importante, ya que define a los progenitores 
hematopoyéticos durante la diferenciación hematopoyética de las hPSC107. 
 
La figura 9 muestra un esquema representativo y comparativo del desarrollo 
hematopoyético en embriones de ratón y embriones humanos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 9. Desarrollo de la hematopoyesis embrionaria en ratón y humano. A. Estadios de la 
hematopoyesis embrionaria en ratón. Comienza a día E7.0-7.5 en el saco vitelino, continua en la 
AGM y en la placenta y finaliza en el hígado fetal y la médula ósea. B. Etapas de la 
hematopoyesis embrionaria en humano. Comienza en torno al día 17 de gestación en el saco 
vitelino, continuando en la AGM y en la placenta con la formación de las HSC primitivas que 
completan su maduración en el hígado fetal y en la médula ósea. Adaptada de Luis et al.

108
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Baron et al.
109 
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2.2. Desarrollo hematopoyético adulto  

 

2.2.1 Homeóstasis y quiescencia de las HSC 

Las HSC producidas durante el desarrollo embrionario colonizan la medula ósea y se 
encargan de mantener la homeostasis del sistema hematopoyético a lo largo de la vida 
del individuo. La homeóstasis del tejido requiere de la presencia de las HSC con 
capacidad de auto-renovación y diferenciación, pero algunas de ellas permanecen en 
un estado durmiente o de quiescencia. El estado de quiescencia es fundamental para 
el desarrollo de las células hematopoyéticas definitivas, además de proteger a las HSC 
de adquirir mutaciones que provoquen su conversión a células malignas97, 110. 
Estudios recientes han demostrado que la quiescencia de las HSC está regulada por 
una compleja red de factores celulares intrínsecos y extrínsecos que responden a 
determinadas situaciones de estrés. Además se ha identificado una heterogeneidad 
funcional dentro de las poblaciones de HSC inactivas97, 111 (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Estado de quiescencia y activación de las HSC. Factores intrínsecos y extrínsecos 
controlan el estado de quiescencia y activación de las HSC para su auto-renovación y diferenciación a 
células hematopoyéticas maduras111

. 

 

Los factores intrínsecos que regulan la quiescencia son reguladores moleculares de la 
progresión del ciclo celular y diversos factores transcripcionales. El remodelador de la 
cromatina SATB1 (del inglés, Special AT-rich sequence-Binding protein 1) y PU.1 se 
encargan de regular diversos genes del ciclo celular112-113. La entrada en quiescencia 
de las HSC en el desarrollo postnatal temprano está controlada por el factor de 
transcripción C/EBPa. Estudios en ratón, han determinado que una alta expresión de 
C/EBPa regula la transición de las HSC primitivas en proliferación al estado de 
quiescencia de las HSC definitivas durante el desarrollo114.  
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Los factores extrínsecos que controlan el estado durmiente de las HSC se encuentran 
en el nicho. El nicho es el microambiente especializado dónde residen las HSC y está 
constituido por componentes celulares y humorales que regulan el destino de las HSC. 
Varios estudios de imagen sugieren que la localización de las HSC dentro de la 
médula ósea no es aleatoria. Éstas se ubican en la proximidad del hueso y están 
asociadas con las arteriolas circundantes y las células del estroma perivascular115. 
Estos datos sugieren que las HSC con diferentes capacidades proliferativas pueden 
crear compartimentos que permitan una asociación eficiente con sus respectivos 
nichos en la médula ósea116. Otros factores extrínsecos a considerar son el TGFβ (del 
inglés, Transforming Growth Factor beta) que regula la quiescencia de las HSC 
durante la hematopoyesis y el CKI p57 (del inglés, Cyclin-dependent Kinase Inhibitor), 
mediador de TGFβ y responsable de la reversión del ciclo celular117. 

 

2.2.2. Jerarquía de la hematopoyesis adulta 

Durante décadas, la hematopoyesis adulta ha sido descrita como una jerarquía celular 
mantenida por las HSC que se auto-renuevan y residen en el ápice de su estructura 
piramidal. Por debajo de las HSC, se encuentran las LT-HSC (del inglés, Long Term 

HSC), las ST-HSC (del inglés, Short Term HSC) y los progenitores multipotentes 
(MPP, del inglés Multipotent Progenitors). A continuación, encontramos los 
progenitores oligopotentes y unipotentes, con una vida media más corta y quedando 
restringidos a más de 10 tipos celulares sanguíneos. A partir de la generación de los 
MPP, surgen dos linajes, el linaje mieloide llevado a cabo por el progenitor mieloide 
común (CMP, del inglés Common Myeloid Progenitor) y el linaje linfoide marcado por 
el progenitor linfoide común (CLP, del inglés Common Lymphoid Progenitor)91, 118.    

En la diferenciación mieloide, destacan el progenitor bipotente granulocito-monocito 
(GMP, del inglés Granulocyte-Monocyte Progenitor) que generará granulocitos 
(basófilos, neutrófilos y eosinófilos) y monocitos, y el progenitor bivalente 
megacariocito-eritroide (MEP, del inglés Megakaryocyte-Erythroid Progenitor) que 
producirá plaquetas y glóbulos rojos, siendo éstas las células predominantes del 
sistema hematopoyético. En la diferenciación linfoide, el progenitor multilinfoide (MLP, 
del inglés Multilymphoid Progenitor) genera las células T, B y NK  (del inglés, Natural 

Killers). Además, hay un linaje que surge de los progenitores CMP y CLP que originará 
las células dendríticas91, 118. 

La figura 11 muestra un esquema de la jerarquía clásica del desarrollo de las HSC118 
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Figura 11. Modelo clásico de la jerarquía del sistema hematopoyético adulto. Adaptada de Passegué 

et al.
118 

 

Diversos estudios en los últimos años desafían la jerarquía clásica de diferenciación 
de las HSC119-121. Estos datos sugirieron un modelo de consorcio de HSC con ligeras 
variaciones en la diferenciación a sus linajes definitivos.  En este modelo, todas las 
HSC se usarían para la producción de células sanguíneas, generando todos los tipos 
de células en la progenie diferenciada pero con un sesgo hacia linaje mieloide o 
linfoide120, 122. Alternativamente, se ha propuesto un nuevo modelo especulativo que 
agrupa varias observaciones entre los modelos anteriores. En este modelo se propone 
que las HSC se establecen temprano durante el desarrollo embrionario y podría haber 
varias poblaciones de HSC en diferentes nichos. Estas células podrían generar 
progenitores de vida media larga que formarían uno o pocos linajes de células. 
Algunos de estos progenitores, de gran flexibilidad, podrían revertir a un estado más 
primitivo en condiciones de estrés o diferenciarse hacia linaje específico. Este modelo 
es consistente con la existencia de HSC con tendencia megacariocítica y progenitores 
multipotentes de tendencia linfoide, además de con el sesgo de diferenciación 
causado con el envejecimiento122-123. Para probar la posible existencia de este modelo 
se requieren más experimentos. 

La figura 12 agrupa los diferentes modelos que se han propuesto para describir el 
desarrollo hematopoyético. 
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Figura 12. Modelos propuestos de hematopoyesis humana. En la jerarquía tradicional, las HSC 
originan progenitores oligopotentes que mediante la formación de progenitores de linaje específico se 
generan las células hematopoyéticas definitivas. En el modelo consorcio, un conjunto de HSC con 
propiedades diferentes generan progenitores con un potencial restringido. En el modelo especulativo, las 
células madre son células de reserva que ocasionalmente generan progenitores con restricción de linaje. 
Adaptada de Goodell et al.

124 

 

Posteriormente a estos modelos, surgió un estudio más actual que apoya la visión 
compleja del sistema hematopoyético humano. Mediante aislamiento celular y ensayos 
funcionales del cultivo de HSC purificadas de hígado fetal, sangre de cordón umbilical 
y medula ósea de adultos, se demuestra que la jerarquía hematopoyética cambia a lo 
largo del desarrollo del individuo. En hígado fetal la mayoría de los progenitores son 
oligopotentes mientras que en medula ósea son unipotentes. El modelo redefinido que 
surge tras este estudio se compone de dos niveles: el nivel superior, compuesto por 
HSC y progenitores multipotentes que formarán megacariocitos y el nivel inferior, 
compuesto por progenitores unipotentes comprometidos a la formación de eritrocitos, 
células mieloides y linfoides122 (Figura 13). Además, la aparición del linaje 
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megacariocítico en hígado fetal se lleva a cabo en el compartimento formado por las 
HSC, mientras que en medula ósea se producen casi exclusivamente a partir del 
compartimento multipotente122,125. Esta visión refuerza datos anteriores que indicaban 
que las HSC más primitivas están pre-dirigidas al linaje megacariocítico en medula 
ósea en ratones126.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Modelo redefinido del sistema hematopoyético adulto. Este modelo prevé un cambio en la 
jerarquía celular clásica, originando un nivel multipotente con la formación del linaje megacariocítico y un 
nivel oligopotente con la formación de los linajes eritroides, mieloides y linfoides. Adaptada de Notta et 

al.
122 

 

2.3. Regulación del desarrollo hematopoyético embrionario 

El desarrollo del sistema hematopoyético embrionario está controlado a nivel 
transcripcional por una red compleja de TF y efectores de diversas rutas de 
señalización. Estos factores se encargan de regular el mantenimiento y la expansión 
de las HSC, además de su especificación a los diferentes linajes celulares que 
componen el organismo97, 127. 

Tanto la especificación de las HSC durante el desarrollo embrionario como su 
posterior compromiso hematopoyético están controlados a nivel molecular por 
diferentes TF. La correcta determinación de los ejes corporales, las capas germinales 
primarias y la compartimentalización del mesodermo en órganos y tejidos son 
requisitos necesarios para la especificación hematopoyética. Tanto la hematopoyesis 
primitiva como la definitiva están controladas por diversos TF127. La regulación del 
sistema hematopoyético embrionario ha sido más estudiada en el modelo de ratón, lo 
que nos ha permitido extrapolar y ampliar nuestro conocimiento sobre el control 
molecular de la hematopoyesis en humanos. 
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2.3.1. Regulación transcripcional de la hematopoyesis primitiva.  

La hematopoyesis primitiva está regulada en gran medida por Gata1 y Pu.1. Estas 
proteínas se antagonizan entre sí a través de una interacción física directa que reprime 
programas de linaje alternativos, como son el linaje primitivo eritroide y mieloide. 
Gata1 es un regulador clave del desarrollo eritroide promoviendo su diferenciación e 
inhibiendo la formación del linaje mieloide. En cambio, Pu.1 es un regulador esencial 
del linaje mieloide, originando macrófagos y granulocitos128-129 (Figura 14). 

 
 

 

 

Figura 14. Esquema representativo de la regulación transcripcional ejercida por Gata1 y Pu.1 en la 

hematopoyesis primitiva embrionaria. Adaptada de Rieger and Schroede130
. 

 

2.3.2. Regulación transcripcional de la hematopoyesis definitiva. En el desarrollo de la 
hematopoyesis definitiva están implicados un gran número de factores intrínsecos y 
extrínsecos que regulan el desarrollo y mantenimiento de las HSC. La formación del 
mesodermo precisa de la señalización conjunta de Nodal, Bmp4, Notch y Wnt. La 
especificación del mesodermo y de las otras capas germinales se integra en el diseño 
dorso-ventral y antero-posterior131. La especificación de las HSC depende de este 
diseño, ya que la aorta dorsal 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 la secreción de antagonistas, 
mientras que ligandos de Wnt y Bmp4 cooperan para especificar el mesodermo 
ventro-posterior131-133. La fase previa a la formación de las HSC es el desarrollo del 
endotelio hemogénico que yace en la parte ventral de la aorta dorsal primitiva, la cual 
expresa el receptor de VEGF (del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor), KDR 
(también conocido como FLK1 o VEGFR2). Tanto VEGF como su receptor KDR 
regulan la vasculogénesis (desarrollo de los vasos sanguíneos a partir de células 
endoteliales progenitoras durante la embriogénesis temprana) y la angiogénesis 
(formación de vasos sanguíneos nuevos a partir de los vasos pre-existentes en una 
etapa posterior)131, 134. Una vez que se establece el ambiente estromal, se requiere de 
las vías de Shh (del inglés, Sonic hedgehog) y VEGFa para la especificación arterio-
venosa y de las HSC. Ambas señales regulan la convergencia del hemangioblasto en 
la placa lateral del mesodermo, además de controlar la activación de Notch en el 
endotelio135.  

La vía de Notch está involucrada en la formación temprana del tronco vascular de los 
vertebrados, incluyendo la aorta dorsal que contiene el endotelio hemogénico. La 
señalización de Notch es esencial para la maduración del endotelio arterial del cual 
derivan las HSC. Además, es clave en la especificación de linaje de las HSC136-137. 
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Notch1, receptor de Notch, es crítico para el desarrollo hematopoyético definitivo y se 
encuentra situado por encima de Runx1138. Tanto Runx1 como su compañero CBFβ 
son necesarios para el establecimiento del programa hematopoyético definitivo139-141. 
La deleción condicionada de Runx1 en células endoteliales de ratón ha demostrado 
que el requerimiento de Runx1 en la vasculatura es fundamental para la generación de 
las HSC142. Su expresión está muy relacionada con el proto-oncogen c-Myb, ya que 
ambos comienzan a expresarse en la pared ventral de la aorta dorsal, a día E8.5 en 
embriones de ratón141.  

Por otro lado, se ha identificado un gran número de TF que juegan un rol crucial en la 
especificación de las HSC durante el desarrollo hematopoyético embrionario. En el 
desarrollo del hemangioblasto intervienen un conjunto de TF que coordinan tanto la 
diferenciación endotelial como hematopoyética. En la formación del hemangioblasto a 
partir del mesodermo destaca Etv2. Etv2 actúa por debajo de la señalización de Bmp4, 
Wnt y Notch. Comienza a expresarse en el desarrollo del mesodermo y marca una 
subpoblación de células mesodérmicas Flk1+ con un potencial endotelial y 
hematopoyético131, 143.  

A continuación, la expresión de Tal1/Scl marca el compromiso del hemangioblasto 
hacia el endotelio hemogénico. Scl es un regulador clave, ya que empieza a 
expresarse en el hemangioblasto y mantiene su expresión durante el desarrollo del 
endotelio hemogénico y de las HSC144-145. La expresión de Scl está regulada por 
varios factores que potencian la hematopoyesis. Scl forma un complejo transcripcional 
con Gata2 y Lmo2 que se encuentra estabilizado por la acción de Ldb1. Durante la 
diferenciación hematopoyética, este complejo induce la expresión de Runx1146. Gata2 
se expresa antes de que aparezcan las primeras HSC y parece ser que ejerce un 
papel esencial en la especificación hematopoyética147. Gata2 tiene 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 
etapa de gestación, mientras que los heterocigotos simples son viables con un 
fenotipo hematopoyético menor148. El factor de transcripción Erg es crítico para el 
mantenimiento temprano pero no para la especificación de las HSC definitivas ya que 
su deleción resulta en una perdida rápida de las HSC. Se piensa que actúa como un 
regulador por encima de Scl, Gata2 y Runx1148-149. 

En la especificación del endotelio hemogénico también están implicados varios TF. 
Entre estos factores clave, se encuentran HoxA3 y Runx1 que regulan el balance entre 
la diferenciación endotelial y hematopoyética. HoxA3 es un regulador positivo de la 
especificación endotelial del endotelio hemogénico. Se encarga de mantener la 
expresión de los genes endoteliales durante el desarrollo hematopoyético embrionario. 
Por otro lado, Runx1 ejerce una acción represiva directa sobre HoxA3. Runx1 induce 
la expresión de una cascada de TF hematopoyéticos, mediante la represión de los 
genes endoteliales150. 

 

La figura 15 representa un esquema de la especificación de las HSC definitivas a partir 
del mesodermo durante el desarrollo hematopoyético embrionario.  
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Figura 15. Genes implicados en la especificación de las HSC definitivas a partir del mesodermo 

durante la hematopoyesis embrionaria. Las HSC definitivas derivan del mesodermo Flk1+. Etv2 media 
la formación del hemangioblasto a partir del mesodermo, mientras que Scl regula el desarrollo del 
endotelio hemogénico. La especificación del endotelio hemogénico a células hematopoyéticas o 
endoteliales es dependiente de la expresión antagónica de Runx1 y HoxA3. HoxA3 induce la formación de 
células endoteliales, mientras que Runx1 activa la diferenciación a células hematopoyéticas. Adaptada de 
Wilkinson et al.

151 

 

Una vez generado el endotelio hemogénico, de él se originarán las primeras HSC 
como comentamos anteriormente en un proceso denominado EHT. Se estima que en 
torno al día E11.5 existe únicamente una HSC por AGM. La expansión de las HSC 
tempranas es una fase crítica para la formación de una población lo suficientemente 
grande como para mantener la hematopoyesis a lo largo de la vida de un organismo. 
Esta capacidad de proliferación es característica de las HSC fetales a diferencia de las 
adultas, que mantienen el tamaño de la población. Sox17 es un TF que se expresa 
exclusivamente durante la hematopoyesis fetal y neonatal, y desaparece en las HSC 
adultas152. En los últimos años, se ha observado que Sox17 es necesario para la 
especificación del endotelio hemogénico pero se requiere que su expresión disminuya 
para la EHT, ya que reprime la activación de Runx1 y Gata2 necesaria para la 
formación de las HSC153. De manera similar, se ha demostrado que Sox7 marca la 
especificación del endotelio hemogénico al bloquear la etapa EHT y promover la 
formación endotelial154-155. Sox7 interactúa físicamente con Runx1 impidiendo la 
activación de la diferenciación a células hematopoyéticas por parte de Runx1156. 
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La figura 16 muestra un esquema representativo de la regulación de los TF más 
importantes durante el desarrollo de la hematopoyesis embrionaria definitiva. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16. Regulación del desarrollo hematopoyético embrionario. Establecimiento del nicho estromal 
por la señalización de Nodal, Bmp y Wnt. Una vez establecido el ambiente estromal, Shh induce la 
expresión de Vegf por las células estromales. Esta señalización activa la vía de Notch1 en los precursores 
hematopoyéticos. Posteriormente, Nocth1 induce la transcripción del complejo formado por Scl-Gata2-
Lmo2-Ldb1 que a su vez activa la expresión de Runx1, imprescindible para la formación de las células 
hematopoyéticas157. 

 

2.4. RUNX1 en la hematopoyesis 

De todos los TF implicados en el desarrollo de la hematopoyesis descritos 
anteriormente, RUNX1 destaca por encima del resto ya que posee una función crítica 
durante la etapa EHT y posteriormente también es esencial para completar el 
desarrollo hematopoyético. 

RUNX1, también conocido como AML1 (del inglés, Acute Myeloid Leukemia 1), CBFα2 
(del inglés Core Binding Factor α2) o PEPBP2αB (del inglés Polyomavirus enhancer 

binding protein 2 αB) pertenece a la familia de factores de transcripción Runt (CBF). La 
proteína Runt fue descubierta por primera vez en 1985 por el Dr. Gergen en embriones 
de Drosophila, está codificada por el gen runt y se requiere para la segmentación 
normal, determinación sexual y neurogénesis durante la embriogénesis de 
Drosophila158-159. La denominación de AML1 se debe al descubrimiento de su 
secuencia génica en un paciente humano con leucemia mieloide aguda (AML, del 
inglés Acute Myeloid Leukemia) positiva para t(8;21)160. 
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Además de RUNX1, existen otros dos genes RUNX en ratones y humanos: RUNX2 y 
RUNX3. RUNX2 es necesario para el desarrollo óseo161-162 y RUNX3 es esencial para 
el desarrollo gastrointestinal y neural163-165.  

 

2.4.1. Organización genómica e isoformas de RUNX1 

En humanos, el locus RUNX1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 21 en la 
posición 22.12, se expande en torno a 261 kb y está compuesto por 12 exones.  Su 
expresión está regulada por dos promotores, el promotor distal o P1 y el promotor 
proximal o P2 separados por 160 kb (Figura 17A). Mediante el uso diferencial de estos 
dos 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 
componen166-167. Todas las isoformas presentan el dominio Runt localizado en el 
extremo N-terminal. Este dominio de 128 aminoácidos, también conocido como RHD 
(del inglés, Runt Homology Domain) 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 al complejo CBFβ (del inglés, Core 

Binding Factor β) que incrementa 10 veces su afinidad por el ADN141. 

De los múltiples transcritos o isoformas que se generan a partir del locus RUNX1, las 3 
isoformas proteicas más estudiadas son RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. Estas 
isoformas se expresan de forma diferencial durante el desarrollo embrionario y en la 
hematopoyesis adulta (Figura 17B). RUNX1a con 250 aminoácidos y RUNX1b con 453 
aminoácidos son transcritas desde el promotor P2, presentan 5 y 6 exones 
respectivamente. Ambas isoformas proteicas comparten el extremo N-terminal pero 
difieren en su extremo C-terminal. RUNX1a carece de dominios reguladores de la 
transcripción (TAD, del inglés TransActivation Domain) presentes en el extremo C-
terminal común en RUNX1b y RUNX1c168-169. El TAD se une a un gran número de 
proteínas de activación y represión que modulan la compleja actividad transcripcional 
de estas isoformas proteicas. Además, contiene un motivo evolutivamente conservado, 
el motivo VWRPY que interacciona con una familia de genes co-represores de unión al 
ADN implicados en diferenciación hematopoyética, el homólogo en mamíferos 
Groucho o TLE1170. RUNX1c presenta 480 aminoácidos y es transcrita por el promotor 
P1, contiene 8 exones y produce una proteína que es idéntica a RUNX1b, excepto por 
los primeros 32 aminoácidos de su extremo N-terminal, codificados por los exones 1 y 
2168-169 (Figura 17C). 
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Figura 17. Estructura génica e isoformas del locus RUNX1. 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 Nucleotide171. B. Composición exónica de las tres isoformas principales de RUNX1

171. C. 
Diagrama de las tres principales variantes proteicas de RUNX1 y su número de aminoácidos. En verde la 
porción única de RUNX1a y en rojo la porción única de RUNX1c. Adaptada de Van der Kouwe and 
Staber172.  

 

RUNX1 posee otros dominios proteicos que permiten su interacción con otras 
proteínas nucleares para regular la transcripción de sus genes diana. RUNX1 contiene 
una señal de localización nuclear en su extremo C-terminal que ayuda en la activación 
transcripcional173. Al final del extremo C-terminal se encuentra el motivo VWRPY que 
media la actividad represora de RUNX1 dependiente de Groucho/TLE170. RUNX1, 
además de interaccionar con el complejo CBFβ, interacciona con numerosos TF y co-
reguladores transcripcionales mediante el dominio Runt. RUNX1 y Ets1, mediante su 
interacción, coordinan la actividad transcripcional del receptor de células T174. Se ha 
reportado que RUNX1 interacciona con GATA1175-176 y con FLI1177 para llevar a cabo 
la diferenciación a megacariocitos y con PU.1178-170 y con CEBPα178, 180 para activar 
genes de diferenciación mieloide, entre otros181-183 (Figura 18).  

A 

C 

B 
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Figura 18. Dominios proteicos de RUNX1 y sus compañeros de interacción. Se muestra la isoforma 
RUNX1b con los dominios principales en la parte superior y los compañeros de interacción en la parte 
inferior171

.  

Además de todos estos niveles de regulación e interacciones proteína-proteína, 
existen una serie de modificaciones post-transduccionales, como fosforilación184, 
ubiquitinación185 y metilación186 que también regulan la función de RUNX1. 

 

2.4.2. RUNX1 en la hematopoyesis embrionaria 

Como hemos explicado anteriormente, la hematopoyesis embrionaria se divide 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 los EMP, seguida de los progenitores linfoides en el saco vitelino, la placenta a 
E9.0 y las HSC a E10.5 en la AGM y arterias vitelina y umbilical92, 95, 100, 187. 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 del embrión y precede la aparición de 
los progenitores hematopoyéticos definitivos y las HSC. 
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 Runx1 en la hematopoyesis primitiva. Durante la hematopoyesis primitiva, 
ratones deficientes en Runx1 no producen macrófagos ni sus progenitores in 

vivo, al igual que ocurre con la diferenciación hematopoyética in vitro a partir de 
mESC188-189. En cambio, los megacariocitos y eritrocitos primitivos pueden 
formarse en ausencia de Runx1, aunque su desarrollo normal se ve afectado 
por la ausencia de Runx1. Embriones deficientes en Runx1 producen un 
número de colonias eritroides primitivas comparables a los controles de la 
camada y no parecen anémicos189-191. Por otra parte, análisis más detallados 
muestran que una proporción de eritrocitos primitivos presentan morfología 
anormal y una reducida expresión del marcador eritroide Ter119 y los TF 
eritroides Klf1 y Gata1, además de una maduración defectuosa de estos 
eritrocitos. A pesar de estas anormalidades, los eritrocitos primitivos deficientes 
en Runx1 muestran una función normal, con niveles normales de 
hemoglobinización190. Runx1 tampoco se requiere para la formación de 
megacariocitos diploides primitivos, aunque su número de producción y de 
formación de plaquetas es más bajo en embriones deficientes en Runx1

191
.  

 

 Runx1 en la hematopoyesis definitiva. Durante la hematopoyesis definitiva los 
EMP, los progenitores linfoides y las HSC se diferencian a partir del endotelio 
hemogénico y su formación depende estrictamente de Runx1 y de su 
heterodímero CBFβ100-103, 141-142. Como ya se ha reportado anteriormente, 
Runx1 tiene un papel crítico en la etapa EHT, suprimiendo el programa 
transcripcional endotelial y activando la formación de las HSC definitivas a 
partir del endotelio hemogénico142, 189. Runx1 se encuentra expresado en todas 
las células hematopoyéticas adultas de ratón, a excepción de los eritrocitos 
maduros192. 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 todas las células hematopoyéticas 
definitivas193-194.  
 
Además, las células hematopoyéticas están involucradas en la remodelación 
vascular durante la embriogénesis y expresan Vefg y Angiopoyetina-1 (Ang-1), 
factores de crecimiento vascular que promueven el desarrollo y la maduración 
de los vasos sanguíneos195. El análisis de la vasculatura en embriones 
deficientes en Runx1 reveló una disminución de la vasculatura en la cabeza, en 
el pericardio y en la arteria vitelina del saco vitelino. Por tanto, estos resultados 
sugieren que los defectos vasculares en embriones de ratón deficientes en 
Runx1 se deben a la pérdida de células hematopoyéticas definitivas que 
expresan Ang-1196. Modelos más refinados de deleción condicional 
demuestran que la deleción de Runx1 en células endoteliales VE-cadherin+ 
(del inglés, Vascular Endothelial-cadherin) bloquea por completo la formación 
de EMP y HSC, confirmándose que Runx1 es necesario para la EHT142. Sin 
embargo, la deleción de Runx1 en células hematopoyéticas que expresan Vav1  
no interrumpe la formación de los EMP ni las HSC, aunque sí se detectan 
defectos en linajes específicos como el linfoide o el megacariocitico142,197. Por 
tanto, Runx1 es necesario para la etapa EHT pero no después. 
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Estudios posteriores demuestran que Runx1 es requerido en distintos 
momentos del desarrollo embrionario y en el endotelio hemogénico para la 
formación de los EMP y las HSC. A día E10.5 la mayoría de los EMP ya se han 
diferenciado a partir del endotelio hemogénico y la deleción de Runx1 hasta 
ese momento, no después, afecta negativamente al número de EMP.  
En cambio, la deleción de Runx1 entre los días E10.5-11.5 no tiene 
consecuencias en los EMP aunque elimina completamente las HSC en la AGM 
y en la arteria umbilical y vitelina198.  
El requerimiento temporal y separado de Runx1 para la formación de los EMP 
y de las HSC es consistente con el hecho de que estas poblaciones celulares 
son detectadas por primera vez en distintos momentos del desarrollo 
hematopoyético embrionario199.  
 
Por otra parte, una haploinsuficiencia en Runx1 resulta en un cambio dramático 
en la distribución espacial y temporal de las HSC, apareciendo más temprano 
de lo habitual en el saco vitelino (E10.0) y con una terminación prematura a 
partir de la AGM200.  
 
A partir de día E14.5 la expresión de Runx1 desaparece en las células 
endoteliales y termina de disiparse en los clústeres hematopoyéticos de las 
arterias principales. Las células que nacieron en las arterias se liberan a la 
circulación y colonizan el hígado fetal y el timo200-201.  
 
Al contrario de lo que ocurre con un déficit en Runx1, la hematopoyesis 
definitiva no queda completamente bloqueada en ausencia de CBFβ.  
Varios estudios sugieren que la unión de baja afinidad al ADN por parte de 
Runx1 en ausencia de CBFβ es suficiente para iniciar la hematopoyesis 
definitiva, pero no para completarla y evitar la letalidad del embrión entre los 
días E.11.5-13.5203-204. 

 

La figura 19 muestra las diferentes oleadas de la hematopoyesis embrionaria y 
los lugares de expresión de Runx1, además de los progenitores 
hematopoyéticos que dependen de la expresión de Runx1.  

 

 

 

 

 

 

 



69 INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Oleadas de aparición de las células hematopoyéticas y los sitios de expresión 
de Runx1. El diagrama muestra las diferentes etapas/oledas durante la hematopoyesis 
embrionaria de ratón. La línea naranja muestra las células de las diferentes oleadas con 
expresión dependiente de RUNX1 y la línea gris las células que no dependen de la expresión de 
RUNX1 para su formación. U: arteria umbilical y V: arteria vitelina. Adaptada de Tober et al.

198 

  

También se ha investigado la implicación de las isoformas principales durante 
el desarrollo embrionario del sistema hematopoyético. Se han creado ratones 
transgénicos con genes reporteros bajo el control del promotor P1 
(principalmente isoforma Runx1c) o P2 (isoformas Runx1a y Runx1b) y se ha 
analizado su expresión a lo largo del desarrollo embrionario. Ambos modelos 
muestran la activación del promotor P2 en etapas tempranas del desarrollo, 
expresándose en primer lugar en eritrocitos primitivos, antes que la activación 
del promotor P1. Este promotor se activa transcripcionalmente en torno a la 
formación de las primeras HSC y va ganando importancia relativa con respecto 
a P2, que comienza a reprimirse hasta que finalmente solo se detecta P1 en 
las HSC adultas205-206. Sin embargo, en pez cebra los patrones de expresión 
son contrarios, siendo P1 el primer promotor en activarse en los EMP, mientras 
que P2 se activa más tarde y está localizado en HSC207. Por otro lado, en 
estudios de diferenciación a células hematopoyéticas a partir de hESC las 
isoformas proteicas RUNX1a y RUNX1b se expresaron consistentemente a lo 
largo de la diferenciación hematopoyética, mientras que la isoforma RUNX1c 
solo se expresó en el momento de la aparición de las HSC definitivas. Estos 
resultados sugirieron que la isoforma RUNX1c puede ser importante para la 
especificación o función de las HSC definitivas169. Estos resultados reflejan 
diferencias inherentes en la regulación de los promotores entre distintas 
especies. 
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2.4.3. RUNX1 en enfermedades hematológicas 

En humanos, el locus RUNX1 está involucrado en varias translocaciones 
cromosómicas desencadenantes de leucemias mieloides. En 1991, se identificó la 
primera translocación cromosómica que afectaba a RUNX1 derivando en AML, 
RUNX1-ETO (también conocida como RUNX1-RUNX1T1, AML1-MTG8 o RUNX1-

CBFA2T1) mediante la fusión de los cromosomas 8 y 21 t(8;21)208. Además de la 
t(8;21), podemos encontrar más de 50 translocaciones que afectan a RUNX1, pero las 
más comunes son TEL-RUNX1 (conocida también como ETV6-RUNX1) involucrando 
a los cromosomas 12 y 21 t(12;21) y RUNX1-EVI1 (también conocida como RUNX1-

MECOM) que afecta a los cromosomas 3 y 21 t(3;21)209-210 (Figura 20). TEL-RUNX1 
es la anomalía cromosómica más común en niños con leucemia linfoblástica aguda 
(ALL, del inglés Acute Lymphoblastic Leukemia), ocurre durante la diferenciación de 
las células B originando blastos leucémicos que bloquean el desarrollo de células B209. 
RUNX1-ETO y RUNX1-EVI1 consisten en la pérdida de función de RUNX1, por lo que 
reprimen genes específicos del linaje mieloide y terminan originando leucemias208, 210. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Esquema de las translocaciones más frecuentes de RUNX1 que implican fusión de 
proteínas. RUNX1-CBFA2T1 implica la fusión del RHD de RUNX1 y las cuatro regiones de homología 
(NHR1-4) de CBFA2T1. ETV6-RUNX1 implica la fusión del N-terminal de ETV6 con casi toda la proteína 
RUNX1. RUNX1-MECOM implica la fusión del RHD de RUNX1 con una o ambas proteínas, MDS1 y EVI1. 
Adaptada de Sood et al.

211 

 

Además, se han identificado mutaciones somáticas y germinales que afectan a 
RUNX1 y desencadenan en leucemias mieloides. La primera mutación puntual en 
RUNX1 que ocasiona leucemia se identificó en 1999212. A partir de ese momento, 
diversos estudios posteriores documentaron mutaciones somáticas frecuentes  en 
RUNX1 involucradas en MDS, AML, ALL y leucemia mielomonocítica crónica (CMML, 
del inglés Chronic Myelomonocytic Leukemia)213-215. Mutaciones de RUNX1 en la línea 
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germinal causan trastornos plaquetarios familiares con neoplasia mieloide asociada 
(FPDMM, del inglés Familial Platelet Disorder with Associated Myeloid Malignancy)216.  

Todos estos estudios sugieren que RUNX1 juega un papel muy importante en el 
desarrollo de células leucémicas, incluso en la supervivencia de estas células217.  

 

2.5. Generación de HSC a partir de hPSC 

El trasplante de HSC es la terapia celular más utilizada en la clínica para tratar las 
enfermedades hematológicas. Sin embargo, las limitaciones para la obtención de HSC 
de diferentes fuentes (médula ósea, sangre periférica o cordón umbilical) y la 
incapacidad para expandir eficientemente HSC ex vivo restringen su aplicación clínica. 
La investigación y el desarrollo de nuevas tecnologías para la generación, expansión y 
mantenimiento de HSC trasplantables in vitro son esenciales para las futuras 
aplicaciones clínicas218-220. El empleo de hPSC para generar células sanguíneas de 
forma ilimitada con fines terapéuticos suscitó un gran interés en el ámbito de la 
investigación y la medicina desde su descubrimiento. Desde el primer estudio de 
diferenciación de hESC a células hematopoyéticas por el Dr. Kaufman en 2001221, se 
han desarrollado numerosos estudios basados en hPSC para generar células 
hematopoyéticas humanas funcionales. 

Para llevar a cabo diferenciaciones hematopoyéticas derivadas de hPSC hay que 
rememorar el proceso de embriogénesis para intentar mimetizar todas las etapas del 
desarrollo hematopoyético in vitro. Para generar células hematopoyéticas a partir de 
hPSC se han llevado a cabo dos estrategias de diferenciación, una primera que 
consiste en el co-cultivo de hPSC con células estromales en medios de cultivo en 
presencia de suero222-224 y una segunda que se basa en el cultivo y diferenciación de 
hPSC en condiciones definidas225-227. La primera estrategia presenta algunas 
limitaciones que impiden controlar el proceso de diferenciación al completo, debido a 
los factores que se liberan al medio de cultivo, procedentes de las células estromales o 
del suero. En cambio, la segunda metodología es más reproducible y permite un mejor 
control del proceso de diferenciación. Aun así, ambas estrategias se han usado 
ampliamente para generar células hematopoyéticas derivadas de hPSC.  

Otra técnica ampliamente desarrollada en las diferenciaciones hematopoyéticas in 

vitro derivadas de hPSC es la formación de EBs que mimetizan el desarrollo de las 
tres capas germinales del embrión, su formación varía desde su generación 
espontánea228 hasta la técnica de spin-EB229-230 y la formación de EBs 
colgantes/hanging-drop EB

231
.  

Las células estromales más empleadas en co-cultivo con las hPSC a lo largo de los 
estudios de diferenciación hematopoyética han sido las células OP9 de médula ósea 
ratón225-227

, células estromales derivadas de la AGM232, de hígado fetal232 y células 
S17 de médula ósea233.  

Por otra parte, la exposición de hPSC a factores de crecimiento y citoquinas 
reguladoras durante el proceso de diferenciación promueve la generación de células 
hematopoyéticas. Los factores de crecimiento VEGF, FGF2, TGFβ y RA regulan la 



INTRODUCCIÓN 

Hematopoyesis 
72 

 

transición de células endoteliales CD31+ derivadas de hESC a células 
hematopoyéticas CD43+ 234-235. Una inhibición de la señal TGFβ promueve la 
producción de células progenitoras hematopoyéticas (HPC, del inglés Hematopoietic 

Progenitor Cells) CD43+ derivadas de HEC durante la diferenciación de hESC236
. La 

manipulación de las vías Activina y Nodal altera el desarrollo embrionario in vitro de las 
hPSC. La inhibición de estas vías de señalización promueve la formación de linfocitos 
T derivada de progenitores CD34+ de hPSC237

. La presencia de BMP4, FGF2 y VEGF 
junto con la inhibición de la señalización de TGFβ promueve el desarrollo de HEC a 
partir de hPSC231, 238. TGFβ tiene un doble papel en la diferenciación hematopoyética 
y endotelial de hPSC. Por un lado, mejora el desarrollo del mesodermo temprano, pero 
por otro lado tras la inducción del mesodermo exhibe un efecto negativo sobre la 
generación de progenitores hematopoyéticos y endoteliales CD34+CD31+CD144+ 
derivados de hPSC231

. Varios estudios demuestran que la sobre-expresión del ligando 
DLL4 de la vía de NOTCH en células feeders mejora la diferenciación mieloide de 
hESCs238, mientras que la sobreexpresión en células OP9 mejora la diferenciación de 
linfocitos T en hPSC237. Además, la estimulación de DLL4 potencia la diferenciación 
hematopoyética de los HEP derivados de hESC239.  

Otra de las estrategias a seguir para mejorar la obtención de células hematopoyéticas 
a partir de hPSC es la expresión forzada de TF implicados en el proceso de 
generación de las HSC y especificación de linaje. HOXA9 se expresa en células 
progenitoras y hematopoyéticas, y su expresión ectópica en hESC promueve la 
diferenciación hematopoyética, especialmente al inducir la formación de células 
primitivas y maduras CD45+ derivadas de los HEP de hESC240.  Alternativamente, la 
adición de HOXA9, ERG, RORA, SOX4 y MYB en hPSC favorece la diferenciación a 
progenitores mieloides CD34+CD45+ con potencial multilinaje241. Un estudio de la 
función de RUNX1 en hPSC ha demostrado que, aunque las tres isoformas de RUNX1 
están sobre-expresadas durante la diferenciación de los EBs, la expresión forzada de 
RUNX1a mejora la diferenciación hematopoyética derivada de hPSC242. Nuestro grupo 
ha demostrado que RUNX1c induce la formación de HEP derivados de hESC, 
promoviendo su diferenciación a células hematopoyéticas243-244.  
Igualmente también hemos demostrado que la sobre-expresión de SCL en hESC 
acelera la formación de HEP y su consiguiente diferenciación a células 
hematopoyéticas245. Además, hemos reportado que la expresión ectópica de SCL 
regula la especificación de linaje hematopoyético, induciendo la formación de células 
de linaje megacariocítico a partir de hESC246-247.  
Estudios recientes demuestran que la expresión ectópica de GATA2 potencia el 
desarrollo y mantenimiento de las células hematopoyéticas derivadas de hESC248. 
 

La figura 21 muestra un esquema de los TF implicados en la regulación del proceso de 
diferenciación de hPSC a células hematopoyéticas. 
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Figura 21. Estrategias de generación de células hematopoyéticas a partir de hPSC. Durante la 
diferenciación hematopoyética in vitro, las hPSC se diferencian a HEC capaces de formar células 
endoteliales o HSC que posteriormente darán lugar a células hematopoyéticas. El proceso de 
diferenciación de hPSC a células hematopoyéticas está regulado por varios TF. Adaptada de Ackermann 

et al.
249 
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3. Megacariopoyesis y Trombopoyesis 

 

3.1. Megacariopoyesis 

La formación de los megacariocitos es un proceso complejo y orquestado conocido 
como megacariopoyesis que ocurre en la médula ósea. Dentro de este tejido podemos 
encontrar dos grandes ambientes o nichos con componentes celulares, composición y 
funcionalidad bien diferenciadas: el nicho osteoblástico (cercano al hueso) y el nicho 
vascular (próximo a la zona sinusoidal). Los megacariocitos son originados en el nicho 
osteoblástico a partir de las HSC. Éstas forman progenitores que se comprometen a 
linaje megacariocítico generando megacariocitos inmaduros que posteriormente 
migran al nicho vascular para completar su maduración. El proceso de maduración de 
los megacariocitos implica un incremento de su contenido de ADN por endomitosis 
(replicación del ADN sin división celular), hasta 128N, acompañado de un aumento del 
contenido citoplasmático y desaparición del núcleo polilobulado91, 250-252 (Figura 22). 

 

3.2. Trombopoyesis 

Tras una remodelación completa del citoesqueleto, los megacariocitos maduros 
extienden sus proyecciones citoplasmáticas conocidas como pro-plaquetas que 
finalmente se convertirán en plaquetas y serán liberadas al torrente sanguíneo, con 
una vida media de 7-10 días en humanos y de 4-5 días en ratón (Figura 22). Cada 
megacariocito libera miles de plaquetas al sistema circulatorio. El proceso de 
formación de las plaquetas se denomina trombopoyesis y tarda en completarse unos 5 
días en humanos y 2-3 días en ratón91, 250, 253. Se generan unas 1011 plaquetas/día 
para mantener un promedio de 3x1011 plaquetas/L en el humano254. Todo este 
proceso está regulado por una serie de hormonas, citoquinas, componentes de la 
matriz extracelular y TF91, 250. El número constante de plaquetas en circulación es una 
consecuencia del equilibrio homeostático entre su producción y su destrucción en el 
bazo por células fagocíticas como los macrófagos255. 

 

Figura 22. Biogénesis de los megacariocitos y las plaquetas en la médula ósea. Los megacariocitos 
se originan por las HSC mediante un proceso de endomitosis en el nicho osteoblástico de la médula ósea, 
migran al nicho vascular en su etapa de maduración y mediante la remodelación de su citoesqueleto 
originan las plaquetas que se liberan a la circulación sanguínea. Adaptada de Strassel et al.

256 
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3.2.1. Organización estructural de las plaquetas 

El Dr. Bizzozero describió por primera vez las plaquetas como pequeños fragmentos 
celulares que se agrupaban en un tejido lesionado y demostró que carecían de 
núcleo257. Actualmente, se describen como células dinámicas y especializadas que 
derivan de sus células precursoras, los megacariocitos. El tamaño de una plaqueta 
madura es aproximadamente de 2-4 µm de diámetro, lo que las convierte en las 
células más pequeñas del sistema circulatorio258-259. Las plaquetas, también 
conocidas como trombocitos, se caracterizan por presentar un elaborado citoesqueleto 
interno, constituido por múltiples receptores de superficie, un sistema canalicular, 
microtúbulos, mitocondrias, tres tipos de gránulos (densos, lisosomales y α) y 
depósitos de glucógeno259 (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Organización estructural de una plaqueta. Las plaquetas son fragmentos anucleados 
formados por gránulos densos, lisosomales y α, depósitos de glucógeno, mitocondrias, metabolitos, 
microtúbulos y un sistema canalicular260.  

 

3.2.2. Funciones de las plaquetas 

Las principales funciones de las plaquetas son el mantenimiento de la hemostasis, 
trombosis, inflamación e integridad vascular. Los gránulos densos contienen factores 
que potencian la activación plaquetaria, mientras que los gránulos α contiene factores 
de crecimiento y proteínas de coagulación que contribuyen a la hemostasis259, 261

. 

Bajo un estímulo específico, como un daño vascular, se produce la activación de las 
plaquetas por proteínas de la matriz extracelular, como el colágeno y el factor von 
Willebrand (vWF, del inglés von Willebrand Factor). Su morfología esférica y compacta 
se convierte en irregular presentando receptores glicoproteícos en su membrana 
(complejos GPIb-IX-V, GPIIb-IIIa y GPVI, entre otros) que ayudan a las plaquetas a 
agruparse en la zona de la herida (Figura 24).  
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El complejo GPIb-IX-V se une al vWF que interacciona con el colagéno260, al que 
también se une GPVI261 y el complejo GPIIb-IIIa se une al fibrinógeno260. Todas estas 
uniones, además de la unión a los componentes de la matriz extracelular promueven 
la activación, la adhesión y la agregación de las plaquetas259-261. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Glicoproteínas y receptores de la membrana plaquetaria. En la membrana de las plaquetas 
encontramos el complejo GPIb-IX-V que se une al factor vW, el complejo GPIa y GPIIb-IIIa de unión al 
fibrinógeno, el receptor de trombina y GPVI262.  

 

Tras la activación, las plaquetas liberan su contenido granular y los factores de 
coagulación que mejoran su activación y adhesión celular263. Los gránulos densos se 
fusionan con la membrana plaquetaria liberando ATP, ADP, 5-HT, calcio, serotonina y 
epinefrina al espacio extracelular263-264. Los α gránulos son las organelas secretoras 
más grandes de las plaquetas, actúan liberando una gran cantidad de quimioquinas 
como el factor plaquetario IV (PF4), glicoproteínas solubles como fibrinógeno y  vWF y 
proteínas como la proteína básica plaquetaria y la P-selectina que ayuda a la adhesión 
plaquetaria, entre otros263, 265. Los lisosomas contienen enzimas digestivas que actúan 
degradando proteínas y biomoléculas de todo tipo263.  
 
Tras la activación plaquetaria se lleva a cabo el proceso de coagulación, por el cual se 
originará un coágulo o trombo por acción de la trombina, que además induce el paso 
de fibrinógeno a fibrina para recubrir la zona de la herida y detener el sangrado 263, 267-

268. 
 

La figura 25 muestra un esquema del proceso de adhesión, activación y agregación 
plaquetaria ante una lesión vascular. 
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Figura 25. Representación esquemática de la adhesión, activación y agregación de las plaquetas 
ante un daño vascular. Las plaquetas se activan cuando ocurre un daño vascular, se adhieren y se 
agregan a la zona de la lesión, liberan su contenido granular junto con los factores de coagulación que 
inician la formación del trombo que recubrirá la herida junto con una red de fibrina266.  

 

3.3. El papel de la hipoxia en la megacariopoyesis 

En 1978, el concepto del microambiente especial o nicho de las HSC en médula ósea 
fue introducido por el Dr. Schofield269. El nicho de la médula ósea es un sistema 
regulador que controla la quiescencia, mantenimiento, auto-renovación y 
diferenciación de las HSC a células hematopoyéticas mediante la producción de 
factores de crecimiento y componentes de la matriz extracelular que activan una 
señalización interna para regular las funciones de las HSC270-271. Se han identificado 
dos componentes del nicho importantes para la actividad de las HSC: el nicho 
osteoblástico y el nicho vascular. El revestimiento de la superficie por los osteoblastos 
y la adhesión de las HSC al nicho osteoblástico son mecanismos moleculares críticos 
para el mantenimiento de la quiescencia de las HSC272. El nicho vascular está 
formado por las células hematopoyéticas y endoteliales y es el lugar dónde se lleva a 
cabo la proliferación y diferenciación o maduración de las HSC en circulación273-274.  

La distribución de las HSC en el nicho está estrechamente asociada con la tensión de 
O2, pero también la diferenciación a linaje megacariocítico275. La superficie del nicho 
osteoblástico presenta bajos niveles de O2, permitiendo que las HSC primitivas se 
mantengan en estado de reposo o quiescencia276. El 0.1% de O2 evita que las células 
CD34+ entren en el ciclo celular277. Además, la hipoxia aumenta el potencial de 
formación de colonias de las HPC y su potencial para diferenciarse a megacariocitos, 
el 1% de O2 promueve la proliferación de las células CD34+ y la adquisición de la 
expresión de CD41+ para la formación de megacariocitos inmaduros278. La etapa de 
maduración de los megacariocitos se desarrolla en el nicho vascular acompañada de 
un aumento de la tensión de O2, en torno a un 6% en el espacio sinusoidal dónde se 
producen las pro-plaquetas y en torno a un 8% en el vaso sinusoidal dónde serán 
liberadas las plaquetas253, 276, 279 (Figura 26).  

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

Megacariopoyesis y Trombopoyesis 
78 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 26. Formación del linaje megacariocítico en el nicho de la médula ósea.  La formación de los 
megacariocitos por las HSC ocurre en el nicho osteoblástico a bajas condiciones de O2, mientras que la 
maduración de estos ocurre en el nicho vascular con un aumento de las tensiones de O2. Adaptada de 
Chen et al.

280 

 

3.3.1. Regulación de la hipoxia 

El factor inducible por hipoxia (HIF, del inglés Hypoxia-Inducible Factor) es un 
regulador clave de la hipoxia durante el mantenimiento y diferenciación de las HSC en 
el nicho de la médula ósea. HIF1, es el principal regulador del metabolismo de las 
HSC en el nicho hipóxico de la médula ósea y forma un complejo heterodimérico α/β 
de unión al ADN281. La subunidad β (HIF-1β) no es sensible a la hipoxia, en cambio la 
subunidad α (HIF-1α) sí se ve afectada. HIF-1α es degradada por el proteosoma en 
condiciones de normoxia al ser hidroxilada282. En cambio, en condiciones de hipoxia 
se incrementa su actividad, se inhibe su hidroxilación y se produce la dimerización con 
la subunidad β281, 283. 

Además, existe otro regulador de la hipoxia en el nicho de la médula ósea, HIF-2α284. 
La actividad de HIF-1α e HIF-2α está regulada por Meis1 que induce la activación 
transcripcional de ambos en el ambiente hipóxico de la médula ósea, permitiendo así 
el mantenimiento y auto-renovación de las HSC y su supervivencia durante las bajas 
condiciones de O2

281 (Figura 27). La regulación transcripcional de HIF-1α por Meis1 
sugiere que el metabolismo anaeróbico y el aumento de la expresión de HIF-1α en las 
HSC es una característica intrínseca de las células madre. Un estudio demuestra que 
la deleción condicionada de Meis1 provoca una baja regulación por parte de HIF-1α y 
HIF-2α y una pérdida de la quiescencia y la actividad de las HSC a causa de un 
aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés Reactive 

Oxygen Species)286.  
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Figura 27. Regulación transcripcional de la hipoxia por HIF y Meis1. HIF-1α y HIF-2α activan su ruta 
de transcripción por Meis1 en condiciones de hipoxia, necesaria para el mantenimiento y diferenciación de 
las HSC en médula ósea. La activación de ROS en ausencia de Meis1 inhibe el mantenimiento de las 
HSC. Adaptada de Zhang and Sadek286.  

 

3.4. Jerarquía de la megacariopoyesis 

El modelo de jerarquía clásica del desarrollo megacariocítico implica la formación de 
los megacariocitos a partir de las HSC que originan los progenitores CLP y CMP. El 
CMP se diferencia al progenitor granulocito/monocito y al MEP, responsable de la 
generación de los megacariocitos y eritrocitos91. El proceso de diferenciación de las 
HSC hasta la generación de los megacariocitos ha sido caracterizado por la presencia 
de diversos marcadores celulares, algunos específicos de linaje. Las HSC 
(CD34+CD90+CD45RA-CD38-) originan los HPC identificados como  CD34+CD38+ que 
formarán el MEP (CD34+CD38+CD235a+IL3Rα-CD45RA-) que dará lugar al desarrollo 
del linaje eritroide y megacariocítico. El linaje megacariocítico se caracteriza por el 
desarrollo de los progenitores megacariocíticos identificados como CD34+CD41+, el 
marcador CD34+ se pierde durante la generación de los megacariocitos. Los 
megacariocitos inmaduros adquieren el marcador CD61+ además de presentar CD41+ 
(CD34-CD41+CD61+CD42) y una vez que maduran adquieren CD42+ 

(CD41+CD61+CD42+), hasta que finalmente originan y liberan las plaquetas 
identificadas con los marcadores de superficie celular CD41+CD42+ 287-288 (Figura 28). 

HSC 
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Figura 28. Marcadores celulares característicos del linaje megacariocítico desde la formación de 
las HSC. Las HSC originan los HPC CD34+CD38+ que generarán el linaje megacariocítico tras formar el 
MEP que originará megacariocitos y eritrocitos. El progenitor megacariocítico CD34+CD41+ dará lugar a 
los megacariocitos inmaduros CD41+CD61+ que tras madurar adquieren CD42+ y finalmente, formarán las 
pro-plaquetas y plaquetas CD41+CD42+ que serán liberadas al torrente sanguíneo. Adaptada de Lee et 

al.
289  

 

Recientemente, se ha propuesto un modelo redefinido del desarrollo megacariocítico 
humano, donde aparece un progenitor megacariocítico unipotente CD41+ que se 
origina a partir del CMP y desencadenará la formación de megacariocitos 
independientemente de los generados por el MEP (Figura 29)290. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Jerarquía del desarrollo megacariocítico humano. El modelo clásico propone la generación 
de megacariocitos a partir del MEP originado por el CMP. El modelo redefinido propone la existencia un 
progenitor megacaricítico unipotente (MegP) CD41+ que se desarrolla a partir del CMP y dará lugar a los 
megacariocitos juntos con el MEP. Adaptada de Miyawaki et al.

290 
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3.5. Regulación molecular de la megacariopoyesis y la trombopoyesis 

El desarrollo megacariocítico está regulado a múltiples niveles por diversas citoquinas, 
factores de crecimiento y TF.  

Un hito importante en la comprensión de los mecanismos moleculares de la 
trombopoyesis fue el descubrimiento de la trombopoyetina (TPO), el principal 
regulador de la trombopoyesis, en modelos de ratón en 1994291. TPO, junto con su 
receptor c-Mpl (también conocido como proteína MPL o TPO-R) se expresan en las 
HSC y en los progenitores que posteriormente formarán los megacariocitos (CMP y 
MEP). Durante el desarrollo megacariocítico, TPO-MPL se encargan de regular la 
supervivencia, proliferación, diferenciación y maduración de los megacariocitos para la 
correcta formación de las plaquetas292. TPO se produce constitutivamente en el 
hígado y circula por el torrente sanguíneo hasta que es secuestrada por las plaquetas 
circulantes de manera dependiente de MPL. Como resultado, la reducción en el 
recuento de plaquetas conduce a mayores niveles de TPO circulante, que estimula a 
las HSC de la médula ósea, aumentando así el número de megacariocitos, y por tanto 
de plaquetas293. La señalización de TPO comienza con la internalización del complejo 
TPO-MPL que inicia múltiples cascadas de señalización que regulan el desarrollo de 
los megacariocitos. TPO induce la fosforilación de JAK2 (del inglés, Janus Kinase) y 
de otras quinasas como MAPK/ERK y PI3K/AKT que activa los factores STAT3/STAT5 
(del inglés, Signal Transducer And Activator Of Transcription) y estos activan otros TF 
específicos de la formación del megacariocito294.  
Factores de crecimiento como SCF y varias interleuquinas como IL3, IL6 e IL11 
ayudan a la señalización de la TPO para completar el desarrollo del megacariocito295. 
Estudios en ratones deficientes en Tpo y c-Mpl reportan una reducción del número de 
HSC y por tanto una disminución drástica de megacariocitos y plaquetas296-297.  
En humanos, la pérdida de función completa de c-MPL causa un recuento plaquetario 
medio del 21x109/L o incluso por debajo, siendo el normal en individuos sanos del 150-
450x109/L. Estos datos sugieren que los pacientes sin una señalización funcional de 
TPO son capaces de generar plaquetas, pero a niveles reducidos298-299. Aunque TPO 
es un regulador crítico de la megacariopoyesis, no ejerce un papel esencial en las 
etapas finales de la formación y liberación de las pro-plaquetas.  
 

La figura 30 muestra un esquema representativo del mecanismo de regulación de la 
trombopoyesis mediado por TPO y su receptor c-Mpl. 
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Figura 30. Regulación de la trombopoyesis por la vía de señalización de TPO. TPO, producida 
principalmente en el hígado es liberada a la circulación sanguínea. En médula ósea, se une a su receptor 
c-Mpl expresado en las HSC y sus progenitores derivados. El complejo TPO-c-Mpl activa las vías 
JAK/STAT y estimula el crecimiento y maduración de los megacariocitos. Las plaquetas en circulación, 
también expresan c-Mpl en la superficie celular que se une a la TPO y la internaliza para ser degradada. 
Las plaquetas senescentes que serán eliminadas en hígado promueven la síntesis de TPO en hígado 
mediante la activación de las vías JAK/STAT. Adaptada de Zhang and Zehnder300. 
 
 
La especificación de las HSC y la diferenciación megacariocítica están coordinadas 
por la expresión temporal de varios TF. Estos TF están implicados tanto en el 
desarrollo hematopoyético embrionario como en el mantenimiento y auto-renovación 
de las HSC adultas y en la especificación del linaje megacariocítico.  
 
Estudios en ratón han identificado la vía de Notch como mediadora de la 
megacariopoyesis. La  señalización de Notch se requiere para la formación del linaje 
megacariocítico, a través de la señalización de AKT y la consiguiente supresión de 
FOXO se produce un incremento del número de CMP y MEP, y por tanto también de 
células CD41+ 301-302. Sin embargo, en humanos la activación de NOTCH inhibe la 
maduración de los megacariocitos terminales a partir de las células progenitoras 
CD34+ 303. Recientemente, se ha demostrado que la regulación negativa del receptor 
NOTCH4 por RUNX1 se requiere para el desarrollo normal de megacariocitos en 
células humanas. Específicamente, la deleción del sitio de unión a RUNX1 provoca un 
aumento de la expresión del receptor NOTCH4 y por tanto la inhibición de la 
diferenciación a megacariocitos. Además, se ha visto que la inhibición de la 
señalización de NOTCH4 por edición génica en hiPSC mejora la megacariopoyesis 
humana in vitro

304.  
 
Dos TF esenciales para la determinación de las HSC durante el desarrollo 
embrionario, pero también para la diferenciación a megacariocitos son SCL y 
RUNX1305-306. Se ha visto que la regulación ejercida por Scl es crítica para el 
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desarrollo de la megacariopoyesis en ratón307. Además, en la diferenciación de hESC 
se ha reportado el papel crítico de SCL en la especificación a linaje megacariocitico246-

247. La deleción condicionada de Runx1 en modelos de ratón muestra una maduración 
megacariocítica anormal, presentando megacariocitos de reducido tamaño y con una 
disminución significativa de la poliploidia306. El cultivo in vitro de megacariocitos 
procedentes de células madre derivadas de pacientes con mutaciones en RUNX1 
presenta una diferenciación a megacariocitos y poliploidización defectuosa308.  
 
GATA2 se requiere tanto para el mantenimiento de las HSC como para el desarrollo 
de la megacariopoyesis temprana, pero no para la maduración terminal de los 
megacariocitos309. Otro TF que regula la viabilidad de las HSC y la diferenciación a 
megacariocitos es ETV6. En modelos de ratón se ha comprobado que la deficiencia de 
Etv6 provoca defectos en la viabilidad de las HSC y un deterioro en la maduración de 
los megacariocitos310.  
 
Durante la diferenciación de las HSC a megacariocitos, diversos TF intervienen de 
forma temporal regulando las distintas etapas del desarrollo megacariocítico (Figura 
31). El primer paso del compromiso mieloide comienza a partir del CMP que requiere 
del balance de expresión de dos TF antagónicos, GATA1 y PU.1. PU.1 dirige la 
diferenciación hacia el progenitor granulocítico-monocítico y GATA1 dirige la 
diferenciación hacia el MEP para inducir la formación del linaje eritroide. Experimentos 
en ratones, han reportado la activación reciproca de Gata1 y Pu.1 para la 
especificación del linaje hematopoyético hacia el CMP o hacía el MEP311. En 
humanos, se ha demostrado de igual manera el efecto antagónico entre GATA1 y 
PU.1312. 
 
Durante el compromiso a linaje eritroide o megacariocítico a partir de la formación del 
MEP intervienen varios TF que se expresan de manera dependiente de tiempo y dosis. 
Entre ellos encontramos a NFE2, SCL, GFI1B, GATA1, GATA2, KLF1 y ETV6 que se 
expresan durante el desarrollo del MEP. Experimentos en células humanas 
demuestran la función antagónica de GATA2 y GATA1 junto con su co-factor FOG1 
durante la etapa del MEP, GATA2 promueve la megacariopoyesis, mientras que 
GATA1 induce la eritropoyesis. Sin embargo, esta relación no es exclusiva, ya que 
GATA1 es ampliamente estudiado en el desarrollo del linaje eritroide, pero su 
expresión también es esencial durante la megacariopoyesis313. Además, se ha 
reportado que la sobre-expresión de GATA2 en líneas celulares humanas inhibe la 
eritropoyesis y promueve la diferenciación a megacariocitos314. Por otro lado, hay TF 
específicos de linaje eritroide y megacariocítico. EKLF (del inglés, Erythroid Krüppel-

Like Factor) y c-MYB se expresan exclusivamente en el linaje eritroide315, mientras 
que FLI1 y RUNX1 se expresan de forma exclusiva en el linaje a megacariocitos316-317.   
 
En la diferenciación de células CD34+ humanas se ha reportado que RUNX1 reprime 
activamente a KLF1, específico de linaje eritroide, lo que permite un aumento de 
expresión de FLI1 que promueve la diferenciación a megacariocitos315, 317. Además, 
en experimentos in vitro e in vivo a partir de células CD34+ humanas se ha 
demostrado que FLI1 (regulado negativamente por ETV6) juega un importante papel 
en la megacariopoyesis, regulando la expresión de los receptores GPIbα y GPIX de la 
membrana del megacariocito318-319. 
 
Durante los estadios terminales de la megacariopoyesis, RUNX1 reprime y activa la 
expresión de las miosinas MYH10 y MYL9 necesarias para la poliploidización y 
maduración del megacariocito320-321. MYH10 se expresa en megacariocitos inmaduros 
y se localiza específicamente en el anillo contráctil. Inhibe la poliploidización y evita la 
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transición de células 2N a 4N. Durante la diferenciación de células CD34+ humanas y 
de ratón hacia megacariocitos, se ha demostrado que se requiere del silenciamiento 
de esta miosina por Runx1 para inducir la maduración del megacariocito320. Por otra 
parte, la miosina MYL9 se expresa en megacariocitos maduros y plaquetas. En 
humanos, se ha comprobado que MYL9 es un gen diana de RUNX1 para inducir la 
maduración terminal de los megacariocitos321. Durante la especificación a linaje 
megacariocítico, NFE2 también es requerido en la fase final de maduración del 
megacariocito y la formación de pro-plaquetas322-323. Ratones deficientes en Nfe2 

presentan defectos en la biogénesis de las plaquetas322. Estudios más recientes en 
ratón han demostrado que Nfe2 colabora con Fli1 y Runx1 para inducir la maduración 
terminal de los megacariocitos323. La expresión de GFIB es importante para el 
establecimiento del linaje terminal eritroide y megacariocítico. Ratones deficientes en 
Gf1b muestran una diferenciación eritroide defectuosa que les provoca anemia324. 
Otros estudios, han demostrado que la deficiencia en Gf1b causa un deterioro en la 
expansión y maduración de los megacariocitos y defectos en trombopoyesis325-326. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Representación esquemática de los TF implicados en la biogénesis de los 
megacariocitos y de las plaquetas. Diversos TF hematopoyéticos, en combinación con la estimulación 
de TPO, actúan promoviendo la diferenciación de las HSC hacia el linaje megacariocítico. Algunos de 
ellos se expresan exclusivamente en la etapa de maduración del megacariocito y en la formación de pro-
plaquetas y la liberación de plaquetas al torrente sanguíneo. Adaptada de Songdej and Rao327.  

 

3.6. TAL1/SCL en la hematopoyesis y megacariopoyesis 

TAL1 (del inglés, T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1), también conocido como 
SCL (del inglés, Stem Cell Leukemia) es un TF esencial para el desarrollo de la 
hematopoyesis normal. Se requiere tanto para la especificación del sistema 
hematopoyético durante el desarrollo como para la supervivencia de las HSC adultas y 
la quiescencia, además de la maduración terminal de determinados linajes 
sanguíneos, como el linaje hacia megacariocitos. 

SCL SCL 



85 INTRODUCCION 
 

3.6.1. Organización genómica de TAL1/SCL 

En humanos, el locus SCL se localiza en el brazo pequeño del cromosoma 1 en la 
posición 33. En 1989, el gen SCL se clonó en virtud de su implicación en la 
translocación cromosómica t(1;14)(p33;q11) de una línea celular derivada de un 
paciente con T-ALL328. Desde entonces, estudios posteriores han revelado el papel 
crítico de SCL en la hemopoyesis normal y maligna, confirmando las hipótesis iniciales 
sobre funciones paralelas en el desarrollo de las HSC y la transformación 
leucémica329-331. 

En 1990, se concluyó que el gen SCL codifica una proteína que forma dos hélices 
separadas por un bucle (HLH del inglés, Helix-Loop-Helix) con homología a LYL1, que 
también está involucrada en el desarrollo maligno linfoide332. Las proteínas HLH 
presentan un dominio de unión al ADN que se encuentra en una gran variedad de 
proteínas que controlan el crecimiento y la diferenciación celular333. En 1991, el grupo 
del Dr. Begley aisló el ADNc del gen Scl murino y descubrió que la secuencia 
nucleotídica de la región codificante presentaba un 88% de identidad con el gen SCL 

humano y además la proteína compartía una identidad del 94% de aminoácidos con el 
gen SCL humano. El motivo HLH y las regiones hidrofílicas localizadas por encima del 
gen están completamente conservados en las proteínas murinas y humanas334. Las 
proteínas HLH funcionan como factores reguladores capaces de unirse a otros 
dominios proteicos. Se ha reportado que el dominio HLH de SCL forma heterodímeros 
con otras proteínas como E47 o E12 tanto in vitro como in vivo. Estos datos sugieren 
que los heterodímeros HLH que involucran a SCL pueden funcionar in vivo como 
factores reguladores de la transcripción que influyen en la determinación del tipo 
celular durante el desarrollo hematopoyético335. 

 

3.6.2. Regulación del desarrollo hematopoyético embrionario  

SCL es un gen complejo que se expresa a lo largo del desarrollo, activando o 
reprimiendo la transcripción de precursores hematopoyéticos, neurales y endoteliales. 

En modelos murinos, se observaron las primeras evidencias de las funciones de Scl 
en el desarrollo hematopoyético embrionario. La deleción de Scl, in vivo, demostró que 
este gen es imprescindible en las primeras etapas del desarrollo hematopoyético 
embrionario del ratón. Los embriones Scl

-/- murieron a día E9.5 debido a la ausencia 
de mielopoyesis y eritropoyesis primitiva en el saco vitelino336-337. Además, la 
deficiencia en Scl también ocasiona ausencia completa de la hematopoyesis definitiva 
producida durante la tercera oleada338. El bloqueo completo de la hematopoyesis 
sugiere que Scl es esencial no sólo durante las primeras fases de la diferenciación de 
los progenitores hematopoyéticos sino también para la especificación de las células 
mesodérmicas hacia un determinado linaje sanguíneo. La diferenciación de mESC a 
células hematopoyéticas recapituló las oleadas 1 y 2 de la hematopoyesis del saco 
vitelino339, y además se estableció que Scl se requería tanto para la generación de 
células endoteliales como hematopoyéticas derivadas de las células mesodérmicas 
Flk1+ 340-341.   
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Como se mencionó anteriormente, la expresión de Scl marca el compromiso del 
hemangioblasto hacia la formación del endotelio hemogénico144-145. La deleción 
condicionada de Scl a través de la escisión de la recombinasa Tie2-Cre confirmó estas 
observaciones. En este modelo, la especificación hematopoyética no se vio afectada, 
pero la maduración de los eritrocitos primitivos y definitivos, así como la maduración 
de los megacariocitos sí fue defectuosa, lo que condujo a la letalidad del embrión de 
ratón entre los días E13.5- 14.5342. Además, Scl también es necesario para el 
desarrollo de la red vascular después de la formación del angioblasto. La pérdida de 
expresión de Scl en embriones de ratón interrumpe la remodelación angiogénica 
extraembrionaria343. Por lo tanto, SCL es uno de los TF hematopoyéticos que actúa en 
las etapas tempranas del desarrollo y está involucrado tanto en la formación de células 
hematopoyéticas como endoteliales a partir del endotelio hemogénico. 

 

3.6.3. Regulación del linaje megacariocítico 

Varios estudios de ganancia y pérdida de función en modelos murinos han resaltado el 
papel de Scl en la diferenciación de las células progenitoras a diferentes linajes 
hematopoyéticos como el linaje eritroide, megacariocítico y la formación de mastocitos 
y monocitos342, 344. Experimentos en ratones adultos han demostrado que la deleción 
de Scl perturba la megacariopoyesis y la eritropoyesis con la pérdida de células 
progenitoras tempranas en ambos linajes, en cambio los progenitores del linaje 
granulocítico-monocítico no se vieron afectados344. Por otra parte, se ha visto que Scl 
activa la progresión del ciclo celular en progenitores derivados de HSC adultas en 
modelos murinos. Mediante un estricto control de la expresión de p21 y p16/Ink4a, Scl 
regula el inicio de la diferenciación hacia eritrocitos, la poliploidización y maduración 
terminal de los megacariocitos y la proliferación de los progenitores monociticos345-347. 
Estudios de secuenciación en modelos murinos revelan que Scl presenta cambios en 
sus niveles de expresión génica durante la diferenciación de los progenitores hacia 
linaje megacariocítico o eritroide. Estos cambios dinámicos sugieren un papel central 
en el compromiso hacia linaje específico y la maduración terminal. Se piensa que 
estos cambios de expresión pueden deberse a la formación de complejos 
multiproteicos de Scl con otros TF o cofactores, esenciales durante el desarrollo 
hematopoyético348. Entre ellos, las proteínas GATA se han descrito como las mejores 
compañeras de SCL. GATA2 está implicada en la supervivencia y especificación de 
las HPC y en las primeras etapas de la diferenciación hacia linaje, y GATA1 es 
requerida para la maduración terminal349-350. En cultivos primarios de megacariocitos y 
eritrocitos derivados de progenitores hematopoyéticos de hígado fetal de ratón, se ha 
observado la acción combinada de Scl con diversos TF. Scl actúa junto con Gata2, 
Lyl1, Fli1, Erg, Runx1 y Lmo2 para llevar a cabo la especificación del linaje 
megacariocítico351. Adicionalmente, experimentos basados en la diferenciación de 
hPSC a células hematopoyéticas mediante la expresión ectópica de SCL en 
combinación con GATA2, LMO2 y RUNX1 confirman que estos complejos 
multiproteicos están involucrados en la formación del MEP352. 
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3.7. Generación de megacariocitos y plaquetas a partir de hPSC 

Muchos pacientes sufren defectos congénitos que afectan a la estructura y 
funcionalidad de las plaquetas, como veremos en el siguiente apartado353-354. Pero 
además, existen pacientes con desordenes plaquetarios provocados por infecciones 
víricas, enfermedades autoinmunes, ciertos medicamentos, fallo hepático, leucemias, 
efectos secundarios derivados de la quimioterapia o radioterapia o incluso durante el 
embarazo355-361.  

Los tratamientos actuales para estos pacientes consisten en incrementar y estimular la 
producción plaquetaria mediante el uso de fármacos362-363. En casos severos, se 
precisa de transfusiones de sangre o de plaquetas, pero cuando éstas son reiterativas 
en el tiempo, los pacientes requieren de un gran número de donantes. Aunque, con el 
tiempo pueden sufrir rechazo, conocido como refractariedad plaquetaria, lo que 
supone un problema clínico bastante significativo364-365. Si estos tratamientos no 
funcionan, se recomienda una cirugía para extirpar el bazo366-367

. Frente a estas 
desventajas, la producción de plaquetas in vitro supondría un gran avance en el 
tratamiento de estos pacientes, ya que la obtención de plaquetas de sangre periférica 
y las limitaciones que conlleva su preservación junto con la falta de donantes dificulta 
el uso de estas plaquetas para tratar a estos pacientes.  

Actualmente, las plaquetas son colectadas del donante mediante extracción de sangre 
completa o aféresis, pero estos métodos presentan sus limitaciones. 
Independientemente del método de obtención, la temperatura de almacenaje es muy 
importante para mantener la viabilidad y la funcionalidad de esas plaquetas. Este es 
uno de los principales problemas a los que se enfrentan en clínica, ya que las 
plaquetas no toleran bien la refrigeración a diferencia de los eritrocitos o el plasma. 
Las temperaturas hipotérmicas (4 °C) causan modificaciones profundas en la forma y 
funcionalidad de las plaquetas. Por tanto se precisa de una temperatura mayor para su 
almacenaje. La alternativa más utilizada es almacenarlas a 22°C, en agitación 
continua con el fin de preservar su función, durante un máximo de 5 días debido al 
riesgo de contaminación bacteriana o vírica, además de alteraciones estructurales368-

369. Uno de los tratamientos actuales, cuyo uso ha aumentado desde los últimos años, 
es la terapia mediante plasma rico en plaquetas (PRP), definido como el  volumen de 
plasma autologo con una concentración de plaquetas superior al nivel basal (150.000-
350.000/μL) y rico en factores de crecimiento y quimioquinas. Dada su fácil 
disponibilidad, se usa fácilmente en entornos clínicos y quirúrgicos, no sólo para tratar 
a pacientes con trombocitopenias sino también con otras patologías o para el 
tratamiento de lesiones de deportistas de élite, pero su eficacia y la actuación de los 
factores de crecimiento, citoquinas y mediadores de la inflamación aún no ha sido 
dilucidada370-372. 

Lo ideal sería trasplantar las plaquetas procedentes de las HSC del propio paciente, 
pero el cultivo y la expansión in vitro de estas células es muy limitada373-374. En 
cambio, las hPSC gracias a su capacidad de crecimiento ilimitado in vitro y 
diferenciación a cualquier linaje celular, como se ha descrito anteriormente, serían una 
fuente constante de plaquetas para su uso en terapia celular y aplicación a clínica 
como un recurso independiente de donante para transfusiones10, 12. 
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Hasta la fecha se han empleado varios protocolos de diferenciación para generar 
megacariocitos y plaquetas in vitro derivadas de hPSC, pero no han sido lo 
suficientemente eficientes. Estudios previos han empleado células OP9 en co-cultivo 
con hESC para generar megacariocitos y plaquetas in vitro, ya que las células OP9 
poseen factores que ayudan a la megacariopoyesis y trombopoyesis375-377. Otros 
protocolos han combinado la formación de EBs y el co-cultivo con células OP9 para 
diferenciar hESC a megacariocitos, además de expresar SCL de forma ectópica, 
esencial en la formación de los megacariocitos246-247. En los últimos años, se han 
desarrollado nuevos protocolos libres de suero y componentes animales con medios 
definidos para derivar hPSC a megacariocitos y plaquetas, mediante la formación de 
spin-EBs230, 378

. Otro grupo ha reportado la generación de progenitores 
megacariocíticos y plaquetas mediante un protocolo libre de suero y células 
estromales por cultivo secuencial con diferentes medios de crecimiento y combinando 
condiciones de normoxia e hipoxia226

. Otra opción, es la sobre-expresión de TF 
implicados en el desarrollo del linaje megacariocítico para incrementar la producción 
de progenitores megacariocíticos y así su expansión in vitro a partir de hiPSC379

. Muy 
recientemente, se ha llevado a cabo la generación a gran escala de megacariocitos in 

vitro mediante un protocolo definido basado en la expresión ectópica de GATA1, SCL 
y FLI1 por transducción lentiviral227,380

.  

 

3.8. Trastornos plaquetarios hereditarios 

La función hemostática de las plaquetas puede verse comprometida por defectos 
adquiridos o congénitos que afectan tanto a la producción como a la destrucción de 
estas células, además de verse afectada la expresión o funcionalidad de cualquiera de 
los elementos involucrados en la fisiología plaquetaria, lo que conduce a una diátesis 
hemorrágica381. 

Los trastornos de plaquetas hereditarios se agrupan en:  

1. Trombocitopenias hereditarias.  Son desórdenes plaquetarios que afectan al tamaño 
y número de las plaquetas, causando una disminución del número de plaquetas 
circulantes en sangre, inferiores a 150x109/L. Suelen ser ocasionadas por una 
producción insuficiente o anómala de plaquetas en médula ósea, por una acumulación 
excesiva de plaquetas en el bazo o en el hígado, o por un descenso de la 
supervivencia de las plaquetas por mecanismos inmunitarios381. 

2. Trastornos de la función plaquetaria. Desórdenes que dan lugar a plaquetas 
disfuncionales y posiblemente también se vea afectado el número de plaquetas. 
Pueden estar ocasionados por defectos en los componentes de la superficie de las 
plaquetas o en los componentes intracelulares381. 
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Los trastornos que afectan a la funcionalidad de las plaquetas, causados por defectos 
en los componentes y receptores de la superficie de las plaquetas se clasifican en: 

1. Defectos de adhesión plaquetaria 

Se producen defectos de adhesión plaquetaria cuando se afecta el complejo 
glicoproteico GPIb-IX-V. Este receptor es exclusivo de megacariocitos y plaquetas y 
está formado por las proteínas GPIbA, GPIbB, GPIX y GPV. Además, también actúa 
como receptor de la trombina e interactúa con el citoesqueleto contribuyendo al 
mantenimiento de la estructura plaquetaria260, 382. Encontramos dos trastornos 
plaquetarios asociados a la formación anormal o defectuosa del complejo GPIb-IX-V: 

 Síndrome de Bernard-Soulier. BSS (del inglés, Bernard-Soulier Syndrome) es 
un desorden plaquetario raro caracterizado por presentar una 
macrotrombocitopenia de moderada a severa, con una pérdida de adhesión a 
colágeno dependiente del vWF. Esta causado por mutaciones en los genes 
GP1BA, GP1BB o GP9

383. Este síndrome será tratado con mayor profundidad 
en el siguiente apartado. 
 

 Enfermedad von Willebrand de tipo plaquetario. PvWD (del inglés, Platelet‐type 

von Willebrand Disease) es una enfermedad autosómica dominante 
caracterizada por presentar hemorragias de leves a moderadas y 
trombocitopenia con plaquetas de gran tamaño caracterizadas por la unión 
espontánea de GPIbα al vWF, debido a mutaciones en el gen GP1BA. Resulta 
en una interacción excesiva e innecesaria de las plaquetas al vWF con la 
posterior eliminación del vWF de alto peso molecular, así como de las 
plaquetas en circulación, lo que conduce a una trombocitopenia y una diátesis 
hemorrágica384. La enfermedad von Willebrand tipo 2B modifica la producción 
plaquetaria, presenta un parámetro fenotípico y síntomas clínicos similares a la 
PvWD, en cambio su etiología y modalidad de tratamiento es diferente. Esta 
ocasionada por mutaciones en el gen VWF

385. 

Otros defectos de adhesión plaquetaria implican defectos en el receptor de colágeno. 
La interacción plaquetas-colágeno en el flujo sanguíneo es un proceso de varios pasos 
que involucra tanto a la integrina α2β1 como a GPVI, es un proceso regulado 
negativamente por PECAM1, una molécula de adhesión endotelial-plaquetaria. Los 
haplotipos específicos en GP6 e ITGA2 proporcionan amplias variaciones en la 
densidad de ambos receptores y se ha estimado una variabilidad del 40% en la 
respuesta de señalización de GPVI cuando las plaquetas se unen al colágeno386. 

 

2. Defectos en receptores y proteínas implicadas en las vías de señalización 

Los defectos en las rutas de señalización que controlan la secreción y agregación 
plaquetaria son la causa más común de sangrado en los trastornos plaquetarios.  

Se clasifican en: 

 



INTRODUCCIÓN 

Megacariopoyesis y Trombopoyesis 
90 

 

 Patología de los receptores de ADP y tromboxano A2 (TXA2). Las plaquetas 
poseen 2 clases de receptores purinérgicos para ADP: P2Y1 que media la 
movilización del Ca2+, el cambio de la morfología de las plaquetas  y el inicio de 
la respuesta de agregación plaquetaria, mientras que P2Y12 es un regulador 
importante de la coagulación de las plaquetas. Alrededor del 20-30% de los 
sitios de unión de plaquetas a ADP están asociados con P2Y1, mientras que el 
70% restante está asociado con P2Y12. Los pacientes presentan un sangrado 
leve caracterizado por una agregación plaquetaria reducida, pero rápidamente 
reversible a altas dosis de ADP387-388. Se debe a mutaciones en los loci de los 
receptores purinérgicos o a un déficit de los mismos388-389. 
Por otro lado, mutaciones en la subunidad α del receptor de TXA2 causan 
sangrados leves en los pacientes390. Se han reportado otras mutaciones en 
TBXA2R que interrumpen tanto la función de TPα como el reciclaje de los 
receptores. Estas mutaciones son especialmente importantes ya que 
fisiológicamente imitan el efecto de la aspirina al bloquear el metabolismo del 
ácido araquidónico por la inhibición de la ciclooxigenasa391-392. 
 

 Patología asociada al receptor de P2X1. ATP, antagonista tanto de P2Y1 como 
de P2Y12, inhibe la activación de las plaquetas por ADP393, sin embargo, a 
través de su interacción con P2X1 también puede activar a las plaquetas al 
inducir una entrada rápida de Ca2+ desde el medio extracelular, asociado con 
un cambio transitorio de la morfología plaquetaria394. Además, la activación 
plaquetaria por ATP amplifica las respuestas plaquetarias a otros agonistas, 
especialmente en condiciones de flujo sometidas a un alto estrés395-396. 
 

3. Defectos en agregación plaquetaria 

La integrina αIIbβ3 en plaquetas activadas permite la unión del fibrinógeno y de otras 
proteínas adhesivas solubles involucradas en la agregación plaquetaria397. 

La  trombastenia de Glanzmann está causada por mutaciones bialélicas en los genes 
ITGA2B o ITGB3 que codifican αIIb (GPIIb) y β3 (GPIIIa), respectivamente, ya que son 
únicas de cada familia. A pesar de presentar un recuento plaquetario y una morfología 
normal, los pacientes con trombastenia de Glanzmann sufren diátesis hemorrágica 
severa debido a defectos cualitativos o cuantitativos en αIIbβ3 que inhiben la unión de 
las plaquetas al fibrinógeno durante la activación plaquetaria. Las mutaciones ocurren 
en ambos genes, siendo ITGA2B el más afectado posiblemente porque es más 
pequeño que ITGB3. Estas mutaciones sin sentido deterioran la biosíntesis de las 
subunidades αIIb y β3, inhibiendo la formación del complejo αIIbβ3, la maduración y la 
translocación a la membrana plasmática de los megacariocitos398-399. El grupo del Dr. 
Nurden ha examinado recientemente una gran cohorte de pacientes con trombastenia 
de Glanzmann y mediante análisis de secuenciación han identificado 55 mutaciones 
nuevas que afectan a los genes ITGA2B e ITGB3400. 
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4. Defectos en la actividad pro-coagulante de las plaquetas 

La externalización de la fosfatidilserina a la membrana plasmática de las plaquetas es 
esencial para llevar a cabo la actividad pro-coagulante y la eliminación de 
micropartículas procedentes de células activadas, apoptóticas o  necróticas, este 
proceso es dependiente de Ca2+ y está regulado por la actividad de TMEM16F. 
TMEM16F es un canal catiónico activado por Ca2+ que regula los niveles de Ca2+, y 
por lo tanto afecta la codificación de la fosfatidilserina en las plaquetas durante la 
coagulación. Tanto deleciones homocigotas como heterocigotas del gen TMEM16F y 
mutaciones sin sentido han sido identificadas en pacientes con síndrome de Scott401-

402. El síndrome de Scott es un trastorno hemorrágico extremadamente raro que se 
caracteriza por defectos en la externalización de la fosfatidilserina inducida por la 
activación de las plaquetas y el posterior deterioro de la generación de la trombina 
inducida por el factor tisular, además del desprendimiento de micropartículas pro-
coagulantes por las plaquetas403. Modelos murinos deficientes en Tmem16f 

recapitulan los defectos plaquetarios asociados a Tmem16f y su papel crítico en la 
función de las plaquetas 404. 

La figura 32 recapitula los trastornos plaquetarios que afectan a los receptores y 
componentes de la superficie de las plaquetas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Esquema representativo de las alteraciones o mutaciones de los componentes de la 
superficie de las plaquetas que causan desordenes plaquetarios. Estos desordenes plaquetarios son 
ocasionados por defectos en la adhesión, en las vías de señalización, en la agregación y en la actividad 
pro-coagulante de las plaquetas405.  
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Diversos trastornos plaquetarios congénitos son causados por deficiencias cualitativas 
y cuantitativas que afectan a los gránulos intracelulares (α, δ, o raramente a ambos). 
Los pacientes con estas afecciones presentan diátesis hemorrágica moderada y 
anormalidades variables en las respuestas de agregación plaquetaria a bajas dosis de 
diferentes agonistas381. Podemos clasificarlos en varios tipos según afecten a los 
gránulos α o δ: 

1. Defectos asociados a los α-gránulos 

Los gránulos α son los orgánulos plaquetarios más abundantes y la liberación proteica 
de estos desencadena la adhesión de las plaquetas, la hemostasia y la cicatrización 
de la herida. Entre los defectos plaquetarios que afectan a los gránulos α, los más 
estudiados son: 

 Síndrome de plaquetas grises. Es un desorden congénito que provoca defectos 
en la función plaquetaria, debido a la biogénesis defectuosa de los α-gránulos, 
lo que ocasiona problemas de almacenaje y empaquetado proteico. Los 
pacientes presentan sangrados de leves a moderados, trombocitopenia con 
plaquetas grandes y pálidas, mielofibrosis y, en algunos casos, 
esplenomegalia. En 2011, estudios de secuenciación en tres grupos 
independientes condujeron a la identificación de mutaciones en el gen NBEAL2 
como las causantes del síndrome de plaquetas grises, autosómico recesivo406-

408. Sin embargo, las mutaciones en NBEAL2 no pueden explicar todos los 
casos de síndrome de plaquetas grises. El grupo del Dr. Monteferraio identificó 
años después una mutación sin sentido en el gen GFI1B como responsable de 
una forma autosómica dominante del síndrome de plaquetas grises junto con 
defectos en los glóbulos rojos409. Se ha reportado un caso de síndrome de 
plaquetas grises ligado al cromosoma X a causa de una mutación atípica en 
GATA1, tanto para esta mutación como para otras relacionadas con GATA1 los 
pacientes también presentan anemia diseritropoyética, un hallazgo no 
característico de este síndrome que presenta esta familia además de la 
sintomatología propia de esta enfermedad410. 
 

 Síndrome de plaquetas Quebec. Es un trastorno hemorrágico, autosómico 
dominante con alta penetrancia y casi exclusivo de familias franco-
canadienses. El hecho de que el sangrado responda a los inhibidores 
fibrinolíticos en lugar de a las transfusiones de plaquetas condujo al 
descubrimiento de que los gránulos α de los pacientes poseían grandes 
cantidades inusuales del activador plasminógeno tipo uroquinasa (uPA), una 
proteína que se secreta tras la activación plaquetaria y conlleva a la generación 
excesiva de plasmina y la proteólisis anormal de otras proteínas, como vWF o 
P selectina, entre otras411-412. Los pacientes presentan deficiencias en la 
agregación plaquetaria, y a veces trombocitopenia. Este síndrome está 
causado por una mutación en el gen PLAU que codifica para uPA, cuyos 
niveles de ARNm se incrementan durante la diferenciación a megacariocitos413.  
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2. Defectos asociados a los gránulos δ 

Las enfermedades que afectan a la secreción de gránulos δ conducen a defectos de 
agregación plaquetaria y diátesis hemorrágicas. Cuando se asocian con defectos en 
otros orgánulos relacionados con el lisosoma, conllevan características fenotípicas 
claras. Se clasifican en tres tipos de trastornos plaquetarios, que además incluyen falta 
de pigmentación en piel y cabello381. 

 Síndrome de Hermansky-Pudlak. Es un trastorno autosómico recesivo 
caracterizado por albinismo óculo-cutáneo y un desarrollo deteriorado de los 
orgánulos relacionados con el lisosoma, acompañado de trastornos 
intestinales381. Es una enfermedad con una base molecular muy heterogénea, 
con la implicación de hasta nueve genes diferentes (HPS1-HPS9) que 
aparecen mutados en este síndrome y diferentes proteínas que interactúan 
entre sí formando complejos (BLOC1-BLOC3)414-416. 
 

 Síndrome de Chediak-Higashi. Es un trastorno hemorrágico, autosómico 
recesivo caracterizado por  la deficiencia de gránulos δ, la presencia de 
gránulos lisosomales gigantes, albinismo óculo-cutáneo y la inclusión de 
cuerpos en neutrófilos y otras células381. Los niños presentan infecciones 
bastantes graves, que pueden ocasionarles la muerte. En fase acelerada, suele 
aparecer linfohistiocitosis en el 85% de los pacientes, con una proliferación 
descontrolada de linfocitos y una disfunción neurológica progresiva en caso de 
que el paciente sobreviva hasta la edad adulta. Este síndrome se debe 
exclusivamente a mutaciones en el gen LYST/CHS1, que codifica la proteína 
LYST, un regulador de la biogénesis de los orgánulos y del tráfico lisosomal417-

418. 
 

 Síndrome de Griscelli. Es una enfermedad rara, también autosómica recesiva, 
cuyos pacientes pertenecen a varios subtipos presentando albinismo parcial y 
cabello plateado, defectos neurológicos y/o linfohistiocitosis. La principal 
dificultad clínica es que se trata de un síndrome hemofagocítico mortal, 
causado por la activación inapropiada de las células linfoides y la liberación de 
citosinas. Esta causada por mutaciones en los genes que codifican la miosina 
Va (tipo I), Rab27a (tipo II) y la melanofilina (tipo III). Solo las mutaciones en 
Rab27a están asociadas a inmunodeficiencias419-420. 

Además, encontramos defectos asociados al citoesqueleto de las plaquetas. Podemos 
clasificarlos en tres tipos según el constituyente celular que se vea afectado381: 

 Síndrome de Wiscott-Aldrich. Es una enfermedad recesiva ligada al 
cromosoma X, combina trombocitopenia y plaquetas pequeñas con eccemas, 
infecciones recurrentes debido a una deficiencia inmunológica y un mayor 
riesgo de presentar otros trastornos autoinmunes. Se debe a defectos 
genéticos en WAS que resultan en la disminución de la expresión de su 
proteína WASP o a su ausencia. WASP es un regulador clave de la 
polimerización de actina en las células hematopoyéticas y está involucrado en 
la transducción de señales hematopoyéticas. La falta de WASP compromete 
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múltiples aspectos de la actividad celular normal, incluida la proliferación, la 
fagocitosis, la formación de sinapsis inmune, la adhesión y la migración 
dirigida421-422. También conduce a la formación prematura de pro-plaquetas en 
la médula ósea, donde la falta de podosomas ricos en actina ralentiza la 
migración de los megacariocitos al nicho vascular423. 
 

 Desorden asociado a miosina 9 (MYH9). Es una enfermedad autosómica 
dominante causada por mutaciones en la MYH9 y caracterizada por presentar 
macrotrombocitopenia asociada con múltiples variaciones fenotípicas que 
incluyen nefritis, hipoacusia neurosensorial y cataratas424. Las deficiencias en 
MYH9 ralentizan la migración de los megacariocitos hacia los sinusoides, así 
como la formación de pro-plaquetas425. 
 

 Trastorno asociado a filamina A (FLNA). Es un desorden autosómico 
dominante ligado al cromosoma X, causado por mutaciones en el gen FLNA 

que codifica la proteína del citoesqueleto FLNA, se caracteriza por presentar 
heterotopía nodular periventricular426. Significativamente, FLNA tiene un sitio 
de unión a GPIbα y ayuda a mantener la estabilidad del trombo en una 
lesión427. Modelos de ratón deficientes en Flna confirmaron una 
megacariocitopoyesis defectuosa con problemas de señalización y una 
reducida acumulación de plaquetas428.  

También, podemos encontrar defectos que involucran a proteínas asociadas a la 
integrina, como es el caso del síndrome de deficiencia de adhesión leucocitaria III 
(LAD-III, del inglés Leukocyte Adhesion Deficiency) que se caracteriza por sangrados 
severos asociados a un incremento de infecciones y mala cicatrización. Las 
infecciones varían desde neumonía bacteriana y septicemia temprana hasta 
enfermedad fúngica. Las características clínicas son bastantes complejas con 
disfunción de linfocitos, neutrófilos e integrinas plaquetarias debido a mutaciones en el 
gen KINDLIN-3 que inhiben la activación de la integrina, aunque permiten su 
expresión429. 

También, son de gran interés las proteínas que están implicadas en las principales 
vías de señalización de las plaquetas y que provocan patologías plaquetarias381. Se 
han reportado defectos en las proteínas G. La mayoría de los estímulos externos 
dependen del receptor acoplado a la proteína G, que induce la activación y agregación 
plaquetaria. Los defectos asociados a las proteínas G causan sangrados severos por 
problemas en la expresión de Giα y Gsα, ligandos del receptor de la proteína G430. 
Entre los defectos plaquetarios que involucran a las vías de señalización, encontramos 
mutaciones que afectan a determinados TF importantes para el desarrollo de las 
plaquetas, como RUNX1. Mutaciones en el gen CBFA2 conducen a una reducida 
expresión proteica de RUNX1 y por tanto conlleva a alteraciones en el desarrollo de 
los megacariocitos431. Cabe destacar que la haplodeficiencia de CBFA2 causa 
FPDMM432. Este desorden plaquetario será desarrollado en mayor profundidad en el 
siguiente apartado. 
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Además, podemos encontrar otros defectos plaquetarios que afectan al metabolismo 
de las plaquetas, provocando problemas de almacenaje de glucógeno o de producción 
de ATP o aquellos que afectan a determinadas enzimas plaquetarias381.  

La figura 33 muestra los principales trastornos que afectan a los orgánulos 
intracelulares y a las proteínas citosólicas de las plaquetas. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 33. Esquema representativo los trastornos plaquetarios debidos a defectos en los 
orgánulos intracelulares y en las proteínas citosólicas de las plaquetas. Son causados por defectos 
en el metabolismo, en los gránulos α, δ, componentes del citoesqueleto, enzimas y proteínas implicadas 
en las vías de señalización y asociadas a las integrinas405.  

 

3.8.1. Trastorno plaquetario familiar con neoplasia mieloide asociada (FPDMM) 

El trastorno plaquetario familiar con neoplasia mieloide asociada (FPDMM) o también 
conocido como trastorno plaquetario familiar con predisposición a leucemia mieloide 
aguda (FDP/AML, del inglés Familial Platelet Disorder with predisposition to Acute 

Myeloid Leukemia) (OMIM #601399) es una enfermedad rara hereditaria, causada por 
mutaciones heterozigotas en el gen RUNX1

381, 432. 

En 1969, se describieron por primera vez los síntomas asociados a FPDMM en varios 
miembros de una familia multigeneracional433. En 1985, el grupo del Dr. Dowton 
describió un gran pedigrí con un trastorno plaquetario familiar autosómico dominante 
asociado con el desarrollo de leucemia mieloide aguda434. Años más tarde, en 1996, 
se observó que el cromosoma 21 (21q22.1-22.2) estaba asociado a esta 
enfermedad435, hasta que en 1999 se identificó al gen RUNX1 como el causante del 
FPDMM432. 

Esta enfermedad se caracteriza por presentar trombocitopenia con un recuento 
plaquetario de leve a moderado, función anormal plaquetaria y predisposición a 
desarrollar otros trastornos plaquetarios o neoplasias mieloides como MDS o AML, o 
leucemias linfoides como T-ALL. La severidad de los síntomas varía entre los 
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pacientes, pudiendo presentar hematomas, sangrados prolongados o excesivos 
después de algunos procedimientos o cirugía, sangrado menstrual abundante, 
sangrado de las encías y pequeñas manchas rojas en la piel (petequias). Todos los 
pacientes con FPDMM presentan un riesgo del 20-60% de desarrollar MDS y/o AML. 
Los síntomas de MDS o AML pueden incluir fatiga, debilidad, hematomas, sangrado, 
fiebre, dificultad para respirar o infecciones frecuentes436-437

. 

Hasta 2017, se habían identificado 40 mutaciones en RUNX1 que ocasionan FPDMM 
(Tabla 3.8.1.1). Las mutaciones identificadas se localizan en el RHD, lo que conduce a 
la interrupción de la capacidad de unión al ADN. Aunque la incidencia es menos 
común, también se han reportado mutaciones en la región C-terminal438 y deleciones 
intragénicas en muy pocas familias como causantes de esta enfermedad439-440. La 
mayoría de las mutaciones de RUNX1 causan haploinsuficiencia432, mientras que 
otras mutaciones actúan de manera dominante negativa441-442. Se ha sugerido que las 
mutaciones con efectos dominantes negativos se asocian con una alta frecuencia de 
progresión de la leucemia en comparación con las mutaciones que ocasionan 
haploinsuficiencia441. 

 

Tabla 3.8.1.1. Variantes de RUNX1 que causan FPDMM que han sido identificadas hasta el año 

2017. Adaptada de Morgan and Daly443
. 
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Aproximadamente la mitad de los individuos con mutaciones en la línea germinal en 
las familias desarrollan neoplasias hematológicas a lo largo de su vida con una 
latencia prolongada. Esta evidencia clínica indica claramente que se requieren eventos 
genéticos adicionales para la transformación de la enfermedad. Se han identificado 
mutaciones somáticas en el gen CDC25C en más de la mitad de los pacientes de 
Japón con FPDMM. La mutación en CDC25C se considera un evento genético 
temprano que genera clones pre-leucémicos. Esto podría permitir la adquisición de 
eventos genéticos posteriores, lo que resulta en una progresión de la leucemia444. Se 
han identificado mutaciones en el gen TET2 o un cromosoma 21 anormal que presenta 
una deleción en el locus RUNX1, lo que resulta en la generación de clones pre-
leucémicos. Estos pacientes, adquieren mutaciones adicionales que desencadenan en 
MDS440, 445-446. 

Por otra parte, se ha reportado una alta frecuencia de mutaciones bialélicas en RUNX1 

en pacientes con FPDMM213, 437, 447. Además de estas mutaciones aparecen una gran 
variedad de mutaciones adicionales que desarrollan AML447.  

La figura 34 muestra un esquema representativo de las mutaciones que ocasionan 
leucemias en pacientes con FPDMM. 

 

 

 

 

Figura 34. Mutaciones adicionales en pacientes con FPDMM que desarrollan leucemias. Se han 
identificado mutaciones en CDC25C, en TET2, haploinsuficiencias en RUNX1 o mutaciones bialélicas en 

RUNX1 que acompañadas de mutaciones adicionales desencadenan leucemias448.   

 

Se han diseñado modelos animales de ratón o pez cebra de FPDMM, pero no logran 
recapitular todos los defectos que se dan en pacientes, ya que no presentan 
megacariopoyesis anormal ni desarrollan leucemias449-450. Debido a esta problemática 
surge la necesidad de generar modelos humanos de FPDMM que sean eficientes para 
poder estudiar la biología de esta enfermedad y conseguir una posible terapia para 
dichos pacientes. Recientemente, se han obtenido grandes avances en la 
investigación de esta enfermedad gracias al empleo de hiPSC derivadas de pacientes. 
En 2014, se establecieron las primeras hiPSC de pacientes con FPDMM, y además se 
lograron rescatar los defectos en la diferenciación megacariocítica in vitro que 
presentaban estás líneas celulares mediante la sobre-expresión del gen silvestre 
RUNX1

451
.  
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Posteriormente, se establecieron otras líneas hiPSC de pacientes con FPDMM, que 
lograron recuperar una megacariopoyesis normal mediante la edición génica del gen 
RUNX1 mutado452-453

. Un último estudio sobre hiPSC de FPDMM corregidas por 
terapia génica identifica a NOTCH4 como un gen diana de RUNX1. RUNX1 regula 
negativamente a  NOTCH4, por lo que demuestran que la inactivación de NOTCH4 por 
CRISPR-Cas9 potencia la megacariopoyesis en FPDMM-iPSC454.  

 
  
3.8.2. Síndrome de Bernard-Soulier (BSS) 
 
BSS (OMIM # 231200), es un trastorno autosómico recesivo raro, caracterizado por 
presentar plaquetas de mayor tamaño, trombocitopenia severa y baja capacidad de 
adhesión a colágeno. Posee una prevalencia de menos de 1 paciente por cada millón 
de habitantes. Está causado por mutaciones en los genes GP1BA, GP1BB o GP9 que 
codifican los componentes del complejo glicoproteico GPIb-IX-V localizado en la 
membrana plasmática de megacariocitos y plaquetas455-456.  

En 1948, el Dr. Bernard y el Dr. Soulier describieron un trastorno hemorrágico 
congénito en pacientes que presentaban plaquetas inusualmente grandes y un grado 
moderado de trombocitopenia con un prolongado tiempo de sangrado457

. Más 
adelante, en 1963 y 1967 se reportaron casos con la misma trombopatía congénita458-

459
. En 1974, se observó que la falta de unión del vWF a las plaquetas podría estar 

implicada en el BSS al reducirse la adhesión plaquetaria a la zona de la lesión 
vascular en estos pacientes460. En 1975, el Dr. Nurden y el Dr. Caen demostraron que 
las plaquetas de los pacientes con BSS carecían de un complejo glicoproteico 
presente en su membrana461. Posteriormente, se identificaron las subunidades de este 
complejo (GPIb-IX-V) como las responsables de la enfermedad462-463. 

 

3.8.2.1. Estructura y función del complejo glicoproteico GPIb-IX-V 

El complejo proteico GPIb-IX-V es esencial en las funciones de hemostasis y 
trombosis, permitiendo la unión del vWF que media la adhesión de las plaquetas al 
endotelio vascular cuando ocurre una lesión. Además, desempeña un papel muy 
importante en el mantenimiento de la forma plaquetaria464. Está compuesto por cuatro 
subunidades proteicas, GPIbα, GPIbβ, GPIX y GPV distribuidas en una relación 
2:4:2:1, respectivamente465. Todas las subunidades presentan regiones ricas en 
leucina en el dominio extra-celular N-terminal, una región transmembrana y un dominio 
citoplasmático C-terminal. El dominio N-terminal de la subunidad GPIbα, además de su 
papel principal en la unión al vWF, presenta una región de unión a múltiples ligandos 
que regulan la interacción de las plaquetas con la matriz extracelular y otros tipos 
celulares en trombosis o inflamación del tejido466-467. Otros ligandos que se unen a 
este dominio son la P-selectina que se expresa en las plaquetas y células endoteliales 
activadas468 y la integrina αMβ2 (también conocida como Mac-1 o CD11b/CD18)469.  
Estas dos interacciones son fundamentales para la comunicación cruzada entre las 
plaquetas y los leucocitos, tanto en la trombosis como en la respuesta inflamatoria470.  



99 INTRODUCCION 
 

El complejo GPIb-IX-V también es un receptor clave en la mediación de la coagulación 
dependiente de plaquetas, particularmente con respecto a la vía intrínseca de la 
coagulación, por lo que presenta sitios de unión en el dominio N-terminal de GPIbα 
para el quininógeno de alto peso molecular, los factores XI, XII y la α-trombina464 

(Figura 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Estructura del complejo proteico GPIb-IX-V localizado en la membrana plasmática de 
megacariocitos y plaquetas. Está compuesto por la subunidad GPIα unida por enlaces disulfuro a las 

subunidades GPIbβ y de forma no covalente a las subunidades GPIX y GPV455.  

 

El complejo GPIb-IX-V también desempeña un papel en el mantenimiento de la forma 
de las plaquetas al unir la superficie plaquetaria a una red sub-membranosa de 
filamentos de actina. Esto implica la porción central de la cola citoplasmática de 
GPIbα, particularmente Phe568 y Trp570, que proporciona un sitio de unión para la 
proteína asociada a la actina, la FLNA464. Otras proteínas se unen a la cara 
citoplasmática de GPIb-IX-V, ya sea directa o indirectamente, como la calmodulina o la 
proteína de ensamblaje, así como otras proteínas potencialmente involucradas en la 
propagación de señales tras la unión del complejo GPIb-IX-V al vWF464, 471. Cuando el 
vWF se une al complejo se inicia la cascada de señalización que activa a la integrina 
αIIbβ3/GPIIb-IIIa y la agregación plaquetaria. Se ha identificado a la proteína de 
señalización más próxima al receptor, Lyn, perteneciente a la familia de quinasas 
Src472-473. 
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3.8.2.2. Fenotipo de BSS 

BSS es caracterizado clínicamente por antecedentes de epistaxis (hemorragias 
nasales), sangrado gingival y cutáneo, y hemorragia post-trauma. En las mujeres 
también se puede asociar con menorragia severa (flujo menstrual abundante). La 
presentación clínica incluye un tiempo de sangrado prolongado en piel, 
trombocitopenia y plaquetas grandes. Con frecuencia, los casos de BSS se 
diagnostican erróneamente como púrpura trombocitopénica idiopática, en ausencia de 
investigación clínica adicional. Las plaquetas de pacientes con BSS se caracterizan 
por una deficiente aglutinación plaquetaria474. Una excepción interesante es la variante 
Bolzano, que involucra una mutación en la cual las plaquetas expresan niveles 
esencialmente normales del complejo GPIb-IX-V, sin embargo, el complejo es 
disfuncional y no puede unirse al vWF475. 

Además, las plaquetas de estos pacientes muestran defectos funcionales adicionales 
que incluyen una mayor deformación de la membrana, una respuesta de agregación 
plaquetaria deficiente y baja capacidad para generar trombina durante la coagulación. 
Las plaquetas de gran tamaño y el bajo recuento plaquetario se deben presuntamente 
a la ausencia de GPIbα y el sitio de unión de la FLNA, que une el complejo GPIb-IX-V 
con el esqueleto de la membrana plaquetaria. En ratones también se han detectado 
estos síntomas en ausencia de GPIbα476. La ausencia de la interacción normal de 
GPIbα con la FLNA también parece ser la causa del aumento de la deformación de la 
membrana de las plaquetas de pacientes con BSS477.  

El recuento plaquetario suele variar entre 20-140x109/L en pacientes con BSS debido 
a la presencia de plaquetas de gran tamaño. Los análisis de plaquetas por citometría 
de flujo son característicos de estos pacientes, muestran una unión normal a los 
anticuerpos CD41 (GPIIb) y CD61 (GPIIIa), en cambio la unión a los anticuerpos 
CD42a (GPIX), CD42b (GPIbα), CD42c (GPIbβ) y CD42d (GPV) es defectuosa478. 

 

3.8.2.3. Genotipo de BSS 

Se ha descrito una gran cantidad de mutaciones en GP1BA, GP1BB y GP9 que son 
causantes del BSS. En cambio, no se han reportado mutaciones en GP5 causantes de 
BSS. Además, la presencia de GPV no se requiere para la expresión de las otras 
subunidades del complejo GPIb-IX-V464, 479. 

En 1990, se descubrió la primera mutación responsable de uno de los casos de BSS, 
una mutación homocigota asociada al gen GP1BA

480
. En 1993, se identificaron 

mutaciones heterocigotas en el gen GP9 en una familia con BSS481. En 1996, se 
reportó una mutación en el promotor de GP1BB de un paciente con BSS482. Desde 
entonces, se han identificado una gran variedad de mutaciones que afectan a los  
genes GP1BA, GP1BB y GP9. Hasta el año 2017, tenemos constancia de 45 variantes 
bialélicas que afectan al gen GP1BA, 39 que afectan al gen GP1BB y 28 que afectan 
al gen GP9. La variante monoalélica más frecuente del gen GP1BA es la variante 
Bolzano, mencionada anteriormente, caracterizada por presentar una trombocitopenia 
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moderada y un incremento del volumen plaquetario, con o sin síntomas de 
sangrado475, 483.   

La mayoría de los pacientes con BSS exhiben una herencia autosómica recesiva, pero 
en algunos casos el BSS puede ser autosómico dominante. Se han identificado 
variantes monoalélicas del BSS que afectan a GP1BB y se asocian con una 
macrotombocitopenia autosómica dominante484

. Más recientemente, se han 
identificado dos mutaciones que afectan al gen GP9, aunque de momento no se 
conocen bien sus efectos, sí se sabe que presentan una expresión reducida del 
complejo GPIb-IX-V y plaquetas de gran tamaño485.  

Entre las distintas variantes, las más frecuentes son las mutaciones sin sentido, con 
cambio de sentido o cambio en la pauta de lectura. Las mutaciones sin sentido 
(nonsense mutation) o las que provocan cambios en el marco de lectura (frameshift 

mutation) provocan un acortamiento o una alteración significativa de la subunidad 
GPIb-IX con respecto a la secuencia nativa, ello conlleva una pérdida de la integridad 
estructural del complejo. Dado que el dominio extracelular y transmembrana participan 
en el ensamblaje de las subunidades GPIb-IX, todas las mutaciones sin sentido o de 
cambios en el marco de lectura se restringen a estos dominios486-487. En cambio, las 
mutaciones con cambio de sentido (missense mutation) impiden el ensamblaje de las 
subunidades GPIb-IX a través de dos mecanismos distintos, pero relacionados. 
Primero, la mutación puede desestabilizar el dominio LRR, que posee zonas críticas 
para la integridad estructural del complejo. Por tanto, se alteran los residuos Cys que 
forman parte de los enlaces disulfuro o se agregan residuos Cys adicionales a las 
regiones N-terminal y C-terminal, interfiriendo en los enlaces disulfuro488-489.  
Además, se han encontrado mutaciones que eliminan cadenas hidrofóbicas grandes o 
agregan cadenas polares al interior del dominio LRR con un resultado disruptivo del 
complejo. Para determinar experimentalmente el efecto de una mutación en el 
plegamiento del dominio LRR, es necesario expresar este dominio mutante en células 
transfectadas y analizar su expresión, secreción y formación de enlaces disulfuro 
intramoleculares490-491. Esto solo es aplicable para mutaciones en los dominios LRR 
de GPIbα y GPIbβ, ya que el dominio extracelular GPIX no se puede expresar de 
forma aislada491. 
 

La figura 36 muestra un esquema representativo de las variantes del BSS asociadas a 
las subunidades GPIbα, GPIbβ y GPIX del complejo glicoproteico GPIb-IX-V. 
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Figura 36. Mutaciones identificadas en los genes GP1BA, GP1BB y GP9 responsables del BSS492.  

 

Hasta la fecha, se han generado varios modelos de ratón de BSS para intentar 
recapitular los defectos ocasionados en los pacientes con BSS. El primer modelo 
murino de BSS se estableció en el 2000 y se consiguió el rescate fenotípico mediante 
la sustitución del gen mutado Gp1ba murino por el gen silvestre humano utilizando 
terapia génica493.  Posteriormente, en 2004 se generó otro modelo murino de BSS por 
la deleción de Gp1bb para comprobar la correlación con las mutaciones en GPIbβ en 
humanos494. Más recientemente, se han generado modelos murinos de BSS que han 
sido rescatados fenotípicamente por terapia génica, mediante lentivirus que expresan 
GPIbα humano (hGPIbα)495, usando radiación letal condicionada y seguida de una 
transferencia génica por lentivirus que expresan hGPIbα496

 y por transferencia 
lentiviral expresando hGPIbβ497

. Sin embargo, aunque los modelos murinos aporten 
datos relevantes en el estudio de esta enfermedad genética, es necesario generar 
modelos humanos ya que la genética humana es mucho más compleja que la del 
ratón y además, los modelos humanos pueden ser usados para probar fármacos 
diseñados específicamente para tratar a pacientes con BSS. Recientemente, se han 
generado hiPSC de pacientes de BSS con deficiencias en los genes GP1BA y GP1BB 
y además, se han rescatado fenotípicamente por lentivirus que expresan los genes 
silvestres498. En nuestro laboratorio, hemos generado varios modelos humanos de 
hiPSC de pacientes del BSS con diferentes mutaciones en el gen GP9

66-68.   
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La obtención de hPSC a partir de embriones humanos o de células adultas 
reprogramadas ha hecho posible el estudio del desarrollo embrionario humano y el 
conocimiento de la evolución de diversas enfermedades gracias a sus características 
de auto-renovación, crecimiento ilimitado in vitro y diferenciación a cualquier linaje 
celular. Por tanto, suponen un modelo ideal para el estudio de los mecanismos 
moleculares subyacentes a procesos de especificación embrionaria, con grandes 
implicaciones en biología del desarrollo, modelos de enfermedad y medicina 
regenerativa. 

Los mecanismos moleculares que orquestan la regulación del sistema hematopoyético 
han sido muy estudiados en modelos animales. Existen numerosas rutas de 
señalización y factores de transcripción que juegan distintos papeles en el desarrollo 
hematopoyético, pero en humanos aún existe un gran desconocimiento sobre la 
función de estos factores. Además, la comprensión de la regulación del nicho de la 
médula ósea que alberga a las células madre hematopoyéticas es de gran importancia 
para conocer la biología y el desarrollo de las células hematopoyéticas, en especial la 
formación de megacariocitos y plaquetas.  

Por todo lo anterior, la hipótesis de nuestro estudio se basa en el empleo de hPSC 
como una herramienta ideal para el estudio del desarrollo de la hematopoyesis y la 
generación de células hematopoyéticas humanas de manera ilimitada para su uso en 
clínica, en especial células de linaje megacariocítico como terapia celular sustitutiva en 
pacientes con trastornos plaquetarios. 

En este trabajo hemos centrado nuestro interés en dos factores transcripcionales 
esenciales durante el desarrollo hematopoyético y megacariocítico. El primero de ellos 
es RUNX1, que posee un papel crítico en la hematopoyesis embrionaria de ratón, y 
consecuentemente debería mantener esta relevancia en la hematopoyesis humana. 
Consideramos que la expresión de RUNX1 potenciará la diferenciación 
hematopoyética de hPSC.  

La megacariopoyesis y trombopoyesis se desarrollan en un ambiente hipóxico en 
médula ósea, por tanto consideramos que la hipoxia inducirá una mayor producción de 
células de linaje megacariocítico. Nuestro grupo de investigación ha demostrado que 
el factor transcripcional SCL es esencial en la hematopoyesis y megacariopoyesis 
humana. Planteamos que la expresión de SCL junto con la hipoxia incrementará la 
diferenciación megacariocítica in vitro de hPSC.  

Asimismo, la generación de modelos humanos de enfermedades hematopoyéticas es 
de gran importancia para estudiar la biología, el desarrollo de dichas enfermedades y 
el diseño de nuevas herramientas terapéuticas. Consideramos que las hPSC son un 
modelo ideal para la generación de modelos humanos de trastornos plaquetarios como 
FPDMM y BSS. Además, nos permitirán evaluar el rescate genético de estos 
síndromes mediante terapia génica y su validación funcional o fenotípica mediante la 
diferenciación megacariocítica in vitro. 
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Proponemos 3 objetivos específicos a desarrollar en este proyecto: 

1. Estudiar el papel de RUNX1 en el desarrollo de la hematopoyesis humana 
empleando hPSC como modelo de estudio.   
 

 Analizar la función de las isoformas del gen RUNX1 durante la 
diferenciación hematopoyética de hPSC. 
 

2. Optimizar la generación de células hematopoyéticas de linaje megacariocítico 
mimetizando el ambiente fisiológico de médula ósea empleando hPSC. 
 

 Estudiar el efecto de la hipoxia en la diferenciación megacariocítica de 
hPSC. 
 

 Analizar el efecto combinado de la hipoxia y la sobre-expresión del 
factor de transcripción SCL en la diferenciación megacariocítica de 
hPSC.  
 

3. Generar y validar modelos humanos de enfermedades hematopoyéticas a 
partir de hPSC. 
 

 Generar un modelo humano del Trastorno plaquetario familiar con 
neoplasia mieloide asociada (FPDMM). 
 

 Validar el rescate génico del modelo humano del Síndrome de Bernard-
Soulier (BSS) previamente generado por células primarias de pacientes 
de dicha enfermedad. 
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Objetivo 1. Estudiar el papel de RUNX1 en el desarrollo de la hematopoyesis 
humana empleando hPSC como modelo de estudio.   

Para analizar la función de las isoformas del gen RUNX1 durante la 
diferenciación hematopoyética se lleva a cabo la siguiente metodología. 

 

1.1. Cultivo de líneas hiPSC 

Las líneas hiPSC, PBMC1-iPS4F1-EV/iPS4F1-EV, PBMC1-iPS4F1-RUNX1a/ iPS4F1-
RUNX1a, PBMC1-iPS4F1-RUNX1b/ iPS4F1-RUNX1b y PBMC1-iPS4F1 RUNX1c/ 
iPS4F1-RUNX1c fueron cultivadas en frascos T25 cubiertos con Matrigel (BD 
Bioscience) a una dilución 1:20 en KO-DMEM (Life Technologies) usando el medio de 
crecimiento esencial 8 (E8)499. Las líneas celulares se sub-cultivaron semanalmente 
con una confluencia del 80% mediante disociación celular con PBS-EDTA 0.5mM (Life 
Technologies).   

 

1.2. Estrategia de clonaje, vectores lentivirales y transducción 

Las líneas celulares iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-
RUNX1c fueron obtenidas mediante la transducción lentiviral de la línea original 
PBMC1-iPS4F1500 y clonadas en el vector pRRL-EF1α-eGFP-PGK-NEO 
(generosamente provisto por el Profesor Trono. Lausanne, Suiza), previamente 
cortado en los sitios PmeI. Basado en un backbone pRRL501, el vector carece de 
actividad promotora y de enhancer en su 3’ LTR (del inglés, Long Terminal Repeat) 
eliminando el riesgo de activación de oncogenes, por lo que da lugar a su auto-
inactivación. La extensión central de poli-purinas aumenta la eficiencia de 
transducción, facilitando la importación nuclear.  

EF1α es el promotor del factor de elongación 1α, un promotor constitutivo de origen 
humano utilizado para dirigir la expresión ectópica de genes tanto in vitro como in vivo. 
Se suele usar en aquellos sistemas en los que el promotor CMV (Cytomegalovirus) 
tiene una actividad baja o nula, como en hPSC502.  

PGK es el promotor de la fosfoglicerato quinasa, un promotor constitutivo humano que 
facilita la expresión de transgenes en hPSC a largo plazo502.  

NEO, 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 (G418 sulfato), permitiendo a las células que lo 
expresan ser resistentes a la exposición a estos antibióticos. Se emplea para 
seleccionar las líneas celulares transducidas con plásmidos de expresión, eliminando 
así a las células no transducidas. Este vector produce resistencia a la neomicina 
gracias al promotor PGK, pero el promotor EF1α no dirige la expresión de ningún 
transgén, por eso lo hemos usado como vector control (EV, del inglés Empty Vector).  
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EGFP, es una proteína verde fluorescente mejorada que permite un seguimiento de la 
expresión del vector, mediante técnicas de citometría e imagen, indicando la expresión 
del transgén (Figura 37).  

 

 

 

 

 
Figura 37. Esquema de los vectores de expresión usados como control (EV) y la sobreexpresión de 
las isoformas de RUNX1 en la línea PBMC1-iPS4F1. 

 

Las células HEK-293T fueron transfectadas con los vectores pRRL-EF1α-PGK-NEO 
(EV), pRRL-EF1α-eGFP-Runx1a-PGK-NEO, pRRL-EF1α-eGFP-Runx1b-PGK-NEO y 
pRRL-EF1α-eGFP-Runx1c-PGK-NEO junto con los plásmidos empaquetadores, 
psPAX y pMD2.G (Addgene) mediante transfección estándar con fosfato cálcico245. 
Los sobrenadantes del cultivo se recogieron a las 48h de la transfección y se 
concentraron mediante ultracentrifugación a 26000 rpm. Las partículas virales fueron 
resuspendidas en E8 y la línea PBMC1-iPS4F1 fue transducida con las diferentes 
isoformas de RUNX1 durante 14-16h tras ser subcultivada con los virus concentrados 
y suplementada con 8 µg/mL polybrene (Sigma-Aldrich) que aumenta la eficiencia de 
transducción al neutralizar la repulsión de cargas entre las partículas víricas y el ácido 
siálico presente en la superficie celular. Al día siguiente, se eliminó el sobrenadante 
con los virus y las hiPSC transducidas fueron lavadas con medio fresco y mantenidas 
en cultivo. La selección se llevó a cabo con 150 µg/mL G418 (Invitrogen) desde el día 
3 al 15 post-transducción. 

 

1.3. Expresión de las isoformas de RUNX1 por qPCR 

Para verificar que la transducción lentiviral con las isoformas del gen RUNX1 se ha 
realizado correctamente, se comprueba la expresión génica de dichas isoformas 
mediante el análisis por PCR cuantitativa (qPCR). El ARN total fue aislado usando 
High Pure RNA Isolation Kit (Roche). El ADNc fue generado usando Transcription First 
Strand c-DNA synthesis kit (Roche) a partir de 1 μg de ARN y analizado mediante 
qRT-PCR usando Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent 
Technologies) en el sistema ABI 7900 HT Fast Real-Time PCR (ThermoFisher 
Scientific). Se usó GAPDH (del inglés, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) 
como normalizador y la expresión relativa fue calculada usando el método 2-ΔCT. Los 
primers usados se muestran en la Tabla 1.3.1.  
 
Tabla 1.3.1. Primers usados para la detección de las isoformas de RUNX1 por qPCR. 

Primer       Secuencia (5’-3’) 

GAPDH Fw  GAAGGTGAAGGTCGGAGT  
GAPDH Rv GAAGATGGTGATGGGATTTC  
RUNX1 Fw  CCGAGAACCTCGAAGACATC  
RUNX1 Rv GCTGACCCTCATGGCTGT  

EV 
 
 

RUNX1a 
 
 

RUNX1b  
 
 

RUNX1c 

EF1α prom LTR  NEO    LTR PGK prom 

LTR  NEO    RUNX1c LTR  EGFP    EF1α prom PGK prom 

LTR  NEO    RUNX1b LTR  EGFP    EF1α prom PGK prom 

LTR  NEO    RUNX1a LTR  EGFP    EF1α prom PGK prom 



MATERIALES Y MÉTODOS 
El papel de las isoformas de RUNX1 en la hematopoyesis  

116 

 

1.4. Expresión de las isoformas de RUNX1 por Western Blot 

Las líneas celulares fueron lavadas dos veces con PBS 1X y disociadas con TrypLE 
Express (Invitrogen). Las células fueron lisadas en buffer RIPA (Sigma-Aldrich) 
suplementado con inhibidores de proteasas como PMSF (del inglés, 
Phenylmethylsulfonyl Fluoride), Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche), un 
estabilizador de proteínas como DTT (del inglés, Dithiothreitol), Phosphatase Inhibitor 
Cocktail 2 y Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 (ambas de Sigma-Aldrich). Tras el lisado 
celular, se sometieron 100 ug de extracto proteico a electroforesis mediante el método 
SDS-PAGE (del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
ampliamente utilizado para separar las proteínas de acuerdo con su movilidad 
electroforética.  Los pesos moleculares de las proteínas son 27KDa para RUNX1a, 
45KDa para RUNX1b y 48KDa para RUNX1c. Se elaboraron geles de poliacrilamida al 
10%. La transferencia proteica se llevó a cabo en membranas de fluoruro de 
polivinilideno (PVDF, del inglés Polyvinylidene Fluoride). 

Las proteínas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c fueron detectadas con el sistema de 
imagen infrarrojo Odyssey (Li-cor Bioscience) usando un anticuerpo policlonal de 
conejo anti-RUNX1 (Cell Signaling Technology) a una dilución 1:500. Como control de 
carga de uso el anticuerpo anti-β-Actin (clone AC-15; Sigma-Aldrich) a una dilución 
1:10000. 

 

1.5. Análisis de pluripotencia 

Es importante comprobar que las líneas generadas por sobre-expresión de las 
diferentes isoformas del gen RUNX1 continúan manteniendo su pluripotencia, 
característica imprescindible para su posterior diferenciación hematopoyética.  

El análisis de pluripotencia se llevó a cabo mediante la detección endógena de los 
genes de pluripotencia y por análisis de citometria de flujo a nivel de proteína. 

 

1.5.1. Análisis de expresión endógena de los genes de pluripotencia 

Se evaluó la expresión endógena de los factores de transcripción de pluripotencia 
OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG mediante RT-PCR. Se aisló ARN total de las 
diferentes líneas usando High Pure RNA Isolation Kit (Roche) y el ADNc se generó 
usando Transcription First Strand c-DNA synthesis kit (Roche) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis 
en un gel de agarosa. Como control de carga se utilizó β- Actin. La secuencia de los 
primers usados se muestra en la Tabla 1.5.1.1.  
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Tabla 1.5.1.1. Primers usados para la detección endógena de pluripotencia 
Primer       Secuencia (5’-3’) 

NANOG Fw TGCAGTTCCAGCCAAATTCTC 
NANOG Rv CCTAGTGGTCTGCTGTATTACATTAAGG 
OCT4 Fw AGTGAGAGGCAACCTGGAGA 
OCT4 Rv ACACTCGGACCACATCCTTC 
REX1 Fw CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT 
REX1 Rv GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA 
SOX2 Fw TCAGGAGTTGTCAAGGCAGAGAAG 
SOX2 Rv CTCAGTCCTAGTCTTAAAGAGGCAGC 
β-ACTIN Fw CTGGAACGGTGAAGGTGACA 
β-ACTIN Rv AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 

 

 

1.5.2. Análisis de expresión proteica de pluripotencia 

Se analizó la pluripotencia de las líneas celulares a nivel de proteína mediante la 
tinción con anticuerpos específicos de marcadores de superficie de hPSC y analizados 
por citometría de flujo, usando el citómetro BD FACS Verse (BD Bioscience).  Las 
colonias celulares de las diferentes líneas hiPSC fueron disociadas empleando Tryple 
Express (Life Technologies) y lavadas con PBS suplementado con 5% Suero bovino 
fetal (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum) por centrifugación a 1250rpm 5 minutos. La 
suspensión celular fue teñida con los marcadores de superficie SSEA3 (PE, BD 
Bioscience), SSEA4 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen), Tra1-60 (PE, BD 
Bioscience), Tra1-81 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen) durante 15 minutos, en 
oscuridad a temperatura ambiente. La tinción intracelular para Oct3/4 fue desarrollada 
por incubaciones secuenciales mediante soluciones de fijación y permeabilización (A 
and B Fix & Perm Solutions, Invitrogen). Después, las células se incubaron con el 
anticuerpo primario Oct3/4 (BD Bioscience) y posteriormente con el anticuerpo 
secundario conjugado en FITC (BD Bioscience). Después del lavado, las células 
fueron teñidas con el marcador de viabilidad celular 7-aminoactinomicina D (7-AAD) 
(PerCP-Cy5.5, BD Bioscience) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Como 
controles negativos se emplearon los isotipos SSEA3 (Isotype Control Antibody, BD 
Bioscience), APC (Ig 62b, BD Pharmingen) y TRA-1-60 (Mouse IgM-PE, BD 
Bioscience). Los resultados obtenidos fueron analizados mediante FlowJoTM software 
(FlowJo, LLC-BD Bioscience). 

 

1.6. Diferenciación hematopoyética 

En nuestro laboratorio, trabajamos con un modelo de diferenciación hematopoyética 
que trata de simular lo que ocurre en la hematopoyesis humana. En primer lugar, 
cultivamos las hPSC y posteriormente, cuando las células han alcanzado la 
confluencia adecuada llevamos a cabo su diferenciación a los diferentes estadios de la 
hematopoyesis humana como son el mesodermo, el endodermo y finalmente a células 
hematopoyéticas (Figura 38). 
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Figura 38. Modelo de diferenciación de hPSC hacía células de linaje hematopoyético. 

 

La diferenciación hematopoyética de las líneas hiPSC que expresan las isoformas de 
RUNX1 se realizó mediante el empleo de un protocolo de diferenciación libre de suero 
y componentes animales descrito por Uenishi et al

225
.  

El plaqueo celular se realizó a día -1 del protocolo de diferenciación. Las líneas 
celulares cultivadas en medio E8 y con una confluencia del 80% se lavaron con PBS-
EDTA 0.5mM (Life Technologies), se disociaron en Tryple Express (Life Technologies), 
se centrifugaron a 300g 5 minutos y después se realizó el contaje celular bajo 
microcopia óptica usando una cámara de Neubauer. Se sembraron 40.000 
células/pocillo en placas de 6 pocillos (Corning) previamente cubiertas con colágeno IV 
humano (Sigma Aldrich) en 2 mL de medio E8 con 10uM Y27632  (Selleckchem) y 
mantenidas a 37°C al 20% O2 y 5% CO2.  
Al día siguiente del plaqueo celular, se inició la diferenciación a mesodermo temprano 
(día 0-2), se realizó el cambio de medio E8 por medio de diferenciación IF9S 
suplementado con 50 ng/mL BMP4 (PeproTech), 50 ng/mL FGF2 (PeproTech), 15 
ng/mL Activina A (PeproTech), 2 mM LiCl  (Sigma Aldrich) y 10 µM Y27632. Las 
células se transfirieron a un incubador a 37°C, 5% O2 y 5% CO2. A las 48h, se realizó 
el cambio de medio por IF9S suplementado con 50 ng/mL FGF2 y 50 ng/mL VEGF 
(PeproTech) para continuar la diferenciación hasta mesodermo hematovascular (día 2-
4).  
El día 4 se inició la diferenciación a endotelio hemogénico (día 4-8), el medio se 
cambió por IF9S complementado 50 ng/mL FGF2, 50 ng/mL VEGF, 50 ng/mL SCF 
(PeproTech), 50 ng/mL TPO (PeproTech), 10 ng/mL IL3 (PeproTech) y 50 ng/mL IL6 
(PeproTech). El día 6 del cultivo se añadió medio de diferenciación igual al día 4, sin 
aspirar el medio previo y los cultivos celulares volvieron a transferirse a 37°C, 20% O2 
y 5% CO2.  
A partir de día 8 se inició la diferenciación a hematopoyesis, consistiendo en cambios 
de medio de diferenciación cada dos días hasta día 15, con la misma composición al 
día 4  (Figura 39).  
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Figura 39. Protocolo de diferenciación a células de linaje hematopoyético. Adaptada de Uenishi et 

al.
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Los días 5, 8, 11 y 15 los cultivos celulares fueron disociados empleando Tryple 
Express (Life Technologies) y lavados con PBS 5% FBS mediante centrifugación a 
300g 5 minutos. Posteriormente, la suspensión celular se tiñó con los anticuerpos anti-
human CD34 (PE-Cy7, BD Pharmingen), anti-human KDR (PE, BD Bioscience) y anti-
human CD144 (V450, BD Horizon) para analizar marcadores endoteliales. Para 
analizar los HEP la suspensión celular fue teñida con los anticuerpos anti-human 
CD34 (PE-Cy7, BD Pharmingen) y anti-human CD43 (APC, BD Bioscience) y por 
último, para analizar los progenitores hematopoyéticos se tiñó con los anticuerpos anti-
human CD41a (PE, BD Bioscience), anti-human CD45 (APC-Cy7, BD Bioscience) y 
anti-human CD235a (FITC, BD Pharmingen). Tras 15 minutos de tinción en oscuridad 
a temperatura ambiente, las células fueron lavadas y teñidas con el marcador de 
viabilidad celular 7-AAD (PerCP-Cy5.5, BD Bioscience) durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. Las poblaciones celulares se analizaron en el citómetro BD 
FACS Verse (BD Bioscience) y los resultados obtenidos mediante FlowJoTM software 
(FlowJo, LLC-BD Bioscience). 

 

Tabla 1.6.1. Composición del medio de diferenciación IF9S 
 

 

  

 

 
Tabla 1.6.2. Composición del medio base de diferenciación 10X IF4S 

Casa comercial Componentes Concentración final 

Life Technologies IMDM  5X 
Life Technologies F12  5X 
 ddH2O  
Fisher Sodium Bicarbonate  21 g/L 
Sigma-Aldrich L-asorbic Acid 2-Phosphate Mg2+ salt  640 mg/L 
Sigma-Aldrich Monothioglycerol  400 ul/L 
Sigma-Aldrich Additional Sodium Selenite 140 ug/L 
Life Technologies CDLC  2X 

 

Casa comercial Componentes Concentración final 

Solución stock 10X IF4S 1X 
 ddH2O  
Sigma-Aldrich Polyvinyl Alcohol (PVA)  10 g/L 
Life Technologies Glutamax 100X  1X 
Life Technologies Non-Essential Amino Acids (NEAA) 1X 
Peprotech Holo-Transferrin  10.6 mg/L 
Sigma-Aldrich Human Insulin  20 mg/L 

Protocol of hematopoietic differentiation   
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1.7. Ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU) 

Se realizaron ensayos del potencial clonogénico de los progenitores hematopoyéticos 
de las distintas líneas celulares para estudiar la capacidad de proliferación y de 
formación de colonias hematopoyéticas. Se cultivaron 5x104 células provenientes de 
los cultivos en diferenciación hematopoyética siendo positivos para los marcadores 
hematopoyéticos CD34+, CD43+ y CD41a+, imprescindibles para la formación de 
colonias hematopoyéticas. Estas células se cultivaron en MethoCult™ SF H4436 
(Stem Cell Technologies) a día 8 de la diferenciación.  

Las células fueron incubadas a 37ºC en una atmosfera humidificada y el contaje de 
CFU (del inglés, Colony Forming Units) se realizó entre los días 10 y 12 usando 
criterios morfológicos descritos en la guía Atlas of Human Hematopoietic Colonies, 
Stem Cell Technologies

503. 

Podemos distinguir varios tipos de colonias hematopoyéticas (Figura 40). Las más 
frecuentes son: 

 CFU-G: colonias que formarán una población homogénea de granulocitos.  
 CFU-M: colonias que formarán una población homogénea de macrófagos.  
 CFU-GM: colonias que formarán una población heterogénea de granulocitos y 

monocitos.  
 CFU-E: colonias que formarán eritrocitos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Esquema representativo de la proliferación y formación de CFU hematopoyéticas504.  
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1.8. Análisis estadístico 

Todos los datos están representados como la media ± SEM. Los análisis estadísticos 
con respecto al control han sido llevados a cabo mediante un ANOVA de dos vías 
complementándola con el test de comparación múltiple de Bonferroni. Excepto los 
datos de distribución de las colonias hematopoyéticas de los ensayos de CFU que se 
han analizado mediante un ANOVA de una vía complementándose con el post-test de 
Newman-Keuls. 
Valores de p<0.05 han sido considerados como estadísticamente significativos.  
* corresponde a p<0.05, ** corresponde a p<0.01 y *** corresponde a p<0.001. 
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Objetivo 2. Optimizar la generación de células hematopoyéticas de linaje 
megacariocítico mimetizando el ambiente fisiológico de la médula ósea 
empleando hPSC.  

Para estudiar el efecto de la hipoxia y de SCL en la megacariopoyesis se realizó 
la siguiente metodología. 

 

2.1. Cultivo de líneas hESC 

Las líneas hESC, H9 y AND1 SCL se cultivaron en frascos T25 cubiertos con Matrigel 
(BD Bioscience) a una dilución 1:20 en KO-DMEM (Life Technologies) en medio 
PluriSTEM™ Human ES/iPS (Merck Millipore). Los cultivos celulares se sub-cultivaron 
semanalmente con una confluencia del 80-90% empleando Collagenase IV 
(Invitrogen). 

La línea H9 se obtuvo por un acuerdo de cesión de WiCell Research Institute, 
(Madison, WI). 

Las líneas AND1 NEO y AND1 SCL se obtuvieron por la transducción lentiviral de la 
línea original AND1 (Banco Nacional de células madre) empleando el vector pRRL- 
EF1α-PGK-NEO y pRRL-EF1α-EGFP-2A-Flag-SCL-PGK-NEO, respectivamente245.  

 

2.2. Análisis de pluripotencia 

Se comprobó que las líneas celulares mantenían su pluripotencia, característica 
esencial para su posterior diferenciación a megacariocitos. Se analizaron por 
citometría de flujo los marcadores de pluripotencia a nivel de proteína mediante tinción 
con los anticuerpos específicos de superficie SSEA3 (PE, BioScience), SSEA4 (Alexa 
Fluor® 647, BD Pharmingen), Tra1-60 (PE, BioScience), Tra1-81 (Alexa Fluor® 647, 
BD Pharmingen) y Oct3/4 (BD BioScience). Los porcentajes celulares se analizaron en 
el citómetro de flujo BD FACSCanto II (BD Bioscience). Metodología descrita 
anteriormente.  

 

2.3. Diferenciación a megacariocitos mediante co-cultivo con células OP9 

Para llevar a cabo la generación de células de linaje megacariocítico derivadas de las 
líneas hESC empleamos un protocolo de diferenciación optimizado por Lu et al

376
. 

 
Éste protocolo consta de dos etapas: una primera fase de formación y crecimiento de 
cuerpos embrioides (EBs) y una segunda fase de co-cultivo con células estromales de 
médula ósea de ratón, células OP9 (Figura 41). Estas células son capaces de 
diferenciarse a megacariocitos y plaquetas in vitro a partir de células embrionarias 
como se ha reportado en varios artículos224, 246-247, 505.  
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Figura 41. Protocolo de diferenciación a megacariocitos. Este protocolo de diferenciación consta de 
una primera fase mediante la formación de EBs y una segunda fase de co-cultivo con células OP9. 
Mostramos imágenes representativas de las diferentes fases del cultivo durante la diferenciación a 
megacariocitos. Adaptada de Toscano et al.
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Las células OP9 fueron cultivadas en placas de 10cm cubiertas con gelatina en medio 
basal α-MEM (Gibco) suplementado con un 20% FBS (Gibco).  

Las hESC fueron disociadas cuando alcanzaron una confluencia del 80% empleando 
Collagenase IV (Gibco) durante 5 minutos a 37°C seguido de un rascado suave en 
pequeños fragmentos que fueron transferidos a placas de 6 pocillos de baja adhesión 
celular (Corning) y cultivadas en medio de EBs (DMEM suplementado con 20% FBS, 
1% NEAA, 1% Glutamax  y 0.2% β-Mercaptoetanol. Todo de Gibco).  

Una vez formados los EBs realizamos distintos procedimientos para estudiar el efecto 
de la hipoxia en la formación de megacariocitos, para ello mantuvimos cultivos 
celulares a distintas condiciones de oxígeno (Figura 42): 

 Como control un cultivo se mantuvo a 37°C, 20% O2 y 5% CO2 durante todo el 
proceso de diferenciación. 
 

 Como tratamientos experimentales: 
o Para simular las condiciones fisiológicas ambientales que encontramos 

en médula ósea, mantuvimos un cultivo a 37°C, 2% O2 y 5% CO2 
durante la fase de formación de EBs y en la fase de co-cultivo con 
células OP9 a 37°C, 5% O2 y 5% CO2. 

o Cultivo continuado a 37°C, 2% O2 y 5% CO2. 
o Cultivo progresivo 37°C, 5% O2 y 5% CO2. 

 
 
 

 

hPSC 

hPSC culture EB differentiation EB plating onto OP9 
stroma

Megakaryocytic 
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Figura 42.  Esquema representativo del procedimiento experimental llevado a cabo durante la 
diferenciación a megacariocitos. 

 

A las 24h, tras la formación de EBs, el medio se cambió por medio de EBs 
suplementado con 50 ng/mL BMP4 (Peprotech), 50 ng/mL VEGF (Peprotech) y 20 
ng/mL FGFb (Miltenyi Biotec). Posteriormente, se realizaron cambios de medio cada 
dos días hasta el día 9, suplementándose el medio de EBs con 50 ng/mL BMP4, 50 
ng/mL VEGF,  20 ng/mL FGFb, 20 ng/mL SCF (Peprotech), 20 ng/mL TPO 
(Peprotech) y 20 ng/mL FLT3 (Peprotech). Desde el día 9 al 15, el cóctel de citoquinas 
añadidas al medio se simplificó a 50 ng/mL TPO y 20 ng/mL SCF.  

El día 15,  los EBs fueron disgregados empleando Collagenase B (Roche) 2h a 37°C, 
seguido de 10 minutos de incubación al baño a 37°C usando Cell Dissociation Buffer 
(Gibco) para obtener una suspensión de células con los precursores megacariocíticos. 
Posteriormente, las células se cultivaron en medio de diferenciación de OP9 (medio 
basal α-MEM suplementado con 10% FBS, 10 µM monotioglicerol y 50 µg/mL ácido 
ascórbico) con 100 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF en placas de 6 pocillos recubiertas 
con un estroma de células OP9. En este momento, el cultivo que representaría la 
condición fisiológica de médula ósea y había crecido a un 2% O2 se traspasó a un 
incubador al 5% O2 hasta finalizar el proceso de diferenciación. Además, se colectaron 
muestras para analizar la viabilidad celular por tinción con 7-AAD (PerCP-Cy5.5, BD 
Bioscience) y marcadores celulares de progenitores hematopoyéticos por tinción con 
el anticuerpo  anti-CD34 (APC, BD Bioscience) mediante citometría de flujo, usando el 
citómetro BD FACSCanto II (BD Bioscience). 

A las 24h de la disociación de EBs, se cambió el medio por medio de diferenciación de 
OP9 suplementado con 100 ng/mL TPO, 50 ng/mL SCF y 25 U/mL Heparina. Los días 
18, 22, 25 y 28 se recolectaron las células del sobrenadante para proceder al análisis 
de los marcadores celulares específicos de linaje megacariocítico por tinción con los 
anticuerpos anti-CD41a (PE, BD Bioscience) y anti-CD42b (APC, BD Bioscience). Los 
porcentajes de estos marcadores se analizaron  por citometría de flujo, usando el 
citómetro BD FACSCanto II. Al resto del cultivo celular se le añadió la cantidad de 
medio equivalente de medio de diferenciación de OP9 suplementado con 100 ng/mL 
TPO, 50 ng/mL SCF y 25 U/mL Heparina. A partir del día 22, se añadió al cultivo 
celular el inhibidor de metaloproteinasa GM6001 (Merck Millipore) a 50 µM para 

hPSC 

20% O2

2% O2 5% O2

2% O2
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prevenir la rotura y pérdida del antígeno CD42b en las plaquetas producidas. Para 
cuantificar el número de células megacariocíticas CD41a+CD42b+ se añadió a la 
mezcla de células un número determinado de Perfect-Count Microspheres (Cytognos) 
antes de su análisis por citometría. Los megacariocitos y las plaquetas pueden 
diferenciarse en el citómetro por su diferencia en complejidad y tamaño (Figura 43). 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Análisis de células CD41a+CD42b+ mediante citometría de flujo. 

 
2.4. Estudio combinado del papel de la hipoxia y SCL en la megacariopoyesis de 
hESC 

Para estudiar el efecto derivado de la hipoxia junto con el papel de SCL en la 
megacariopoyesis, empleamos la misma línea celular (AND 1 SCL) empleada en el 
estudio de Toscano et al.

247. Los resultados de este estudio confirman que la 
expresión ectópica de SCL incrementa la megacariopoyesis.  

Para llevar a cabo la diferenciación a megacariocitos de AND1 SCL se utilizó el 
protocolo de diferenciación descrito anteriormente, aplicando las mismas condiciones 
de O2 que en la línea H9 Neo durante el cultivo celular, para así estudiar el efecto de la 
hipoxia y la expresión de SCL en la formación de megacariocitos derivados de AND1 
SCL.  

 

2.4.1. Western Blot 

Tras completar la diferenciación a megacariocitos de la línea celular AND1 SCL y 
comprobar que los datos obtenidos no eran los esperados en combinación con la 
hipoxia, se intentó buscar la explicación de estos resultados. Por esta razón, se 
analizó la expresión de SCL a bajas tensiones de O2 por western blot. 

Se ha reportado que SCL es degradado bajo condiciones de hipoxia en varios tipos 
celulares506-507. Para comprobar si esto ocurría en hESC, cultivamos la línea AND1 
SCL durante 6 días al 20% O2, 5% O2 y al 2% O2 y analizamos la expresión de la 
proteína SCL mediante western blot. Las células AND1 NEO fueron empleadas como 
control negativo de expresión de SCL. 

Además, estudiamos las posibles vías de degradación de SCL bajo hipoxia. En células 
endoteliales, SCL es fosforilada en un residuo de serina (Ser122), esta fosforilación 

hPSC-Megakaryocytes hPSC-Platelets hPSC 
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activa la degradación de la proteína por el proteosoma506. Cultivamos nuestras células 
al 2% O2 durante 24h empleando varios inhibidores de la ruta transcripcional de SCL 
que afectan a la fosforilación de la proteína y a su degradación por el proteosoma 
(Figura 44): 

 Inhibidores de la fosforilación de SCL 
o PD 98059 (inhibidor de MAPK Kinase 1, del inglés Mitogen-Activated 

Protein Kinase), (Merck Millipore). Se utilizó a una concentración 50 µM. 
o LY 294002 (inhibidor de PI3K, del inglés Phosphatidylinositol 3 Kinase), 

(Merck Millipore). Se utilizó a una concentración 1 µM. 
 

 Inhibidores de la degradación de SCL 
o MG132 (potente inhibidor del proteosoma), (Merck Millipore). Se utilizó 

a una concentración 0.01 µM. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Esquema representativo de los inhibidores de la ruta transcripcional de SCL 

Las células fueron lisadas en buffer RIPA. Los lisados celulares se sometieron a 
electroforesis mediante el método SDS-PAGE. El peso molecular de SCL es de 42 
KDa. Se elaboraron geles de poliacrilamida al 8%. Metodología descrita anteriormente. 

La proteína SCL fue detectada con el sistema de imagen infrarrojo Odyssey (Li-cor 
Bioscience) usando un anticuerpo policlonal de cabra anti-TAL1(C-21) (Santa Cruz 
Biotechnology) a una dilución 1:500. Como control de carga de uso el anticuerpo anti-
β-Actin (clone AC-15; Sigma-Aldrich) a una dilución 1:10000. 

 

2.5. Análisis estadístico 

Los datos están representados como la media ± SEM. Los análisis estadísticos 
correspondientes a la viabilidad celular, a los progenitores hematopoyéticos y a las 
cuantificaciones relativas proteicas se han realizado mediante un ANOVA de una vía. 
En cambio, los correspondientes a las células megacariocíticas CD41a+CD42b+ se 
realizaron mediante un ANOVA de dos vías. En todos los casos el ANOVA se 
complementó con el test de comparación múltiple de Bonferroni.  
Valores de p<0.05 han sido considerados estadísticamente significativos. 
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Objetivo 3. Generar y validar modelos humanos de enfermedades 
hematopoyéticas a partir de hPSC. 

3.1. Generar un modelo humano del Trastorno plaquetario familiar con neoplasia 
mieloide asociada (FPDMM). 

 

3.1.1. Reprogramación celular de un paciente con FPDMM 

En primer lugar, para la generación de un modelo humano de FPDMM, llevamos a 
cabo la reprogramación celular de una mujer caucásica con FPDMM, cuyos 
antecedentes familiares  presentan trombocitopenias y neoplasias mieloides. 

El árbol genealógico de la paciente se muestra en la Figura 45. 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Árbol genealógico de la paciente con FDPMM para reprogramación celular. 

 

Esta paciente presenta una mutación, que aún no ha sido descrita, en el exón 6 del 
locus RUNX1, la variante p.Thr196Ala (Figura 46). 

 

 

 

 

Figura 46. Localización de la mutación p.Thr196Ala en el exón 6 del locus RUNX1. 

 

Se obtuvo una muestra de sangre periférica de la paciente con FPDMM tras obtener el 
consentimiento informado de acuerdo al Comité de ética de Andalucía para la 
reprogramación celular, la legislación europea y española. La muestra de sangre fue 
diluida 1:2 (volumen: volumen) en PBS y centrifugada con Ficoll PaqueTM PLUS (GE 
Healthcare) a 1600 rpm 30 minutos para separar por fases el plasma sanguíneo, las 
células mononucleares, los granulocitos y los eritrocitos. Colectamos las células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés Peripheral Blood Mononuclear 

Cells) usando una pipeta pasteur (VWR) y lavamos con PBS por centrifugación a 900 
rpm 10 minutos para separar por fases el suero junto con las plaquetas y las PBMC.  

Cell Reprogramming 

Thrombocytopenia 

Myeloid neoplasia 

p.Thr196Ala 



MATERIALES Y MÉTODOS 
Generación del modelo humano FPDMM  

128 

 

Posteriormente, las PBMC fueron lisadas con Ammonium chloride (Sigma-Aldrich) y 
lavadas con PBS por centrifugación a 1500 rpm 5 minutos. 

Se cultivaron 5 millones de PBMC en StemSpan™ SFEM (StemCell Technologies) 
suplementado con 100ng/mL SCF, 100ng/mL FLT3L, 20ng/mL IL6 y 20ng/mL IL3 
(todas las citoquinas de Peprotech) en placas de 6 pocillos (Corning). A los 4 días del 
cultivo celular, las PBMC fueron transferidas a placas de 12 pocillos recubiertas de 
fibronectina (BD BioCoatTM) y transducidas con SeV no transmisibles que portan los 
factores de reprogramación Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc12-13

 usando CytoTune® -iPS 
2.0 Reprogramming kit (Life Technologies). Para la transducción se utilizó un MOI 3 
(del inglés, Multiplicity Of Infection). Las células se cultivaron en StemSpan ™ SFEM 
en presencia de 8 μg/mL polybrene (Sigma-Aldrich), 10 μM Y27632 (Selleckchem) y 
ácido ascórbico (Sigma-Aldrich).  

Cuatro días después de la transducción, las células se co-cultivaron en StemSpan ™ 
SFEM en ausencia de citoquinas sobre una capa de células madre mesenquimales 
humanas irradiadas (hMSC, del inglés human Mesenquimal Stem Cells) (Inbiobank). 
Seis días después de la transducción, las células se adaptaron al medio de 
embrionarias (hESC) que consiste en KO-DMEM (Life Technologies) suplementado 
con 10% KnockOut Serum Replacement (Life Technologies), 8 ng/mL βFGF2 (Milteny 
Biotec), 10 μM Y27632 (Selleckchem), 1 mM Glutamina, 1% NEAA  y 0.1 mM 2β-
mercaptoetanol (todo de Life Technologies).  

A partir del día 7, las células se cultivaron en medio hESC. El día 13 después de la 
transducción, las colonias hiPSC emergentes se seleccionaron individualmente y se 
expandieron para la caracterización. Desde el día 4 hasta el día 20 después de la 
transducción, las células se cultivaron en una cámara a 37 °C, 5% O2 y 5% CO2.  

A partir del día 20, las células se transfirieron a una cámara de cultivo a 37 °C, 20% O2 
y 5% CO2 y a partir del día 22 los clones seleccionados se mantuvieron durante 5 días 
a 39 °C para eliminar por completo los SeV termosensibles.  
Un mes después, comenzamos el proceso de caracterización celular de los clones 
seleccionados y establecidos en cultivo celular.  
 

La figura 47 muestra un esquema representativo del proceso de reprogramación 
celular, selección de clones y de técnicas requeridas para la caracterización celular. 
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Figura 47. Esquema del protocolo de reprogramación celular de las PBMC de la paciente con 
FPDMM. 
 

3.1.2. Cultivo celular de las células reprogramadas 

Un mes después de la reprogramación celular, se estableció la nueva línea hiPSC 
generada (FPD-PBMC-iPSC4F73, también conocida como GENYOi005-A. 
hpscreg.eu/user/cellline/edit/GENYOi005-A) a partir de la selección clonal llevada a 
cabo durante el proceso de reprogramación. Las células se adaptaron al cultivo en 
medio de crecimiento E8 en frascos t25 recubiertos de Matrigel a una dilución 1:20 en 
KO-DMEM. Las células se sub-cultivaron semanalmente utilizando PBS-EDTA 0.5 mM 
(Life Technologies). 

 

3.1.3. Caracterización celular de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 

Para desarrollar la caracterización celular de la nueva línea hiPSC generada se 
requiere de la realización de diversas técnicas que se detallan a continuación. 

 

3.1.3.1. Análisis mutacional 

EL AND genómico fue aislado de las PBMC de la paciente, de la línea FPD-PBMC- 
iPSC4F73 y de la línea control PBMC1-iPS4F1, usando DNA extraction kit (Qiagen). 
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Se realizó una amplificación por PCR de todas las muestras siguiendo las 
instrucciones del fabricante en un termociclador SureCycler 8800 (Agilent). Se empleó 
un set de primers que flanquean el exón 6 del locus RUNX1 (RUNX1-exon 6). Como 
control de carga se empleo β-Actin. La secuencia de primers utilizados se muestra en 
la Tabla 3.1.3.1. Los fragmentos de PCR amplificados se secuenciaron usando ABI 
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Tabla 3.1.3.1. Secuencia de primers para la detección de la mutación en el locus RUNX1 
Primer       Secuencia (5’- 3’) 

β-ACTIN Fw GCGGGAAATCGTGCGTGACATT 
β-ACTIN Rv GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG 
RUNX1-exon6 Fw GGCCACCAACCTCATTCTGT 
RUNX1-exon6 Rv ACTTTTTGGCTTTACGGGGG 

 

 

3.1.3.2. Análisis de polimorfismo (STR) 

Para verificar el origen de la línea celular FPD-PBMC-iPSC4F73, se llevó a cabo un 
análisis STR (del inglés, Short Tandem Repeat), un método común en biología 
molecular para comparar loci específicos en el ADN de dos o más muestras. 

Tras purificar el ADN de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 y de las PBMC de la paciente, 
se empleó AmpFLSTR® Identifiler® Plus kit (Applied Biosystems) para determinar por 
PCR la firma genética de ambas muestras mediante un análisis múltiple de 15 loci 

(D8S1179, D3S1358, D2S1338, D18S51, D21S11, TH01, D19S433, D7S820, 
D13S317, vWA, D5S818, CSF1PO, D16S539, TPOX y FGA) y el marcador 
Amelogenina que identifica el género de la muestra. Los productos de PCR fueron 
sometidos a una electroforesis capilar en el ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) y analizados con GeneMapper® ID Software (Applied Biosystems) 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

 

3.1.3.3. Análisis de expresión de los factores de reprogramación 

Se aisló el ARN total de la nueva línea hiPSC generada, de la línea control (PBMC1-
iPS4F1) y de las PBMC de la paciente usando High pure RNA isolation kit (Roche). 
Posteriormente, se generó ADNc usando Transcription First Strand c-DNA synthesis 
kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizó una PCR usando 
GoTaq Flexi DNA Polimerase kit (Promega) y las condiciones de la PCR se 
optimizaron para conseguir datos semicuantitativos dentro del rango linear de 
amplificación en un SureCycler 8800 thermal cycler (Agilent). Los productos 
resultantes de la PCR fueron sometidos a una electroforesis en un gel de agarosa para 
determinar el silenciamiento de los factores de reprogramación exógenos usando un 
set de primers para SeV, KLF4, c-MYC y KOS. Las PBMC de la paciente transducidas 
a día 4 tras la exposición a SeV se usaron como control positivo de la presencia de los 
factores de reprogramación exógenos y la línea PBMC1-iPS4F1como control negativo. 
Como control de carga se utilizó β-Actin. La secuencia de primers empleados se 
muestra en la Tabla 3.1.3.3. 
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Tabla 3.1.3.3. Lista de primers usados en la detección de los factores de reprogramación 
Primer       Secuencia (5’-3’) 

β-ACTIN Fw CTGGAACGGTGAAGGTGACA 
β-ACTIN Rv AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 
SeV Fw GGATCACTAGGTGATATCGAGC 
SeV Rv ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC 
KOS Fw ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC 
KOS Rv ACCTTGACAATCCTGATGTGG 
c-MYC Fw TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG 
c-MYC Rv TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG 
KLF4 Fw TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC 
KLF4 Rv AATGTATCGAAGGTGCTCAA 

 

 

3.1.3.4. Análisis de pluripotencia 

Por un lado, se generó ADNc procedente del ARN total de la línea FPD-PBMC-
iPSC4F73, de la línea control PBMC1-iPS4F1 y de las PBMC de la paciente para 
analizar la expresión endógena de los genes de pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1 y 
NANOG mediante RT-PCR. La línea PBMC1-iPS4F1 se usó como control positivo y 
las PBMC de la paciente se emplearon como control negativo. Metodología y listado 
de primers descritos anteriormente. 

Por otra parte, por citometría de flujo se comprobaron los marcadores de pluripotencia 
a nivel de proteína mediante tinción con los anticuerpos de superficie SSEA3 (PE, 
BioScience), SSEA4 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen), Tra1-60 (PE, BioScience), 
Tra1-81 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen) y Oct3/4 (BD BioScience). La expresión 
de los marcadores de pluripotencia se analizó en el citómetro BD FACSVerse (BD 
Bioscience) y los resultados obtenidos analizados mediante FlowJoTM software 
(FlowJo, LLC-BD Bioscience). El procedimiento empleado ha sido descrito en la 
sección anterior.  

 

3.1.3.5. Cariotipado 

Se realizó el análisis cromosómico de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante la 
técnica de bandeo GTG (Biobanco del Sistema Sanitario Público de Andalucía, 
España). Se analizaron 20 metafases siguiendo las recomendaciones del ISCN (del 
inglés, International System for Human Cytogenetics Nomenclature)508-509.  

 

3.1.3.6. Análisis de fosfatasa alcalina 

Las células se cultivaron en placas de 24 pocillos (Corning) recubiertas con Matrigel 
durante 5 días a 37°C. Se testó la actividad enzimática para la fosfatasa alcalina 
usando Alkaline phosphatase detection kit (Merck-Millipore) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Se tomaron fotografías de la tinción resultante en el Microdisector Láser 
Zeiss PALM Microbeam (Zeiss). 
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3.1.3.7. Ensayos de diferenciación in vitro (EBs) 

La capacidad de diferenciación in vitro de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 a las tres 
capas germinales embrioides es testada por la generación espontánea de EBs. 
Cuando el cultivo celular alcanzó una confluencia del 60-70%, se añadió Matrigel 1:6 
diluido en KO-DMEM (Life Technologies) al medio de cultivo. Al día siguiente, el cultivo 
celular fue disociado empleando Collagenase IV (Gibco) durante 5 minutos a 37°C. 
Posteriormente, las colonias fueron levantadas suavemente y cultivadas en placas de 
6 pocillos de baja adherencia (Corning) en medio esencial 6 (E6) para inducir la 
formación de EBs. Se realizaron cambios de medio cada 2 días. Tres semanas 
después, los EBs fueron colectados, embebidos en parafina y seccionados para la 
realización de análisis histológicos e inmunocitoquímicos. 

Se realizó una tinción Hematoxilina-Eosina (H&E) para el análisis histológico. Y una 
tinción con marcadores específicos de las 3 capas germinales para el análisis 
inmunocitoquímico, se utilizó β-III-tubulina como marcador de ectodermo, vimentina 
como marcador de mesodermo y citoqueratina (CKAE1-EA3) como marcador de 
endodermo. 

 

3.1.3.8. Ensayos de diferenciación in vivo (Teratomas) 

Para testar la capacidad de diferenciación in vivo de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 
realizamos ensayos de formación de teratomas.  

Las células fueron disociadas empleando Collagenase IV (Gibco) y resuspendidas en 
PBS suplementado con 30% Matrigel. Se inyectaron subcutáneamente 2x106 células 
en los flancos dorsales de ratones NOD/LtSz-scid interleukin-2Rγ-/- (The Jackson 
Laboratory). El crecimiento de los teratomas fue supervisado semanalmente y a las 10 
semanas post-implantación, se colectaron los teratomas, se fijaron en formaldehido, se 
incluyeron en parafina y se seccionaron para su posterior análisis histológico y tinción 
inmunocitoquímica.  

Para el análisis histológico, se procedió a la tinción con Hematoxilina-Eosina (H&E) y 
para estudiar la diferenciación a las 3 capas germinales se tiñeron con β-III-tubulina 
(ectodermo), vimentina (mesodermo) y CKAE1-EA3 (endodermo)510. Para 
complementar el análisis con los marcadores específicos de cada capa germinal se 
incluyen estructuras específicas de endodermo, mesodermo y ectodermo. El Comité 
de Ética en Experimentación Animal (CEEA) de la Universidad de Granada aprobó 
todos los protocolos empleados en animales. 
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3.2. Validar el rescate génico del modelo humano del Síndrome de Bernard-
Soulier (BSS) previamente generado por células primarias de pacientes de dicha 
enfermedad. 

 
3.2.1. Cultivo celular de las líneas hiPSC 

Las líneas celulares iBOB/A1ATD, BSS2-PBMC-iPS4F24-EV/BSS2 EV y BSS2-
PBMC-iPS4F24-GP9/BSS2 GP9 fueron cultivadas en medio E8 en frascos t25 
recubiertos de Matrigel a una dilución 1:20 en KO-DMEM. Semanalmente, las células 
fueron sub-cultivadas utilizando PBS-EDTA 0.5 mM. 

La generación y descripción de la línea iBOB usada como control sano está reportada 
por Yusa et al 

511.  

Las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9 se obtuvieron por la transducción lentiviral de la 
línea original BSS2-PBMC-iPS4F2466 y clonadas en el vector pRRL-EF1α-PGK-NEO 
(Figura 48). Metodología de clonación y transducción descrita anteriormente. 

 

 

 

 
Figura 48. Esquema representativo de la construcción del vector control (EV) y el vector que 
expresa la copia silvestre de GP9 en la línea BSS2-PBMC-iPS4F24.  
 

 

3.2.2. Análisis de expresión de GP9  

Para comprobar la expresión ectópica de la copia silvestre del gen GP9 por 
transducción lentiviral se aisló el ARN total de las líneas celulares BSS2 EV y BSS2 
GP9 usando High pure RNA isolation kit (Roche). Posteriormente, partiendo de 1µg de 
ARN, se generó ADNc usando Transcription First Strand c-DNA synthesis kit (Roche) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos resultantes de la PCR fueron 
sometidos a una electroforesis en un gel de agarosa para determinar la expresión de 
GP9 en la línea BSS2 GP9. Se utilizó β-Actin como control endógeno. La secuencia de 
primers utilizados se muestra en la Tabla 3.2.2.  

 
Tabla 3.2.2. Lista de primers empleados para la detección de GP9 

Primer       Secuencia (5’-3’) 

β-ACTIN Fw CTGGAACGGTGAAGGTGACA 
β-ACTIN Rv AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 
GPIX Fw CAGAGGCGCAGATAGGTGAG 
GPIX Rv GCCAACAACAGCCTTGAGTC 

 

 

 

EF1α prom LTR  NEO    hGP9 LTR PGK prom 

EF1α prom LTR  NEO    LTR PGK prom EV 
 
 
GP9 
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3.2.3. Análisis de pluripotencia 

En primer lugar, se estudió la expresión endógena de los genes de pluripotencia 
OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG de las líneas hiPSC por RT-PCR. Metodología y lista 
de primers descritos anteriormente. 

Por otra parte, se comprobó la pluripotencia de las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9 a 
nivel de proteína, mediante tinción con los anticuerpos de superficie SSEA3 (PE, 
BioScience), SSEA4 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen), Tra1-60 (PE, BioScience) y 
Tra1-81 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen). La expresión de estos marcadores se 
analizó por citometría de flujo, usando el citómetro BD FACS Verse (BD Bioscience). 
Los datos resultantes se analizaron usando FlowJoTM software (FlowJo, LLC-BD 
Bioscience). Procedimiento descrito anteriormente.  

 

3.2.4. Diferenciación a células de linaje megacariocítico 

Para validar el modelo celular de BSS rescatado por terapia génica se llevó a cabo 
una diferenciación celular a megacariocitos. Con el fin de optimizar la generación a 
megacariocitos, empleamos un protocolo libre de suero y componentes animales, más 
actual y de mayor eficiencia al utilizado en la sección anterior. Este protocolo descrito 
recientemente por Moreau et al

380 se basa en la diferenciación de hiPSC a 
megacariocitos mediante la expresión ectópica de GATA1, FLI1 y TAL1. Estos TF son 
imprescindibles en el proceso de megacariopoyesis, regulan tanto la formación como 
la maduración de los megacariocitos.  

Las líneas iBOB, BSS2 EV y BSS2 GP9 se cultivaron en medio E8 y cuando 
alcanzaron una confluencia del 80% se disociaron usando Tryple Express (Life 
Technologies) y se colectaron mediante centrifugación a 300g 5 minutos. Se determinó 
su número celular mediante contaje en una cámara de Neubauer. Se cultivaron 40.000 
células/pocillo en placas de cultivo celular de 12 pocillos (Corning) recubiertas con 
vitronectina (Gibco) en medio E8 con 10uM Y27632  (Selleckchem) a 37°C. Al día 
siguiente, las células fueron transducidas con el vector lentiviral (Vectalys) que 
expresa conjuntamente GATA1, FLI1 y TAL1 utilizando un MOI 80 para la 
transducción viral. Las células se cultivaron en medio E8 suplementado con 20 ng/mL 
FGF2 (Peprotech), 10 ng/mL BMP4 (Peprotech) y 10 ng/mL sulfato de protamina 
(Sigma Aldrich) para aumentar la eficiencia de transducción lentiviral. 

A día 1, se realizó un lavado de virus y las células se cultivaron en medio E8 
suplementado con 20 ng/mL FGF2 y 10 ng/mL BMP4 para inducir la diferenciación a 
mesodermo. A día 2, se induce la diferenciación a linaje megacariocítico realizando el 
cambio de medio a CellGRO SCGM (CellGenix) suplementado con 20 ng/mL TPO 
(Peprotech) y 25 ng/mL SCF (Peprotech). A día 5, se añadió al cultivo celular medio 
CellGRO con 40 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF. A día 8, se realizó un cambio de la 
mitad del medio de cultivo completando el volumen con medio CellGRO suplementado 
con 40 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF. 

A día 9, parte del cultivo celular fue disociado con Tryple Express para analizar 
marcadores de superficie celular específicos de hematopoyesis y del linaje de 
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megacariocitos mediante tinción con los anticuerpos anti-CD34 (PECy7, BD 
Bioscience), anti-CD41a (PE, BD Bioscience) y anti-CD42a/GPIX (APC, BD 
Bioscience). Las poblaciones celulares se analizaron en el citómetro BD FACS Verse 
(BD Bioscience) y los datos resultantes con FlowJoTM software (FlowJo, LLC-BD 
Bioscience). Procedimiento de análisis ya descrito anteriormente. El resto del cultivo 
celular se trasladó a placas de cultivo de 6 pocillos (Corning) sin recubierta de 
vitronectina, en medio CellGRO suplementado con 20 ng/mL TPO y 25 ng/mL SCF.  

Los días 12, 14 y 18 del cultivo celular se realizaron cambios de ½ medio de cultivo, 
completando con medio fresco CellGRO con 40 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF. El cultivo 
celular debe mantenerse a una concentración de 0.5-2x106 células/mL.  

A día 20, las células se colectaron por centrifugación a 120g 8 minutos y se volvieron a 
teñir con los marcadores celulares CD34, CD41a y CD42a para su análisis por 
citometría de flujo. Por otra parte, se realizó un cambio de medio completo al resto del 
cultivo celular, que se mantuvo hasta día 30 con cambios de ½ medio cada 2 días  y 
análisis por citometría de flujo a día 26 y 30 (Figura 49). 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Protocolo de diferenciación a megacariocitos a partir de hiPSC.  

 

3.2.5. Técnica ImageStream 

Es una técnica que combina visualización de imagen, como una microscopía estándar 
a la vez que permite ver células marcadas con los anticuerpos de interés, como una 
citometría. Fue utilizada para visualizar la expresión de la proteína GPIX durante la 
diferenciación a megacariocitos. 

A día 20 del protocolo de diferenciación a megacariocitos, las líneas BSS2 EV y BSS2 
GP9 fueron disociadas empleando Tryple Express (Life Technologies) y lavados con 
PBS 5% FBS por centrifugación a 120g 8 minutos. La suspensión celular fue teñida 
con los marcadores de superficie anti-CD41a (PE, BD Bioscience) y anti-CD42a (APC, 
BD Bioscience) durante 15 minutos en oscuridad. Tras la incubación, las células se 
lavaron con PBS 5% FBS y se resuspendieron en 1:1000 Hoescht 1mM para la tinción 
nuclear. Tras 2 minutos de tinción en oscuridad, se lavaron con PBS 5% FBS y se 
resuspendieron en 50ul PBS 5% FBS. Las muestras se analizaron mediante Amnis 
ImageStreamX Mk II Imaging Flow Cytometer (Luminex Corporation). Los datos 
resultantes se analizaron usando IDEAS® Analysis Software (Luminex Corporation). 

MOI 
12-well plate 
40,000 cells 

Mesoderm 
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3.2.6. Análisis estadístico 

Los datos han sido representados como la media ± SEM. El análisis estadístico se ha 
realizado respecto al control del paciente de BSS (BSS2 EV) mediante un ANOVA de 
dos vías complementándose con el test de comparación múltiple de Bonferroni.  
Valores de p<0.05 se han considerado estadísticamente significativos.  
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Objetivo 1. Estudiar el papel de RUNX1 en el desarrollo de la hematopoyesis 
humana empleando hPSC como modelo de estudio.   

RUNX1 es un regulador clave del desarrollo de las células hematopoyéticas a partir 
del endotelio hemogénico150. El papel de RUNX1 durante la hematopoyesis derivada 
de hESC ha sido muy estudiado en nuestro laboratorio, en concreto la isoforma 
RUNX1c

244. En este proyecto se pretende ampliar el estudio del papel regulador de 
RUNX1 analizando la función de las isoformas más importantes de RUNX1. 

 

1. Analizar la función de las isoformas del gen RUNX1 durante la diferenciación 
hematopoyética 

Para este estudio hacemos uso de un sistema de diferenciación hematopoyética 
basado en el cultivo de hiPSC que expresan de forma ectópica RUNX1a, RUNX1b y 
RUNX1c, en un medio definido en combinación con diferentes citoquinas 
hematopoyéticas225.  

Previamente a la generación de células hematopoyéticas derivadas de las líneas 
hiPSC con sobre-expresión de las isoformas de RUNX1, se procedió a analizar la 
expresión ectópica de las diferentes isoformas de RUNX1. 

 

1.1. Análisis de la expresión ectópica de las isoformas del gen RUNX1 

Mediante la utilización de un set de primers que reconoce una zona común a las 3 
isoformas del gen RUNX1 mediante la técnica qPCR analizamos la expresión génica 
de estas isoformas.  

La figura 50 muestra la estructura del gen humano RUNX1 y de las isoformas 
RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. Se ha representado la localización del set de primers 
utilizado (señalizado mediante flechas rojas en el locus RUNX1) para analizar la 
expresión de las diferentes isoformas de RUNX1.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Diseño del análisis de la expresión ectópica de las isoformas del gen RUNX1. Esquema 
representativo de la estructura del locus RUNX1 y de las isoformas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. La 
localización del set de primers utilizado para la qPCR se muestra con flechas rojas. 
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La figura 51 representa la expresión de ARNm de las isoformas del gen RUNX1 en las 
líneas hiPSC con respecto al control. Podemos observar como la isoforma RUNX1a 
presenta una mayor expresión (p<0.001) con respecto a las isoformas RUNX1b y 
RUNX1c (p<0.05). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Análisis de la expresión ectópica de las isoformas del gen RUNX1. Expresión génica de 
las isoformas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c en las diferentes líneas celulares generadas. Se ha usado 
GAPDH como control interno. RUNX1a muestra una mayor expresión respecto al control, en comparación 
con las isoformas RUNX1b y RUNX1c. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes.  

 

1.2. Expresión proteica de las isoformas del gen RUNX1 

Tras comprobar la expresión ectópica de las diferentes isoformas de RUNX1 a nivel de 
ARNm, realizamos un Western Blot para verificar la expresión proteica de dichas 
isoformas. Utilizamos un anticuerpo policlonal de conejo anti-RUNX1 para detectar las 
proteínas de las isoformas del gen RUNX1 y como control de carga utilizamos la 
proteína β-Actina. Los resultados fueron obtenidos usando el sistema de imagen 
infrarrojo Odyssey (Li-cor Bioscience) (Figura 52A).  

Para complementar los datos obtenidos por western blot, realizamos una 
cuantificación relativa de la expresión proteica de las isoformas de RUNX1 
correspondiente a 3 experimentos diferentes (Figura 52B). Observamos resultados 
equivalentes a la imagen obtenida por western blot y a la expresión génica analizada 
anteriormente. La proteína RUNX1a se expresa en mayor medida con respecto al 
control (p<0.001), en comparación con las proteínas RUNX1b (p<0.01) y RUNX1c 
(p<0.05).  

 

 

 

 

 

              Runx1

0.000

0.002

0.004

0.02

0.04

0.06

iP
S4F

1-
Run

x1
a

iP
S4F

1-
Run

x1
b

iP
S4F

1-
Run

x1
c

iP
S4F

1-
EV

***

***p<0.001

**

*p<0.05

-2
∆

C
t



RESULTADOS 
El papel de las isoformas de RUNX1 en la hematopoyesis 

142 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52. Expresión proteica exógena de las isoformas de RUNX1 mediante western blot. A. 
Imagen representativa de la expresión proteica de RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c obtenida por western 
blot. B. Cuantificación relativa de las proteínas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. Los datos muestran que la 
proteína RUNX1a se expresa en mayor medida que las proteínas RUNX1b y RUNX1c. Los datos 
representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes.  

 

1.3. Expresión de los genes de pluripotencia 

La pluripotencia es una característica esencial que permite la diferenciación de las 
hPSC a cualquier linaje celular. Una vez analizada la expresión ectópica y proteica de 
las diferentes isoformas de RUNX1, que confirma que la transducción lentiviral ha sido 
eficiente, se procedió a analizar la pluripotencia de las líneas hiPSC, tanto por RT-PCR 
para confirmar la presencia de genes endógenos de pluripotencia como a nivel de 
proteína mediante citometría de flujo. 
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Por un lado, analizamos la expresión endógena de los TF de pluripotencia OCT3/4, 
SOX2, REX1 y NANOG por RT-PCR. Posteriormente, los productos resultantes fueron 
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa. La imagen resultante de la detección 
de los genes endógenos de pluripotencia muestra expresión de todos los genes 
analizados en las líneas hiPSC (Figura 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Pluripotencia de las líneas hiPSC que sobre-expresan las isoformas de RUNX1 por RT-
PCR. Todas las líneas expresan los genes de pluripotencia SOX2, REX1, NANOG y OCT4. 

 

Por otra parte, mediante citometría de flujo, estudiamos la pluripotencia a nivel de 
proteína de las diferentes líneas hiPSC con expresión de RUNX1a, RUNX1b y 
RUNX1c. Se emplearon los anticuerpos de superficie SSEA3 PE, SSEA4 APC, Tra1-
60 PE, Tra1-81 APC y OCT3/4 FITC. Los gráficos obtenidos por citometría de flujo y 
analizados mediante FlowJo software muestran una expresión mayor del 80% de los 
marcadores de pluripotencia analizados en todas las líneas hiPSC, excepto SSEA3 
que presenta una expresión menor del 50% en la mayoría de los casos (Figura 54). 
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Figura 54. Panel de expresión de los factores de pluripotencia a nivel de proteína de las líneas 
iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c por citometría de flujo. Todas las 
líneas muestran un procentaje mayor del 80% en la expresión de OCT3/4, SSEA4, TRA-1-81 y TRA-1-60, 
excepto para SSEA3 cuya expresión es menor del 50% en iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-
RUNX1c. 
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1.4. Diferenciación hematopoyética 

Para llevar a cabo la diferenciación hematopoyética de las líneas iPS4F1-EV, iPS4F1-
RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c empleamos un protocolo de 
diferenciación en un medio definido en combinación con diferentes citoquinas 
hematopoyéticas225. Cultivamos las hiPSC y analizamos a día 5, 8, 11 y 15 mediante 
citometría de flujo la aparición de progenitores endoteliales (CD34+VE-CAD+KDR+), de 
HEP (CD34+CD43+), que sería el equivalente in vitro al endotelio hemogénico in vivo, y 
de progenitores hematopoyéticos (CD41a+CD45+ y CD41a+CD235a+), además de 
realizar a día 8 ensayos de CFU hematopoyéticas.  

 

1.4.1. Obtención de progenitores endoteliales 

La figura 55A muestra un diagrama representativo de la formación de células 
progenitoras endoteliales CD34+VE-CAD+KDR+ a partir del cultivo de hPSC y gráficos 
de puntos mostrando el análisis por citometría de flujo de la población celular que 
origina los progenitores endoteliales CD34+VE-CAD+KDR+. 

A continuación, representamos la cinética de obtención de los progenitores 
endoteliales de iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c 
durante los días 5, 8, 11 y 15 (Figura 55B). A día 5, observamos un porcentaje 
elevado, por encima del 80%, de todas las isoformas de RUNX1. A partir de día 5, la 
obtención de estos progenitores disminuye, de igual manera que en la hematopoyesis 
humana cuando las células se diferencian a células hematopoyéticas terminales. La 
formación de los progenitores endoteliales de iPS4F1-RUNX1a y iPS4F1-RUNX1c es 
aún más baja a día 11 y 15, con respecto al resto de líneas celulares, lo que sugiere 
que estas líneas presentan una diferenciación hematopoyética más avanzada con 
respecto a la línea iPS4F1-RUNX1b.  
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Figura 55. Análisis de los progenitores endoteliales de las líneas iPS4F1 con sobre-expresión de 
las isoformas del gen RUNX1. A. Esquema representativo de la formación de células endoteliales a 
partir de hPSC y gráficos representativos de la población celular, la viabilidad y los marcadores 
endoteliales (CD34+VE-CAD+KDR+) obtenidos por citometria de flujo. B. Cinética de obtención de los 
progenitores endoteliales a lo largo de la diferenciación. A día 5 el porcentaje de progenitores CD34+VE-
CAD+KDR+ es mayor al 80%. En cambio, a partir de día 5, la formación de los progenitores disminuye, 
simulando lo que ocurre en la hematopoyesis humana. Los datos representan la media ± SEM de 3 
experimentos independientes.  

 

1.4.2. Obtención de progenitores hemato-endoteliales (HEP) 

Tras la aparición de los progenitores endoteliales derivados de hPSC, se inicia la 
formación de células HEP (CD34+CD43+), que posteriormente originará progenitores 
hematopoyéticos. 

La figura 56A muestra un esquema representativo de la formación de HEP a partir del 
cultivo de hPSC y gráficos de puntos de la población celular y la obtención de células 
CD34+CD43+ por citometría de flujo. 

Cuando analizamos la cinética de obtención de los HEP en las líneas iPS4F1-EV, 
iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c desde el día 5 al 15, 
observamos como la línea celular iPS4F1-RUNX1a incrementa la producción de HEP 
durante toda la diferenciación respecto al control, alcanzando una mayor producción 
significativa a día 11 (p<0.05). En cambio, las líneas iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-
RUNX1c incrementan la formación de HEP a días tempranos de la diferenciación 
respecto al control, pero a partir de día 11 mantienen una patrón similar a la línea 
control iPS4F1-EV (Figura 56B). 
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Figura 56. Análisis de HEP en las líneas iPS4F1 con expresión ectópica de las isoformas del gen 
RUNX1. A. Esquema representativo de la formación de HEP a partir de hPSC y gráficos representativos 
de la población celular, la viabilidad celular y las células CD34+CD43+ obtenidas por citometria de flujo. B. 
Cinética de obtención de los HEP a lo largo de la diferenciación. La línea iPS4F1-RUNX1a produce mayor 
cantidad de HEP durante la diferenciación respecto al control. Sin embargo, las líneas iPS4F1-RUNX1b y 
iPS4F1-RUNX1c presentan una mayor formación de HEP a días tempranos de la diferenciación. A partir 
de día 11, la obtención de HEP es similar al control. Los datos representan la media ± SEM de 3 
experimentos independientes.  
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1.4.3. Formación de progenitores hematopoyéticos 

Tras la generación de HEP se lleva a cabo la formación de progenitores 
hematopoyéticos que dará lugar a la generación de células hematopoyéticas 
terminales. Estos progenitores comienzan a aparecer a día 8 del protocolo de 
diferenciación. El progenitor bipotente CD41a+CD235a+ formará células de linaje 
eritroide (CD235a+) y células de linaje megacariocítico (CD41a+). En cambio, el 
progenitor hematopoyético CD41a+CD45+ originará el resto de células mieloides  y 
linfoides. 

La figura 57 muestra un diagrama de la formación de los progenitores 
hematopoyéticos derivados del cultivo de hPSC y gráficos representativos de la 
población celular y la obtención de células CD41a+CD45+ y CD41a+CD235a+ 
obtenidas por citometría de flujo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Esquema representativo de la formación de células hematopoyéticas derivadas del 
cultivo de hPSC y gráficos representativos de la formación de células CD41a+CD45+ y 
CD41a+CD235a+ obtenidas por citometría de flujo. 
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La figura 58A representa la cinética de formación de las células hematopoyéticas  
CD41a+CD45+ y la figura 58B la cinética de obtención de las células CD41a+CD235a+ 
derivadas de las líneas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-
RUNX1c durante los días 8, 11 y 15.  

Con respecto a las células CD41a+CD45+, observamos que la isoforma RUNX1a 
incrementa la producción de los progenitores hematopoyéticos CD41a+CD45+ a lo 
largo de la diferenciación respecto al control, siendo significativa (p<0.05) a día 8. En 
cambio, las isoformas RUNX1b y RUNX1c producen un mayor incremento de estos 
progenitores a días tempranos de la diferenciación con respecto al control, siendo 
mayor a día 11.  

Por otra parte, cuando analizamos los MEP, observamos que la isoforma RUNX1a y 
RUNX1c producen una mayor cantidad de estos progenitores a días tempranos de la 
diferenciación respecto al control, siendo significativa (p<0.001) a día 8, pero a días 
tardíos reducen la formación de MEP de forma significativa (iPS4F1-RUNX1a  con un 
p<0.05 y iPS4F1-RUNX1c con un p<0.01) respecto a la línea control. La isoforma 
RUNX1b, a días tempranos de la diferenciación no produce ningún efecto respecto al 
control, pero a días tardíos disminuye la producción de estos progenitores, siendo 
significativa esta reducción a días 11 (p<0.01)  y 15 (p<0.001)  respecto al control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Análisis de progenitores hematopoyéticos de las líneas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, 
iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c. A. Cinética de obtención de las células progenitoras 
hematopoyéticas CD41a+CD45+ a lo largo de la diferenciación. B. Cinética de formación de los MEP a lo 
largo de la diferenciación. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes.  
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Durante la diferenciación a células hematopoyéticas realizamos ensayos de CFU a día 
8 de las diferentes líneas de hiPSC para estudiar la capacidad clonogénica de los 
progenitores hematopoyéticos a lo largo de la diferenciación. 

 

1.4.4. Ensayos de CFU hematopoyéticos 

A día 8 de la diferenciación hematopoyética se colectaron las células 
CD34+CD43+CD41+ procedentes del cultivo y se sembraron en medio semisólido 
MethoCult™ SF H4436 para inducir la formación de colonias hematopoyéticas. A partir 
de 10 días de cultivo celular comenzaron a aparecer las primeras CFU 
correspondientes a las líneas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y 
iPS4F1-RUNX1c. El reconocimiento de la estructura y morfología de los distintos tipos 
de CFU obtenidos se evaluó siguiendo los criterios de la guía Atlas of Human 

Hematopoietic Colonies, Stem Cell Technologies503. 

La figura 59 muestra fotografías representativas por microscopía óptica de los 
diferentes tipos de CFU obtenidos durante el cultivo celular: 

 CFU-G, colonias pequeñas formadas por células individuales y de color oscuro. 
 CFU-M, colonias formadas por células individuales más grandes y de color 

brillante. 
 CFU-GM, presentan una morfología similar a la descrita anteriormente para las 

colonias G y M. 
 CFU-E, colonias pequeñas, normalmente no pueden distinguirse células 

individuales y adquieren un color rojizo por la hemoglobinización de los 
eritroblastos. 

Las colonias GM están originadas por progenitores bipotentes, pueden dar lugar 
tanto a colonias M como a colonias G, por tanto son más primitivas que las 
colonias G, M y E que revelan la presencia de progenitores más comprometidos, 
con potencialidad unilinaje exclusivamente.  

 

 

 

 

 

 

Figura 59. Ensayos de formación de colonias hematopoyéticas a partir de hPSC. Imágenes 
representativas de las colonias hematopoyéticas obtenidas por microscopía óptica.  
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Además, representamos el contaje celular de las colonias hematopoyéticas obtenidas 
en el cultivo de metilcelulosa (Figura 60). Observamos que las isoformas de RUNX1 
presentan distintos potenciales clonogénicos. La isoforma RUNX1a reduce la 
formación de colonias hematopoyéticas respecto al control. El tipo de colonias 
predominantes en esta isoforma son las colonias M. Sorprendentemente, la isoforma 
RUNX1b no produce progenitores capaces de formar colonias hematopoyéticas, 
llegando a ser significatico este resultado (p<0.05). En cambio, la isoforma RUNX1c 
incrementa significativamente (p<0.05) la producción de CFU respecto al control. El 
tipo de colonias predominantes en esta isoforma son las colonias mixtas GM y las 
colonias M, respecto al control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60. Ensayos funcionales de los progenitores hematopoyéticos derivados de las líneas 
iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c. La formación de CFU en iPS4F1-
RUNX1a es menor al control. De manera sorprendente, la línea iPS4F1-RUNX1b no fue capaz de generar 
colonias hematopoyéticas. Sin embargo, la línea iPS4F1-RUNX1c originó una mayor cantidad de CFU 
respecto al control. A. Representación gráfica del contaje celular de CFU. B.  Distribución en porcentaje 
de los diferentes tipos de colonias hematopoyéticas en las líneas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a y iPS4F1-
RUNX1c. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes.  
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Objetivo 2. Optimizar la generación de células hematopoyéticas de linaje 
megacariocítico mimetizando el ambiente fisiológico de médula ósea empleando 
hPSC.  

En primer lugar, se realizaron análisis de pluripotencia de las líneas H9 Neo y AND1 
SCL por citometría de flujo para confirmar que estas líneas mantenían su 
característica de pluripotencia y poder diferenciarlas posteriormente a células de linaje 
megacariocítico.  

 

2.1. Análisis de pluripotencia 

Para comprobar la pluripotencia de las líneas hESC, H9 y AND1 SCL, se estudió la 
expresión de los marcadores celulares de pluripotencia mediante citometría de flujo. 
Para ello, se utilizaron los anticuerpos de superficie SSEA3 PE, SSEA4 APC, Tra1-60 
PE y Tra1-81 APC. Los datos obtenidos tras el análisis muestran una expresión mayor 
del 80% para los marcadores de pluripotencia SSEA4 APC, Tra1-60 PE y Tra1-81 
APC en ambas líneas celulares. En cambio, para el marcador SSEA3 PE la expresión 
es de un 40% en H9 y de un 45% en AND1 SCL  (Figura 61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61. Expresión de los marcadores de pluripotencia analizados por citometría de flujo. Los 
porcentajes de expresión de los marcadores SSEA4 APC, Tra1-60 PE y Tra1-81 APC son mayores al 
80% en H9 y AND1 SCL. Sin embargo, la expresión de SSEA3 se reduce en torno al 40% en H9 y en un 
45% en AND1 SCL. 
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2.2. Estudio del efecto de la hipoxia en la diferenciación megacariocítica de 
hPSC 

Para estudiar el papel que desempeña la hipoxia en la diferenciación de hPSC a 
megacariocitos empleamos la línea celular H9, una línea hESC ampliamente usada en 
nuestro laboratorio como modelo de estudio del desarrollo hematopoyético 
embrionario240, 244-245 y en otros trabajos de diferenciaciones hematopoyéticas 
derivadas de hESC107, 222, 512.  
 
Empleamos un protocolo de diferenciación basado en la formación de EBs y co-cultivo 
con células OP9 para la formación de células de linaje megacariocítico376. Este 
protocolo ha sido optimizado en nuestro laboratorio para la generación de 
megacariocitos246-247, y por tanto sería el ideal para estudiar el papel de la hipoxia en 
diferenciación a megacariocitos derivada de hESC.  
 
De forma breve, se cultivó la línea H9 y durante la diferenciación a megacariocitos bajo 
las diferentes condiciones de O2, se procedió al análisis de progenitores 
hematopoyéticos CD34+ a día 15 del cultivo. Posteriormente, estos progenitores se 
cultivaron sobre células OP9 para originar células megacariopoyéticas. Las células 
CD41a+CD42b+ aparecieron a partir de día 18 y su expresión fue analizado hasta día 
32.  
 
 
2.2.1. Obtención de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ 
 
Durante el proceso de diferenciación, se analizó la viabilidad celular y la expresión de 
progenitores hematopoyéticos CD34+ a día 15 por citometría de flujo.  

La figura 62 muestra un diagrama de la formación de células CD34+ derivadas de 
hPSC junto con unas imágenes representativas de la viabilidad celular y la producción 
de progenitores CD34+ por citometría de flujo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62. Representación esquemática de la formación de células progenitoras CD34+ derivadas 

de hPSC y gráficos de la viabilidad celular y expresión de progenitores CD34+ obtenidos por 
citometría de flujo. 
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Los resultados obtenidos muestran que la hipoxia reduce la viabilidad celular de la 
línea H9 significativamente (p<0.0001) respecto al control. El 2% O2, condición más 
restrictiva, causa un mayor descenso de la viabilidad celular en los cultivos (Figura 
63A). En cambio, la hipoxia incrementa la producción de progenitores 
hematopoyéticos CD34+ de manera significativa (p<0.0001), siendo la condición del 
2% O2 la que produce un mayor incremento de estos progenitores (Figura 63B). En 
base a estos resultados, deducimos que la hipoxia produce una reducción de la 
viabilidad celular seleccionando progenitores hematopoyéticos CD34+ más eficientes y 
funcionales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63. Viabilidad celular y obtención de células CD34+ derivadas de la línea celular H9. A. La 
hipoxia reduce la viabilidad celular del cultivo, siendo mayor al 2% O2. B.  La hipoxia promueve una 
selección eficiente de progenitores CD34+, incrementando su producción, en especial al 2% O2. Los datos 
representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes.  

 

2.2.2. Formación de células CD41a+CD42b+ de linaje megacariocitico  

A lo largo de la diferenciación hacia megacariocitos, se analizó por citometría de flujo 
la expresión de los marcadores celulares de superficie específicos de linaje 
megacariocítico, CD41a y CD42b.  

La figura 64 muestra un digrama de la formación de células de linaje megacariocítico 
derivadas de hPSC y gráficos de puntos de la obtención de células CD41a+CD42b+ 

obtenidas por citometría de flujo.  
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Figura 64. Diagrama de la formación de células CD41a+CD42b+ e imágenes representativas de la 

expresión de los marcadores celulares CD41a+ y CD42b+ obtenidos por citometria de flujo.  

 

A continuación, se representa el análisis del número de células megacariocíticas 
CD41a+CD42b+ obtenidas durante la fase de co-cultivo con células OP9 desde el día 
18 al 32.  

Los resultados obtenidos muestran como la condición fisiológica (2% O2- 5% O2) 
produce un incremento de células megacariociticas CD41a+CD42b+ respecto al control 
y al resto de condiciones, siendo significativo (p<0.001) este incremento y alcanzando 
su máximo a día 25 de la diferenciación (Figura 65A).  

Cuando representamos la cinética del número de plaquetas CD41a+CD42b+, 
observamos como a días más tempranos de la diferenciación no se produce ningún 
efecto con respecto al control. En cambio, a partir de día 25 del cultivo, la condición 
fisiológica (2% O2- 5% O2) aumenta la producción de plaquetas CD41a+CD42b+, 
siendo significativo (p<0.001) este incremento respecto al control (Figura 65B). 
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Figura 65. Análisis de células CD41a+CD42b+ de linaje megacariocítico derivadas de la línea celular 

H9. A. Cinética de obtención de megacariocitos CD41a+CD42b+ a lo largo de la diferenciación. La 

condición fisiológica (2% O2- 5% O2) incrementa la formación de células CD41a+CD42b+ respecto al 

control y al resto de condiciones experimentales. B. Cinética de formación de plaquetas CD41a+CD42b+ a 
lo largo de la diferenciación. No se observa efecto a días tempranos de la diferenciación con respecto al 
control. En cambio, a partir de día 25 la condición fisiológica (2% O2- 5% O2) incrementa la formación de 

células CD41a+CD42b+ respecto al control y al resto de condiciones experimentales. Los datos 
representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes.  
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2.3. Estudio del efecto combinado de la hipoxia y la expresión de SCL en la 
diferenciación megacariocítica de hPSC.  

En base a los datos obtenidos sobre el efecto positivo de la hipoxia en la 
diferenciación megacariocítica de hESC, quisimos potenciar estos resultados al 
combinarlos con la expresión ectópica de SCL, regulador esencial de la 
megacariopoyesis. Para estudiar el efecto combinado de la hipoxia y SCL, se empleó 
la línea AND1 SCL, previamente utilizada para la optimización de la formación de 
megacariocitos y reportada como una mejor opción a otras líneas hESC en la 
obtención de células CD41a+CD42b+ 246-247.  
 
El procedimiento a seguir en la diferenciación de AND1 SCL hacia megacariocitos fue 
el mismo que con la línea H9. AND1 SCL se cultivó bajo diferentes condiciones de O2 

y a día 15 se analizó la obtención de células CD34+, que posteriormente se cultivaron 
con células OP9 para dar lugar a células CD41a+CD42b+, cuya expresión se analizó 
durante los días 18, 22, 25, 28 y 32. 
 
 
2.3.1. Obtención de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ 
 
A día 15 del cultivo celular, se analizó la viabilidad celular y la expresión de 
progenitores hematopoyéticos CD34+. 

Los datos resultantes muestran que la hipoxia causa una reducción significativa 
(p<0.0001) de la viabilidad celular de la línea AND1 SCL respecto al control. El 2% O2, 
reduce la viabilidad celular de los cultivos en mayor medida (Figura 66A). Por el 
contrario, la hipoxia aumenta significativamente (p<0.0001) la generación de 
progenitores CD34+, siendo mayor el incremento al 2% O2 (Figura 66B).  Por tanto, la 
hipoxia reduce la viabilidad celular del cultivo pero seleccionando progenitores 
hematopoyéticos CD34+ más funcionales. Estos resultados  confirman los 
anteriormente obtenidos en la línea H9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66.  Análisis de la viabilidad celular y la generación de progenitores hematopoyéticos CD34+ 
derivados de AND1 SCL. A. La hipoxia causa una reducción de la viabilidad celular del cultivo, en 

especial al 2% O2. B. La hipoxia selecciona progenitores CD34+ más eficientes. Los datos representan la 
media ± SEM de 3 experimentos independientes.  
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2.3.2. Formación de células megacariocíticas CD41a+CD42b+   

A lo largo de la diferenciación megacariopoyetica se examinó la generación de células 
CD41a+CD42b+ de la línea AND1 SCL.  

La figura 67A representa la cinética de células megacariociticas CD41a+CD42b+ 
analizadas durante la diferenciación. Los resultados obtenidos muestran que la hipoxia 
reduce la formación de células megacariociticas CD41a+CD42b+ a días tempranos de 
la diferenciación, respecto al control. En cambio,  a partir de día 28 la hipoxia tiende a 
aumentar ligeramente la obtención de células CD41a+CD42b+, siendo significativo 
(p<0.001) este incremento respecto al control. Estos resultados son opuestos a lo que 
esperábamos obtener tras combinar la hipoxia y la expresión de SCL.  

Por otro lado, cuando analizamos el número de plaquetas CD41a+CD42b+, 
observamos que la hipoxia tiende a aumentar ligeramente la obtención de estas 
células de forma significativa a partir de día 28 (p<0.001), como ocurría en las células 
megacariocíticas CD41a+CD42b+. La condición fisiológica (2% O2- 5% O2) y el 5% O2 
parecen tener más efecto de manera significativa (p<0.05, p<0.001) a días tempranos 
de la diferenciación (Figura 67B).   

 

 

 

 

 

 

Figura 67. Análisis de células CD41a+CD42b+ derivadas de AND1 SCL. A. Cinética de obtención de 

megacariocitos CD41a+CD42b+ a lo largo de la diferenciación. B. Cinética de formación de plaquetas 

CD41a+CD42b+ durante la diferenciación. Los resultados representan la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes.  
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Los datos obtenidos al combinar las bajas tensiones de O2 y la expresión de SCL 
durante la formación de megacariocitos CD41a+CD42b+, sugieren que la expresión de 
SCL se ve afectada por la hipoxia, y esta es la razón por la que se reduce la formación 
de células CD41a+CD42b+. Hay trabajos que reportan la degradación de SCL bajo 
condiciones de hipoxia en otros tipos celulares506, lo que nos llevó a pensar que SCL 
podría estar degradándose cuando AND1 SCL era expuesta a bajas tensiones de O2 
durante la diferenciación. Para determinar la expresión de la proteína SCL realizamos 
la técnica de western blot. 

 

2.3.3. Análisis de la degradación de SCL por hipoxia 

Para evaluar si la proteína SCL es degradada bajo hipoxia, se cultivó la línea AND1 
SCL durante 6 días al 2% O2 y al 5% O2. 

Los resultados obtenidos muestran una reducción de la expresión proteica de SCL 
bajo condiciones de hipoxia, siendo mayor durante el paso del tiempo. Bajo la 
condición más restrictiva, al 2% O2, la degradación proteica es aún más acentuada, 
perdiéndose por completo la expresión de SCL a partir del tercer día (Figura 68).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 68. Degradación de la proteína SCL bajo condiciones de hipoxia. Imagen de la expresión 
proteica de SCL obtenida por western blot. La hipoxia acelera la degradación de SCL con el paso del 
tiempo, especialmente el 2% O2.  

 

Además, mostramos una cuantificación relativa de la proteína SCL al 5% O2y al  2% 
O2. Los datos obtenidos, significativos respecto al control (p<0.001), confirman los 
resultados ya observados en la imagen de Western Blot (Figura 69). Estos datos 
constatan nuestra teoría sobre la pérdida de expresión de SCL bajo condiciones de 
hipoxia. 
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Figura 69. Cuantificación relativa de la proteína SCL en condiciones de hipoxia. Estos datos 
confirman los resultados observados en la imagen anterior. SCL es degradado bajo condiciones de 
hipoxia. Los resultados representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes.  

 

Para complementar los resultados obtenidos, analizamos las posibles vías de 
degradación de SCL usando varios inhibidores que afectan a la fosforilación de la 
proteina (PD 98059 y LY 294002) y a su degradación por el proteosoma (MG132). La 
línea AND1 SCL fue cultivada al 2% O2 durante 24h, en presencia de los inhibidores 
de la ruta transcripcional de SCL. 

La imagen obtenida por western blot, muestra que PD 98059 (inhibidor de MAPK-K1) y 
MG132 (Inhibidor de la degradación del proteosoma) rescatan la expresión de la 
proteína SCL. En cambio, LY 294002 (inhibidor de PI3K) no produce ningún efecto en 
la expresión de SCL. Por tanto, comprobamos que SCL es activado por fosforilación 
mediada por MAPK-K1, causando su degradación por el proteosoma (Figura 70).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 70. Análisis de las vías de degradación de la ruta transcripcional de SCL.  La imagen 
obtenida por western blot muestra que los inhibores PD 98059 y MG 132 rescatan la función de la 
proteína 
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Para completar estos resultados, representamos la cuantificación relativa de SCL, 
cuyos datos confirman los resultados ya observados en la imagen por western blot, PD 
98059 y MG132 inhiben el efecto de la hipoxia en la ruta transcripcional de SCL, 
rescatando su expresión proteica de forma significativa (p<0.01) (Figura 71).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 71. Cuantificación relativa de la proteína SCL en condiciones de hipoxia. Los datos obtenidos 
confirman que SCL es fosforilada por MAPK-K1 y activada para ser degradada por el proteosoma bajo 
condiciones de hipoxia. Los resultados representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes.  

 

Tras confirmar que SCL también es degradado por hipoxia en hPSC, podemos 
concluir que la reducción de la obtención de megacariocitos CD41a+CD42b+ en la 
línea AND1 SCL se debe a la degradación de la proteína al ser sometida a 
condiciones de hipoxia. 
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Objetivo 3. Generar y validar modelos humanos de enfermedades 
hematopoyéticas a partir de hPSC. 

Una de las posibles aplicaciones de las hiPSC es la generación de modelos de 
enfermedad permitiendo a los investigadores profundizar en el estudio de la evolución 
de dicha enfermedad y el diseño de nuevos fármacos para su tratamiento. Por eso, 
decidimos completar el desarrollo de este proyecto llevando a cabo la generación y 
validación de dos modelos de trastornos plaquetarios a partir de las células de sus 
propios pacientes. 

 

3.1. Generación de un modelo humano del Trastorno plaquetario familiar con 
neoplasia mieloide asociada (FPDMM). 

Dado que uno de los objetivos de este proyecto es el estudio del papel de RUNX1 en 
la hematopoyesis, decidimos profundizar en el estudio de este gen llevando a cabo la 
generación de un modelo humano de FPDMM causado por mutaciones en el locus 

RUNX1. Para ello realizamos la reprogramación celular de las PBMC de una paciente 
que porta la mutación p.Thr196Ala en el exón 6 de RUNX1.  

La reprogramación celular se realizó a partir del aislamiento de las PBMC de la 
paciente, que posteriormente fueron transducidas con los SeV que portan los factores 
de reprogramación de Yamanaka12-13 y cultivadas días después sobre hMSC para su 
expansión. Desde el día 4 hasta el día 20 post-transducción, las células se cultivaron a 
37 °C, 5% O2 y 5% de CO2. A partir del día 13 post-transducción, las primeras colonias 
de hiPSC comenzaron a emerger. A partir del día 20, las células se cultivaron a 37 °C, 
20% O2 y 5% de CO2,  y días más tarde se aplicaron temperaturas de 39 °C para 
eliminar por completo los SeV termosensibles, permitiendo así la selección y 
expansión de diversos clones supervivientes durante el proceso de reprogramación. 

 

3.1.1. Selección y expansión clonal post-transducción con SeV 

Una vez que las PBMC son transducidas con los SeV portando los factores de 
reprogramación OCT3/4, SOX2, KLF4 y c-MYC comienza el proceso de 
transformación de células somáticas a hiPSC, atravesando diferentes estadios 
tempranos y tardíos hasta la maduración definitiva de las hiPSC.  

La figura 72 muestra un diagrama de la transición del proceso de reprogramación 
celular, desde la transducción de las PBMC de la paciente hasta la formación y 
maduración de las colonias hiPSC. Junto al diagrama se muestran fotografías 
representativas de los diferentes estadios de la reprogramación tomadas a 
microscopía óptica. Las PBMC, células pequeñas redondeadas y brillantes se 
convierten en intermediarios tempranos, células más alargadas y con morfología 
irregular que posteriormente se transforman en intermediarios tardíos e iPSC 
inmaduras adquiriendo una morfología de colonia pluripotente hasta que finalmente 
maduran y originan las colonias iPSC con bordes definidos y estructura pluripotente. 
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Figura 72. Transición de PBMC a iPSC maduras durante la reprogramación celular. Las PBMC se 
transforman en colonias iPSC maduras después de la transducción con SeV que portan los factores de 
reprogramación. A partir de día 13 post-transducción comienzan a aparecer las primeras colonias hiPSC 
de la paciente con la morfología típica de una célula hPSC. 

 

A partir del día 22 post-transducción, se llevó a cabo la selección y expansión de 6 
clones de hiPSC de la paciente: clon 2, 8, 32, 69, 70 y 73. La figura 73 muestra 
imágenes representativas de la morfología de las colonias hiPSC de los clones 
seleccionados. Todos los clones muestran una morfología y estructura pluripotente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 73. Imágenes representativas de los clones iPSC establecidos y seleccionados durante la 
reprogramación celular de la paciente.  
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Finalmente, seleccionamos el clon 73 para el establecimiento de la línea hiPSC de 
FPDMM (FPD-PBMC-iPSC4F73).  Una vez establecida la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 
en cultivo, se desarrollaron diversas técnicas para llevar a cabo la caracterización de la 
línea celular.  

 

3.1.2. Análisis mutacional del locus RUNX1 

Tras aislar el ADN genómico de las PBMC de la paciente, de la línea FPD-PBMC- 
iPSC4F73 y de línea control PBMC1-iPS4F1 se realizó un análisis de secuenciación 
para determinar la presencia de la mutación p.Thr196Ala en el exón 6 del locus 
RUNX1. Los electroferogramas resultantes de la secuenciación confirmaron la 
presencia de la mutación heterocigota en las PBMC de la paciente y en la línea celular 
FPD-PBMC-iPSC4F73 generada (Figura 74).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 74. Análisis de secuenciación de la línea celular FPD-PBMC-iPSC4F73. Electroferogramas 
resultantes de la secuenciación confirman la variante p.Thr196Ala en las PBMC de la paciente y en la 
línea celular generada. En la imágen se remarca con un cuadrado negro la secuencia silvestre y con un 
cuadrado rojo la secuencia mutada. 

 

3.1.3. Análisis de STR 

Para determinar la identidad genética de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 y las PBMC 
de la paciente, se realizó un análisis de polimorfismo comparando 15 loci y el 
marcador Amelogenina para identificar el género de la líneas celulares.  

Los datos resultantes verificaron que la línea hiPSC generada conservaba el perfil 
genético e idéntico a las PBMC de la paciente con FPDMM.  

La tabla 3.1.3 muestra los 15 loci analizados en ambas muestras para determinar la 
huella genética y el marcador Amelogenina. 

PBMC 

iPSC 

Control hiPSC line FPD-PBMC-iPSC4F73 

Thr Thr/Ala 



165 RESULTADOS 
 

Loci D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1P0 D3S1358 TH01 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 vWA TPOX D18S51 D5S818 FGA AMEL

FPD-PBMC 13,     16 28,   33.2 9,       11 10,      11 15,      18 6,         9 11,      12 10,      13 18,      19 11,      14 15,      17 11,      11 16,      19 11,      12 19,      27 X          X

FPD-iPSC 13,     16 28,   33.2 9,       11 10,      11 15,      18 6,         9 11,      12 10,      13 18,      19 11,      14 15,      17 11,      11 16,      19 11,      12 19,      27 X          X

Tabla 3.1.3. Análisis de STR de las células originales de la paciente (FPD-PBMC) y la línea 
generada (FPD-PBMC-iPSC4F73). Los datos resultantes confirman la identidad genética de ambas 
muestras celulares. 

 

Una vez comprobado que la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 preservaba la identidad 
genética de las células originales, las PBMC de la paciente, se procedió a verificar el 
silenciamiento de los SeV y los factores de reprogramación. 

 

3.1.4. Silenciamiento de los factores de reprogramación 

Se analizó el silenciamiento de los factores de reprogramación exógenos por PCR de 
las línea FPD-PBMC-iPSC4F73, la línea PBMC1-iPS4F1 (control negativo) y las 
PBMC a día 4 post-transducción (control positivo). La imagen resultante muestra la 
pérdida completa de la expresión exógena de SeV, c-MYC, KOS y KLF4 (Figura 75). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 75. Análisis del silenciamiento de los genes de reprogramación por RT-PCR. La línea FPD-
PBMC-iPSC4F73 muestra pérdida completa de expresión de SeV y de los factores exógenos c-MYC, 
KOS y KLF4. β-ACTIN fue usada como control de carga. 
 

 

A continuación, se realizaron estudios de pluripotencia, tanto a nivel de expresión 
génica por RT-PCR como a nivel de expresión proteica por citometría de flujo, y así 
comprobar que la reprogramación de las células somáticas de la paciente ha sido 
eficiente, generando líneas hiPSC con capacidad de pluripotencia. Además, se 
realizaron ensayos de la actividad fosfatasa alcalina, una técnica cualitativa y 
cuantitativa indicadora de la pluripotencialidad de las células. 
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3.1.5. Estudio de pluripotencia 

En primer lugar, se analizó la expresión endógena de los genes OCT3/4, SOX2, REX1 
y NANOG de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante RT-PCR. La línea PBMC1-
iPS4F1 se utilizó como control positivo y las PBMC de la paciente como control 
negativo. La imagen resultante confirmó que la línea hiPSC generada había adquirido 
la capacidad pluripotente al expresar los genes endógenos de pluripotencia (Figura 
76A).  

Por otro lado, se estudió la expresión de marcadores celulares de pluripotencia 
característicos como SSEA3, SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y OCT3/4 por citometría de 
flujo.  Tras el análisis, los datos resultantes muestran que la línea FPD-PBMC-
iPSC4F73 expresa SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y OCT3/4 en un porcentaje mayor del 
75%. En cambio, la expresión de SSEA3 se reduce a un 37%  (Figura 76B). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 76.  Estudio de pluripotencia de línea celular FPD-PBMC-iPSC4F73. A. Expresión de los genes 
endógenos de pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG por RT-PCR. B. Expresión de los 
marcadores de pluripotencia SSEA3, SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y OCT3/4 por citometría de flujo.  

 

 

A 

B 

37% 

SSEA3 

S
S

C
 

SSEA4 

93% 78% 

TRA-1-60 TRA-1-81 

80% 

OCT 3/4 

79% 

β-Actin 

Endo-REX1 

Endo-SOX2 

Endo-NANOG 

Endo-OCT4 



167 RESULTADOS 
 

3.1.6. Análisis de la actividad enzimática fosfatasa alcalina 

Tras cultivar las células FPD-PBMC-iPSC4F73 durante 5 días a 37°C, se determinó la 
actividad enzimática para la fosfatasa alcalina mediante Alkaline phosphatase 
detection kit. La línea celular hiPSC mostró actividad positiva para la tinción de 
fosfatasa alcalina, adquiriendo un color rosado, indicativo de la actividad enzimática 
(Figura 77). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 77. Análisis de la actividad enzimática fosfatasa alcalina. A la izquierda, se muestra imágenes 
del cultivo celular obtenidas por microscopía óptica. A la derecha, se muestra imágenes resultantes del 
ensayo para la fosfatasa alcalina obtenidas en el Microdisector Láser Zeiss PALM Microbeam.  

Una vez confirmada la pluripotencia de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73, se llevaron a 
cabo análisis citogenéticos para comprobar que la línea presentaba un cariotipo 
normal, en este caso 46 XX. 

3.1.7. Estudio citogenético por bandeo GTG 

El análisis cromosómico de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante la técnica de 
bandeo GTG confirmó que presentaba un cariotipo normal, 46 XX (Figura 78). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 78. Cariotipado de la línea celular FPD-PBMC-iPSC4F73. La línea celular presenta un cariotipo 
normal, 46 XX. 
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Posteriormente, se llevaron a cabo otras técnicas de pluripotencialidad de la línea 
FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante ensayos de diferenciación in vitro e in vivo, para 
comprobar que la línea hiPSC generada tiene la capacidad de diferenciarse hacia las 
tres capas germinales del embrión (ectodermo, mesodermo y endodermo). 

 

3.1.8. Ensayos de diferenciación in vitro  

Para testar la capacidad de diferenciación in vitro de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73 a 
las 3 capas germinales del embrión, realizamos ensayos de formación de EBs. A los 
16 días de cultivo, los EBs se colectaron para llevar a cabo análisis histológicos e 
inmunocitoquímicos. La figura 75 muestra imágenes representativas del cultivo de EBs 
obtenidas por microscopía óptica junto con las imágenes resultantes del análisis 
histológico por H&E e inmunocitoquímico por β-III-tubulina (ectodermo), vimentina 
(mesodermo) y CKAE1-EA3 (endodermo). Los resultados confirman positividad para la 
expresión de los marcadores celulares específicos de las tres capas germinales del 
embrión, confirmando la capacidad de diferenciación in vitro de la línea FPD-PBMC-
iPSC4F73 (Figura 79). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 79. Formación de EBs in vitro. En la parte superior se muestran imágenes del cultivo de EBs 
durante 16 días. En la parte inferior se muestran las tinciones inmunocitoquímicas de endodermo 
(CKAE1-AE3), mesodermo (Vimentina) y ectodermo (β-III-Tubulina). Los resultados confirman que la línea 
FPD-PBMC-iPSC4F73 posee capacidad de diferenciación in vitro a las 3 capas germinales del embrión. 

 

Tras confirmar la capacidad de diferenciación in vitro de la línea FPD-PBMC-
iPSC4F73, se realizaron ensayos de diferenciación in vivo en ratones 
inmunodeficientes mediante la formación de teratomas. 

        Day 6                         Day 10                       Day 16                

100 µm 100 µm 100 µm 

150 µm  H&E  CKAE1AE3 150 µm 

Vimentin 150 µm β-III-Tubulin 150 µm 
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3.1.9. Ensayos de diferenciación in vivo  

Se realizaron ensayos de formación de teratomas en ratones inmunodeficientes para 
estudiar la capacidad de diferenciación in vivo de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73. A las 
10 semanas post-implantación, se colectaron los teratomas para ser analizados tanto 
por técnicas histológicas como inmunocitoquímicas. Las imágenes resultantes 
mostraron positividad para la tinción H&E y para la inmunotinción β-III-tubulina, 
vimentina y CKAE1-EA3. Además, se muestran estructuras específicas de las tres 
capas germinales: epitelio ciliado (endodermo), cartílago (mesodermo) y rosetas 
neurales (ectodermo) (Figura 80). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 80. Ensayos de diferenciación in vivo por formación de teratomas. Las secciones histológicas 
obtenidas tras la extracción de teratomas en ratones NOD/LtSz-scid interleukin-2Rγ-/- muestran 
positividad para CKAE1-AE3 (endodermo), Vimentina (mesodermo) y β-III-Tubulina (ectodermo). 

 

Tras finalizar con éxito la caracterización celular de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73, 
podemos concluir que hemos logrado generar un modelo humano de FPDMM que 
presenta una mutación no descrita, lo cual nos permitirá estudiar el desarrollo de la 
enfermedad y los efectos que produce en ella esta mutación. La generación de este 
modelo nos permitirá en un futuro aplicar nuevas terapias para el tratamiento de esta 
enfermedad, como la corrección fenotípica mediante terapia génica o ensayo de 
nuevos fármacos. 
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3.2. Validar el rescate génico del modelo humano del Síndrome de Bernard-
Soulier (BSS). 

Mediante la reprogramación celular de las PBMC de varios pacientes con BSS que 
presentan diferentes mutaciones en GP9, hemos logrado generar varios modelos 
humanos de BSS66-68.  

En este proyecto, nos centramos en la línea generada BSS2-PBMC-iPS4F24 que 
porta la mutación p.Asn45Ser66. Esta línea fue rescatada fenotípicamente mediante 
terapia génica con lentivirus que expresaban de forma ectópica el gen silvestre. El 
siguiente paso fue la validación del rescate génico del modelo BSS y para ello se 
requiere la comprobación de la eficacia de la transducción lentiviral, la verificación de 
que las líneas transducidas mantienen su capacidad pluripotente y la generación de 
células de linaje megacariocítico que confirmen el rescate fenotípico de la mutación. 

 

3.2.1. Expresión del gen GP9  

Se determinó la expresión de GP9 por PCR tras la transducción lentiviral de la línea 
BSS2-PBMC-iPS4F24. La imagen resultante obtenida por electroforesis mostró 
expresión del gen GP9, por tanto se confirmó que la transducción de la línea celular 
BSS2-PBMC-iPS4F24 había sido eficiente (Figura 81).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 81. Expresión génica de GP9 en la línea celular BSS2 GP9. La imagen resultante confirma que 
la línea BSS2 GP9 ha sido transducida eficientemente al expresar GP9, respecto al control. 

 

Posteriormente, tras verificar la expresión de GP9 en la línea BSS2 GP9, se procedió 
a analizar la pluripotencia de la línea control BSS2 EV y BSS2 GP9 para comprobar 
que conservaban la pluripotencia de la línea original BSS2-PBMC-iPS4F24, 
característica fundamental para llevar a cabo la formación de megacariocitos mediante 
un protocolo de diferenciación específico a linaje megacariocítico. 
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3.2.2. Pluripotencia de las líneas BSS2 

Por una parte, se comprobó que las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9 mantenían la 
pluripotencia mediante el análisis de la expresión endógena de los genes de 
pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG por RT-PCR. La imagen resultante 
confirmó que las líneas hiPSC expresaban los genes de pluripotencia (Figura 82). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 82. Análisis de pluripotencia de las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9 por RT-PCR. Las líneas 
celulares expresan los genes de pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG. 

 

Por otro lado, mediante citometría de flujo, se analizó la pluripotencia a nivel de 
proteína de las líneas celulares BSS2 EV y BSS2 GP9 midiendo la expresión de los 
marcadores celulares SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 y TRA-1-60.  

Los resultados obtenidos de la citometría mostraron una expresión mayor del 80% 
para los marcadores de pluripotencia SSEA4, TRA-1-81 y TRA-1-60. En cambio, la 
expresión de SSEA3 fue más reducida, mayor del 70% en la línea control del paciente 
y en torno al 30% en la línea BSS2 GP9 (Figura 83). 
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Figura 83. Pluripotencia de las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9 po citometría de flujo.  Las líneas BSS2 
EV y BSS2 GP9 expresan los marcadores de pluripotencia SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 y TRA-1-60.  

 

Una vez comprobada la pluripotencia de las líneas, se llevaron a cabo las pertinentes 
diferenciaciones megacariocíticas para validar el rescate fenotípico de la línea BSS2 
GP9 mediante el uso de un protocolo de diferenciación más actual y eficiente que el 
protocolo anterior basado en la formación de EBs y co-cultivo con células OP9376. Este 
protocolo está basado en la transducción lentiviral de hPSC mediante la expresión 
ectópica de TF esenciales en el proceso de megacariopoyesis380. Las células se 
mantuvieron en cultivo durante un mes en un medio definido (CellGRO SCGM) en 
combinación con diferentes citoquinas hematopoyéticas. Se llevaron a cabo análisis de 
citometría durante los días 9, 20, 26 y 30 de los progenitores hematopoyéticos CD34+, 
los progenitores megacariocíticos CD34+CD41a+ y de las células megacariocíticas 
CD41a+CD42a+. 
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3.2.3. Diferenciación a células de linaje megacariocítico 

Los pacientes con BSS carecen de la proteína GPIX/CD42a, por tanto para validar el 
rescate génico de la línea BSS2 GP9 se llevó a cabo la diferenciación a células 
progenitoras CD34+, a progenitores megacariocíticos y a células de linaje 
megacariocítico tanto de la línea rescatada (BSS2 GP9) como de la línea control del 
paciente (BSS2 EV). Como control positivo de la diferenciación empleamos la línea 
control sana (iBOB) que fue cedida por el laboratorio del Dr. Ouwehand (University of 
Cambridge).  

 

3.2.3.1. Obtención de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ 

Durante la diferenciación a megacariocitos, se analizó la formación de progenitores 
hematopoyéticos CD34+.  

La figura 84 muestra un diagrama de la formación de células CD34+ a partir de hPSC 
junto con gráficos de puntos de la obtención de células hematopoyéticas CD34+ por 
citometría de flujo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 84. Células progenitoras hematopoyéticas CD34+. Diagrama de la obtención de progenitores 
CD34+ e imágenes representativas obtenidas por cartometría de flujo 

 

Cuando analizamos la cinética de obtención de progenitores CD34+ observamos que 
la línea celular rescatada, BSS2 GP9, produce más células progenitoras CD34+ a días 
tempranos de la diferenciación, respecto a la línea control del paciente, BSS2 EV y 
respecto a la línea control sana, iBOB. A partir de día 20, la formación de progenitores 
hematopoyéticos CD34+ de la línea BSS2 GP9 es ligeramente mayor a la línea BSS2 
EV, alcanzado su máximo a día 20 de la diferenciación.  
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A partir de día 30, la obtención de progenitores CD34+ se reduce significativamente 
con respecto a la línea control el paciente (p<0.01). En cambio, respecto a la línea 
control sana, el porcentaje obtenido de células CD34+ es más reducido en ambas 
líneas, BSS2 EV y BSS2 GP9 (Figura 85). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 85. Formación de células progenitoras hematopoyéticas CD34+. Cinética de obtención de 
células CD34+. BSS2 GP9 produce más células CD34+ respecto a la línea BSS2 EV. En cambio, respecto 
a la línea iBOB, la obtención de células CD34+ es más reducida tanto en BSS2 EV como en BSS2 GP9. 
Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. La estadística se ha realizado 
respecto a la línea control del paciente, BSS2 EV. 

 

3.2.4.2. Obtención de progenitores megacariocíticos CD34+CD41a+ 

Durante la diferenciación terminal a células de linaje megacariocítico, se analizó la 
expresión de progenitores megacariocíticos CD34+CD41a+.  

La figura 86A muestra un diagrama de la obtención de estos progenitores junto con 
imágenes representativas de la expresión de CD34+CD41a+ obtenidas por citometría 
de flujo.  

La figura 86B muestra la cinética de producción de los progenitores megacariocíticos 
CD34+CD41a+. Observamos que la línea rescatada produce más células 
CD34+CD41a+ a días tempranos de la diferenciación alcanzando su máximo a día 20 
(p<0.01), respecto a la línea control del paciente. A partir de día 26, la línea BSS2 GP9 
disminuye la formación de progenitores megacariocíticos de forma significativa 
(p<0.05), respecto al control BSS2 EV. Si comparamos la obtención de progenitores 
megacariocíticos con la línea control sana, observamos que a día 9 la expresión es 
mayor en BSS2 EV y en BSS2 GP9. En cambio, a partir de día 20 la expresión de 
CD34+CD41a+ es menor con respecto al control sano. 
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Figura 86. Formación de células progenitoras megacariocíticas CD34+CD41a+. A. Diagrama 

representativo de la formación de CD34+CD41a+ y gráficos de puntos de la obtención de progenitores 
megacariocíticos por citometría de flujo. B. Cinética de producción de los progenitores megacariocíticos 
CD34+CD41a+ obtenidos durante la diferenciación. BSS2 GP9 aumenta la formación de progenitores 
megacariocíticos respecto a BSS2 EV alcanzando su máximo a día 20, y disminuyendo a partir de día 26. 
Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. Estadística respecto a la línea 
control del paciente, BSS2 EV. 
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3.2.4.3. Formación de células CD41a+CD42a+ de linaje megacariocítico 

A lo largo de la diferenciación, se analizó la expresión de células de linaje 
megacariocítico CD41a+CD42a+.  

La figura 87 muestra un diagrama representativo de la obtención de células 
CD41a+CD42a+  junto con imágenes representativas por citometría de flujo de la 
expresión de CD41a+CD42a+ tanto de la línea control del paciente (BSS2 EV) como de 
la línea rescatada (BSS2 GP9). Las imágenes resultantes de la citometría muestran 
como la línea BSS2 EV no produce células doble positivo por la ausencia de expresión 
de CD42a. En cambio, la línea BSS2 GP9 origina células CD41a+CD42a+, lo que 
sugiere que se ha logrado el rescate fenotípico esperado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 87. Obtención de células de linaje megacariocítico CD41a+CD42a+.  Diagrama de la obtención 
de células CD41a+CD42a+ e imágenes representativas de la formación de células CD41a+CD42a+ 
obtenidas por citometría de flujo. 
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En primer lugar analizamos la expresión de células CD41a+, y comprobamos que la 
línea control del paciente no presenta problema para originar células CD41a+, 
alcanzando su máximo a día 20 y disminuyendo su producción a días posteriores. La 
línea rescatada, BSS2 GP9 presenta una mayor producción de células CD41a+ 
respecto a BSS2 EV y de forma significativa a día 20 (p<0.05) y a días 26 y 30 
(p<0.001). Además, la producción de células CD41a+  de BSS2 GP9 es similar a la 
línea control sana, iBOB (Figura 88A).  

Por otra parte, cuando analizamos la obtención de células CD42a+ para comprobar si 
la línea rescatada recupera la expresión de GPIX/CD42a, observamos que la línea 
BSS2 EV no tiene la capacidad de generar este tipo de células por su deficiencia en 
GP9. En cambio, la línea BSS2 GP9 logra recuperar el fenotipo, siendo capaz de 
producir células CD42a+ respecto a la línea BSS2 EV y de forma significativa 
(p<0.001). Además, el rescate de la línea BSS2 GP9 ha sido lo suficientemente 
efectivo como para producir células CD42a+ de forma similar a la línea control sana 
iBOB (Figura 88B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 88. Obtención de células de linaje megacariocítico CD41a+ y CD42a+. A. Cinética de formación 
de células CD41a+. BSS2 GP9 produce más cantidad de células CD41a+ respecto a BSS2 EV y de forma 
similar respecto a iBOB. B. Obtención de células CD42a+. La línea BSS2 EV no produce células CD42a+ 
debido a la mutación que presenta en GP9. En cambio, la línea rescatada sí expresa de forma eficiente la 
proteína CD42a y de forma similar a iBOB. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes. Estadística respecto a la línea BSS2 EV. 
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Por último, cuando analizamos la formación de células doble positivo CD41a+CD42a+, 
observamos que la línea BSS2 GP9 genera células CD41a+CD42a+ de forma 
significativa a día 20 (p<0.001) y a día 26 (p<0.05), con respecto al control del 
paciente, que no presenta células doble positivo por su ausencia de expresión de 
CD42a. Al comparar la línea rescatada con el control sano podemos ver como a días 
tempranos de la diferenciación la formación de CD41a+CD42a+ es muy similar, 
alcanzando su máximo a día 20. Por tanto, podemos concluir que el rescate génico de 
la línea celular BSS2 GP9 ha sido eficiente pudiendo rescatar la expresión de la 
proteína GPIX respecto al control del paciente (Figura 89).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 89. Obtención de células de linaje megacariocítico doble positivo CD41a+CD42a+.  La línea 
BSS2 EV no expresa células con doble marcaje por la ausencia de CD42a. BSS2 GP9 sí expresa células 
CD41a+CD42a+, lo que sugiere que el rescate génico ha sido eficiente. Los datos representan la media ± 
SEM de 3 experimentos independientes. Estadística respecto a la línea BSS2 EV. 

 

3.2.5. Expresión de la proteína GPIX  

La técnica ImageStream se usó para visualizar la expresión de la proteína GPIX 
presente en la superficie de la membrana celular de células CD41a+CD42a+ durante la 
diferenciación a megacariocitos. Esta metodología combina la microscopía óptica junto 
con la citometría de flujo y por tanto, nos permitía visualizar la expresión de la proteína 
GPIX. 

A día 20, se colectaron las células de BSS2 EV y BSS2 GP9 para ser analizadas por 
Amnis ImageStreamX Mk II Imaging Flow Cytometer.  

Las imágenes resultantes muestran la morfología redondeada de la célula (brightfield), 
la expresión de CD41a, la expresión de CD42a, el núcleo celular de color azul por la 
tinción Hoescht y la célula con el marcaje total (Merge). Observamos expresión de 
CD42a en la línea rescatada, BSS2 GP9, respecto al control que solo muestra 
expresión de CD41a (Figura 90). 
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Figura 90. Expresión de las proteínas CD41a y CD42a en la membrana celular de las líneas BSS2 
EV y BSS2 GP9 mediante Amnis ImageStreamX Mk II Imaging Flow Cytometer. La línea BSS2 GP9 
muestra expresión de CD42a en la membrana celular respecto a la línea BSS2 EV que solo muestra 
expresión de CD41a.  

 

En base a nuestros resultados, podemos concluir que la terapia génica aplicada a la 
línea BSS2 GP9 por transducción lentiviral expresando de forma ectópica el gen GP9 
silvestre ha logrado rescatar el fenotipo de la mutación causante del modelo BSS2, 
logrando producir células megacariocíticas CD42a+. 
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Los procesos biológicos responsables del desarrollo del sistema hematopoyético han 
sido principalmente estudiados en modelos de ratón o pez cebra. A partir de estos 
modelos animales hemos obtenido la mayoría del conocimiento actual sobre el 
proceso de la hematopoyesis. La comprensión del desarrollo del sistema 
hematopoyético humano es de gran relevancia biológica y clínica. Necesitamos 
entender los mecanismos moleculares que regulan el desarrollo y el mantenimiento de 
las células hematopoyéticas para conocer la biología de la hematopoyesis. La 
extrapolación de los resultados obtenidos en modelos animales no es siempre 
apropiada porque existen grandes diferencias entre individuos de diferente especie. 
Por este motivo, las hPSC suponen el mejor modelo celular para estudiar los 
mecanismos que gobiernan la embriogénesis humana. El estudio de los factores y los 
procesos que dirigen el desarrollo hematopoyético en hPSC supone un gran avance 
en la comprensión de la biología del desarrollo hematopoyético humano. Este 
conocimiento es crucial para el estudio de la biología de enfermedades 
hematopoyéticas y para mejorar las terapias celulares actuales, como el trasplante de 
médula ósea, y en un futuro la generación eficiente de células hematopoyéticas 
funcionales capaces de reconstituir el sistema hematopoyético de pacientes. Además, 
las hPSC no sólo permiten el ensayo in vitro de diferentes fármacos para el 
tratamiento de enfermedades hematopoyéticas, sino que también permiten la 
generación de modelos humanos de enfermedad a partir de células derivadas de los 
propios pacientes. La reprogramación celular ha supuesto uno de los grandes avances 
en la investigación reciente en el campo de la medicina regenerativa. 

RUNX1 es un regulador clave de la hematopoyesis que se requiere para el 
funcionamiento normal del sistema hematopoyético142, 189. Presenta distintas 
isoformas que se generan por splicing alternativo, siendo las más estudiadas las 
isoformas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. Nuestro estudio demuestra que la sobre-
expresión de cada una de las diferentes isoformas de RUNX1 modifica la 
hematopoyesis embrionaria, lo que sugiere que cada isoforma tiene una función 
específica en el desarrollo del sistema hematopoyético. 

En primer lugar, llevamos a cabo la transducción viral de la línea original PBMC1-
iPS4F1 mediante la expresión de las tres isoformas de RUNX1. Una vez comprobada 
que la transducción lentiviral había sido efectiva, verificamos la expresión proteica de 
las diferentes isoformas y posteriormente, la pluripotencia de las líneas generadas, 
característica fundamental que permite a las hPSC poder diferenciarse a cualquier 
linaje celular del organismo. Cuando llevamos a cabo la diferenciación hematopoyética 
de las isoformas comprobamos que mostraban diferentes patrones de diferenciación. 
Nuestros resultados concuerdan con estudios previos que reportan un patrón 
diferencial de expresión de las isoformas de RUNX1 durante la diferenciación de hESC 
a células hematopoyéticas169, 513. 

Al analizar la generación de progenitores endoteliales, observamos que las tres 
isoformas analizadas presentan una mayor producción a días tempranos de la 
diferenciación hematopoyética, sin embargo a días posteriores su producción 
disminuye, tal y como ocurre en el desarrollo de la hematopoyesis humana. En 
cambio, cuando analizamos la generación de HEP, observamos que la isoforma 
RUNX1a incrementa la producción de estos progenitores durante la diferenciación 
hematopoyética respecto al control. De igual manera, cuando observamos la 
diferenciación a células progenitoras hematopoyéticas CD41a+CD45+, RUNX1a 
aumenta la producción de estas células respecto al control. En cambio, el resto de las 
isoformas solo presenta mayor generación de progenitores CD41a+CD45+ a días 
tempranos de la diferenciación respecto al control. Cuando analizamos la aparición de 
los MEP, observamos que las líneas iPS4F1-RUNX1a y iPS4F1-RUNX1c producen 
más células progenitoras CD41a+CD235a+ a días tempranos de la diferenciación 
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respecto al control. En cambio la isoforma RUNX1b no produce ningún efecto en la 
generación de estas células respecto al control. Por tanto, según nuestros resultados 
concluimos que la isoforma RUNX1a incrementa en mayor porcentaje la producción de 
HEP y progenitores hematopoyéticos, con respecto al control y al resto de las 
isoformas.  
 
Estudios previos sobre la isoforma RUNX1a apoyan los resultados obtenidos en este 
proyecto. La expresión forzada de RUNX1a humano en células hematopoyéticas 
primitivas de ratón incrementa la expansión de progenitores hematopoyéticos con 
capacidad de diferenciación multilinaje. Además, la expresión de RUNX1a en estas 
células mejoró el mantenimiento del potencial progenitor primitivo tanto in vitro como in 

vivo
514. Otro estudio reporta que la expresión ectópica de Runx1a en células de ratón 

se asocia con la sobre-regulación de genes esenciales en el desarrollo de las HSC 
como Hoxa9, Meis1, Stat1 y Ski, por lo que actúa regulando el mantenimiento y 
expansión in vitro e in vivo de los progenitores hematopoyéticos y células 
hematopoyéticas515. Estudios más recientes, avalan que la isoforma RUNX1a potencia 
el linaje hematopoyético a partir de hESC y hiPSC. En un sistema definido de 
diferenciación a hematopoyesis, la expresión ectópica de RUNX1a en hPSC facilita la 
aparición de progenitores hematopoyéticos con capacidad de diferenciación a 
múltiples linajes hematopoyéticos516.   
 
Por otra parte, se ha reportado que la isoforma RUNX1b disminuye la capacidad de 
formar progenitores hematopoyéticos. Estudios previos en ratón demuestran que la 
isoforma Runx1b presenta una reducida capacidad para formar progenitores 
hematopoyéticos, respecto a la isoforma Runx1a y a su línea control169, 514. Estudios 
más recientes, muestran que la sobre-expresión de RUNX1b reduce la hematopoyesis 
derivada de hESC. La obtención de células CD34+CD43+ y células CD34+CD45+ se 
encuentra más reducida a días tardíos de la diferenciación respecto a la línea control, 
sugiriendo que se llega a producir un bloqueo en la diferenciación hematopoyética 
cuando se induce la expresión ectópica de la isoforma RUNX1b en hESC517. Nuestros 
resultados apoyan esta teoría, ya que comprobamos como la formación de 
progenitores hematopoyéticos disminuye a días tardíos respecto al control, siendo 
mucho más evidente en la producción de los MEP. En cambio, la producción de 
progenitores endoteliales CD34+VE-CAD+KDR+ a días tardíos de la diferenciación sí 
es mayor respecto al control. Estos resultados apoyan la teoría de un posible bloqueo 
en la diferenciación hematopoyética al forzar la expresión de RUNX1b. 

Por otro lado, existen varios trabajos que reportan que la isoforma RUNX1c regula la 
diferenciación hematopoyética de hESC, sobre todo la generación de HEP a partir del 
endotelio hemogénico243-244, 518. Previamente, nuestro grupo reportó que RUNX1c es 
la primera isoforma en inducir la formación de los HEP derivados de hESC, y 
posteriormente comienzan a expresarse las isoformas RUNX1a y RUNX1b al mismo 
nivel244. Los datos obtenidos en este proyecto confirman los resultados descritos por 
Navarro-Montero et al

244, ya que durante la formación de células CD34+CD43+ en la 
diferenciación de hiPSC la isoforma RUNX1c promueve una mayor expresión de HEP 
a días tempranos con respecto a la línea control y al resto de las isoformas, que 
igualan su nivel de producción a partir de día 8 del cultivo, siendo posteriormente la 
isoforma RUNX1a la que incrementa la producción de HEP a partir de día 11 respecto 
al resto de las isoformas.  Por el contrario, durante la hematopoyesis embrionaria en 
ratones se ha observado que las isoformas que emergen a partir del promotor P2 
(Runx1a y Runx1b) se expresan antes que las del promotor P1 (Runx1c) tanto in vitro 
como in vivo

205-206
. Es probable que la regulación del uso de los distintos promotores 

esté sujeta a diferencias específicas de especie. Parece ser que en ratón las isoformas 
Runx1a y Runx1b se expresan pronto en el desarrollo y su expresión se mantiene 
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constante o aumenta ligeramente mientras que Runx1c comienza a expresarse 
después de Runx1a y Runx1b con un aumento repentino para luego mantenerse y 
erigirse como la isoforma que domina en la hematopoyesis fetal y adulta206. Por lo 
tanto, no se observa un patrón de expresión conservado de las distintas isoformas 
durante el desarrollo hematopoyético a lo largo de la evolución. 
 
Analizando más en detalle el papel de las isoformas de RUNX1, realizamos ensayos 
de formación de colonias hematopoyéticas, donde se estudia la capacidad clonogénica 
de las células progenitoras derivadas de las líneas iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b 
y iPS4F1-RUNX1c durante la diferenciación hematopoyética. Los resultados muestran 
que la isoforma RUNX1a reduce la formación de colonias hematopoyéticas con 
respecto al control. Esto sugiere que la diferenciación hematopoyética de esta 
isoforma está más incrementada y avanzada hacia linajes terminales que el resto de 
las líneas celulares. En cambio, la isoforma RUNX1b no produce progenitores capaces 
de formar colonias hematopoyéticas. Estos resultados ya se han reportado en estudios 
anteriores. Como hemos mencionado anteriormente, la expresión forzada de RUNX1b 
disminuye la formación de progenitores hematopoyéticos y por tanto se reduce la 
capacidad de producir colonias hematopoyéticas514, 517. Por otra parte, la isoforma 
RUNX1c incrementa la producción de colonias hematopoyéticas respecto al control, 
apoyando nuestros resultados ya descritos en Navarro-Montero et al

244.  

A modo de conclusión de este primer objetivo podemos decir que la isoforma RUNX1a 
induce una mayor producción de HEP y células progenitoras hematopoyéticas 
CD41a+CD45+ y CD41a+CD235a+ respecto al resto de isoformas. Por otro lado, la 
isoforma RUNX1b promueve una mayor producción de progenitores endoteliales 
durante la diferenciación y una mayor producción de HEP y progenitores 
hematopoyéticos CD41a+CD45+ a días tempranos de la diferenciación. En cambio, 
induce una disminución en la generación de MEP. Sin embargo, la isoforma RUNX1c 

induce la generación de HEP, MEP y progenitores CD41a+CD45+ a días tempranos de 
la diferenciación. Estos resultados abren un nuevo camino en la investigación del 
papel de la isoforma RUNX1a en la hematopoyesis humana, ya que hasta ahora las 
isoformas más estudiadas en humanos han sido RUNX1b y RUNX1c. Dilucidar el 
papel de estas isoformas en la regulación del sistema hematopoyético humano, en 
especial RUNX1a y RUNX1c ampliará el conocimiento del papel de RUNX1 en la 
hematopoyesis humana, que hasta ahora ha sido poco estudiado.  

 

Por otra parte, comprender cómo el microambiente fisiológico de la médula ósea 
regula la actividad de las HSC es fundamental para conocer la biología de las células 
hematopoyéticas. Además, nos permitirá desarrollar estrategias más eficaces para 
generar de forma eficiente células hematopoyéticas funcionales que ayuden a 
reconstituir el sistema hematopoyético in vivo. Una de las grandes estrategias es la 
generación eficiente de megacariocitos y plaquetas in vitro para tratar a pacientes que 
sufren enfermedades hematopoyéticas, sobre todo aquellas que afectan al número y a 
la función de las plaquetas. Durante años se ha intentado generar megacariocitos y 
plaquetas funcionales in vitro a partir de HSC o de hPSC, pero de momento no se ha 
conseguido ningún protocolo lo suficientemente eficiente como para producir células 
de linaje megacariocítico a gran escala y poder aplicarse a la clínica.  

Para poder llevar a cabo una producción adecuada es esencial conocer el desarrollo 
de estas células en la médula ósea. La médula ósea es un tejido muy hipóxico a pesar 
de su alta vascularidad. El nicho de la médula ósea presenta diferentes 
concentraciones de O2, desde el entorno más hipóxico en torno al 1% O2 en el nicho 
osteoblástico, hasta la zona de mayor concentración de O2 en torno al 8% O2 en el 
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nicho vascular276, 519. Las diferentes tensiones de O2 son fundamentales para el 
desarrollo de la megacariopoyesis y trombopoyesis humana, ya que el crecimiento y 
formación de los megacariocitos se da en el nicho osteoblástico a bajas 
concentraciones de O2 mientras que la maduración ocurre en el nicho vascular donde 
se liberan las plaquetas a una mayor concentración de O2 253, 276, 279. 

Además, debemos destacar el papel fundamental que ejerce el factor de transcripción 
HIF en todo el mecanismo hipóxico, ya que regula una amplia gama de respuestas 
celulares y sistémicas frente a la baja tensión de O2. La hipoxia induce la expresión de 
genes HIF, imprescindibles en las repuestas adaptativas de diversos tipos celulares a 
la hipoxia283-284.  Se ha descrito su implicación de forma favorable en el cultivo de HSC 
derivadas de cordón umbilical520-521, en los cultivos de células endoteliales520, de 
células estromales mesenquimales522-523, hPSC520 y mESC524 bajo condiciones de 
hipoxia. Asimismo, estudios previos reportan que las bajas concentraciones de O2 
mejoran el mantenimiento y expansión de las HSC derivadas de cordón umbilical522, 

525-527.  Además, se ha comprobado una mejora en la diferenciación de mESC y hPSC 
a células de las 3 capas germinales del embrión. Se ha visto que las mESC bajo 
hipoxia y mediante la regulación de Hif1α potencian su diferenciación a células de 
endodermo y de pulmón528, estimulan la progresión y actividad osteogénica529

, 
mejoran la capacidad de diferenciación a cardiomiocitos al potenciar la expresión de 
genes implicados en el desarrollo cardiaco530-531

, ayudan a incrementar la 
diferenciación a células de linaje neural en combinación con varias citoquinas532-533 e 
inducen a hematopoyesis en combinación con TPO534. Por otra parte, el empleo de las 
bajas condiciones de O2 también produce un incremento en la generación de células 
de linaje eritroide a partir de células CD34+ humanas en combinación de 
testosterona526

 o mediante la expresión de microARNs535.  

En base a los datos recopilados, hipotetizamos que la diferenciación de hPSC a 
megacariocitos y plaquetas in vitro mimetizando el ambiente fisiológico de médula 
ósea podría ayudar a incrementar la formación de estas células. 
 
Para verificar nuestra hipótesis, y así avanzar en la optimización de los protocolos de 
diferenciación megacariocítica, hemos estudiado el efecto de la hipoxia en la 
diferenciación de hESC a megacariocitos y plaquetas CD41a+CD42b+ empleando la 
línea celular H9, ampliamente utilizada en nuestro laboratorio para el estudio de la 
hematopoyesis embrionaria240, 244-245

. Para llevar a cabo la diferenciación a 
megacariocitos utilizamos un protocolo basado en la formación de EBs y co-cultivo con 
células OP9376. Las células OP9 son ampliamente usadas en las diferenciaciones a 
células hematopoyéticas derivadas de hESC. Estas células poseen factores que 
ayudan al desarrollo de la megacariopoyesis y la trombopoyesis375-377. Para analizar el 
efecto de la hipoxia en la megacariopoyesis de la línea H9 aplicamos varias 
condiciones de O2 (2% O2 y 5% O2) durante el cultivo celular, respecto a las 
condiciones actuales de cultivo en normoxia (20% O2). Para simular el ambiente 
fisiológico de la médula ósea, el cultivo de EBs se realizó al 2% O2 y el co-cultivo con 
células OP9 al 5% O2. 

Los resultados obtenidos muestran una reducción de la viabilidad celular, en especial 
bajo la condición más restrictiva, al 2% O2. Estos datos ya se habían reportado en 
estudios previos realizados con células CD34+ humanas de cordón umbilical, 
cultivadas bajo condiciones de hipoxia y trasplantadas a ratones inmunodeficientes. En 
estos estudios también se observa una disminución en la viabilidad celular de los 
cultivos bajo hipoxia, en especial al 1% O2 y al 3% O2 respecto a los controles al 20% 
O2

521-522
.  
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Por el contrario, los resultados obtenidos con respecto a la formación de células 
progenitoras CD34+ indican que la hipoxia induce una selección de progenitores 
hematopoyéticos CD34+ más eficientes, especialmente la condición al 2% O2, respecto 
al control al 20% O2. De forma similar estudios anteriores demostraron que el cultivo al 
5% O2 de células CD34+ humanas derivadas de cordón umbilical incrementaba el 
trasplante in vivo, utilizando ratones NOD/SCID536

. También se ha reportado una 
mejor expansión de células CD34+ humanas derivadas de cordón umbilical y 
cultivadas al 1% O2 respecto a cultivos al 20% O2

526
 y además, una mayor expansión 

de células CD34+ de cordón umbilical humano y capacidad de formación de colonias 
hematopoyéticas en cultivos al 5% O2

527
.  

Cuando analizamos la generación del número de células CD41a+CD42b+ de linaje 
megacariocítico, observamos que la condición fisiológica (2% O2- 5% O2) incrementa 
la formación de células megacariocíticas CD41a+CD42b+ respecto al control al 20% 
O2. Por otro lado, al analizar el número de plaquetas CD41a+CD42b+, observamos 
que a días más tempranos de la diferenciación megacariocítica no se produce ningún 
efecto con respecto al control, pero en cambio, a partir de día 25 del cultivo la 
condición fisiológica (2% O2- 5% O2) aumenta la producción de plaquetas 
CD41a+CD42b+. Hay estudios que reportan una mayor producción de células 
hematopoyéticas derivadas de hPSC al emplear bajas condiciones de O2 en sus 
protocolos de diferenciación durante ciertos días del cultivo celular225 y una mayor 
generación de células de linaje megacariocitico226.  
 
En base a estos resultados, podemos concluir que los cultivos de hPSC usando bajas 
concentraciones de O2 potencian la diferenciación hematopoyética, en especial la 
megacariopoyesis y trombopoyesis, ya que mimetizan las condiciones fisiológicas que 
encontramos en médula ósea. Por tanto, los resultados obtenidos confirman nuestra 
hipótesis sobre que la mimetización del ambiente fisiológico de médula ósea 
incrementa la obtención de células CD41a+CD42b+ derivadas de hPSC. Estos 
resultados podrían tener diversas aplicaciones en biotecnología, ya que las plaquetas 
son células anucleadas y su modificación genética no tendría repercusión en el 
individuo, además de su producción a gran escala a partir de hPSC para futuras 
aplicaciones en clínica. De hecho, hay varias compañías biotecnológicas cuyo objetivo 
es generar eritrocitos y plaquetas humanas in vitro a partir de hiPSC para medicina 
transfusional como la compañía japonesa Megakaryon Corporation (Kyoto, Japón). 
Esta empresa biotecnológica se encarga de producir plaquetas humanas a partir de 
hiPSC desarrollando tecnologías que permitan su obtención a gran escala de forma 
segura y a bajo coste para ser producidas a demanda como tratamientos en medicina 
clínica. 

Para profundizar en la optimización de la generación de megacariocitos derivados de 
hPSC, quisimos estudiar el efecto combinado de la hipoxia y de SCL en la 
diferenciación megacariocítica de hPSC. Como se ha mencionado anteriormente, SCL 
es uno de los reguladores fundamentales del desarrollo de la hematopoyesis normal, 
del mantenimiento de las HSC y la diferenciación terminal de linaje eritroide y 
megacariocítico305. Además, su papel en la regulación de la hematopoyesis y 
megacariopoyesis ha sido muy estudiado en nuestro laboratorio245-247. En Toscano et 

al
247

 reportamos que la expresión constitutiva de SCL incrementa la megacariopoyesis 
derivada de hPSC. Por esta razón, proponíamos que la combinación de la expresión 
ectópica de SCL junto con el papel de la hipoxia incrementaría la diferenciación 
megacariocítica de hPSC. Para estudiar si el efecto combinado de ambos mejoraba la 
formación de megacariocitos y plaquetas CD41a+CD42b+, llevamos a cabo la 
diferenciación a células megacariocíticas de la misma línea celular, AND1 SCL, 
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empleada en Toscano et al
247

 y reportada como mejor candidata para potenciar la 
obtención de células CD41a+CD42b+247. Empleamos el protocolo de diferenciación 
utilizado con H9 y aplicamos las mismas condiciones de O2 descritas anteriormente. 
Los resultados obtenidos muestran un descenso de la viabilidad celular de los cultivos 
tras ser expuestos a bajas concentraciones de O2, especialmente al 2% O2. Estos 
datos confirmaban los resultados obtenidos anteriormente en la línea H9. Por otra 
parte, se observa un incremento en la formación de progenitores hematopoyéticos 
CD34+ bajo condiciones de hipoxia, al igual que ocurría en la línea H9, pero en este 
caso, el porcentaje de células CD34+ obtenidas es mayor bajo hipoxia, lo que sugiere 
que SCL induce una mayor formación de progenitores CD34+. Además, la hipoxia, en 
especial la condición más severa, promueve una selección más eficiente de 
progenitores CD34+, como ya se ha reportado en varios estudios con células CD34+ 
humanas de cordón umbilical526-527. 

Cuando analizamos la formación del número de megacariocitos, observamos que la 
hipoxia disminuye la obtención de células megacariocíticas CD41a+CD42b+ hasta día 
28 de la diferenciación, respecto al control. En cambio, a días tardíos de la 
diferenciación las concentraciones bajas de O2 tienden a incrementar ligeramente la 
formación de células megacariocíticas CD41a+CD42b+, en especial la condición 
fisiológica. Estos resultados son opuestos a lo que esperábamos obtener tras 
combinar las bajas tensiones de O2 y la expresión forzada de SCL en hPSC. Lo que 
nos llevó a pensar que la expresión de SCL en hPSC podría verse afectada por la 
hipoxia. Por otra parte, cuando analizamos la producción de plaquetas 
CD41a+CD42b+, observamos que las bajas tensiones de O2 tienden a aumentar 
ligeramente la formación de estas células a partir de día 28 respecto al control, tal y 
como sucedía con las células megacariocíticas CD41a+CD42b+. Aunque, en este caso 
la condición fisiológica (2% O2- 5% O2) y el 5% O2 inducen ligeramente la obtención 
de plaquetas CD41a+CD42b+ a días tempranos de la diferenciación, con respecto al 
control. Estos resultados indican que la hipoxia podría estar promoviendo una 
selección de plaquetas CD41a+CD42b+ al igual que ocurre con la obtención de 
progenitores hematopoyéticos CD34+, a pesar de que a días tempranos de la 
diferenciación se vea reducida la formación de células CD41a+CD42b+ 

megacariocíticas por la posible inhibición de la expresión de SCL a causa de las bajas 
tensiones de O2. Aun así, necesitaríamos más estudios para poder confirmar esta 
teoría. 

En base a los resultados obtenidos en la diferenciación megacariocítica de la línea 
AND1 SCL, estudiamos la posible degradación de SCL bajo condiciones de hipoxia. 
Estudios anteriores habían demostrado que SCL es degradado bajo condiciones de 
hipoxia en células endoteliales506. Además, en la diferenciación de progenitores 
hematopoyéticos humanos a células eritroides sometidos a bajas concentraciones de 
O2 se ha observado una reducción de la expresión de TF implicados en el desarrollo 
de células de linaje eritroide como EKLF, GATA1 y SCL507. Para confirmar que la 
reducción del número de células megacariocíticas maduras (CD41a+CD42b+) tras 
combinar la hipoxia y la expresión ectópica de SCL podría estar ocasionada por la 
degradación de la proteína SCL al estar expuesta a bajas condiciones de O2, 
analizamos la expresión proteica de SCL durante 6 días de cultivo al 20% O2, 5% O2 y 
2% O2. Nuestros resultados confirmaron la reducción de la expresión de la proteína 
SCL bajo condiciones de hipoxia. La expresión de SCL disminuye con el tiempo de 
exposición a las bajas condiciones de O2, en especial al 2% O2, llegándose a perder 
por completo la expresión al tercer día del cultivo. Nuestros resultados confirman los 
datos ya reportados en los artículos mencionados. En Tang et al

506 analizan la 
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expresión proteica de SCL en células endoteliales durante 24h al 20% O2 y al 1% O2. 
Al 1% O2 se observa una pérdida casi completa de la expresión proteica a las 24h. En 
Rogers et al

507 diferencian HPC humanas a células eritroides y analizan la expresión 
de EKLF, GATA1 y SCL al 10% O2, 7% O2, 5% O2 y 2% O2 durante 8 días. Al 2% O2, 
la expresión de SCL se ve más reducida en comparación al resto de condiciones. 
Además, miden la expresión de la proteína SCL en células progenitoras eritroides al 
20% O2 y al 5% O2 durante 12 días y observan la pérdida de expresión de SCL a lo 
largo de los días al 5% O2. Por otra parte, en células endoteliales se demuestra que la 
degradación de SCL se lleva a cabo mediante la fosforilación por MAPK activada por 
las bajas concentraciones de O2 que conducen a la degradación de la proteína por el 
proteosoma, y para ello emplean varios inhibidores de la ruta transcripcional de 
SCL506

.  

En base a esta bibliografía y para completar nuestro estudio sobre la degradación de 
SCL en hipoxia, analizamos las posibles vías de degradación de la proteína en la línea 
AND1 SCL bajo condiciones de hipoxia utilizando varios inhibidores de diferentes rutas 
de señalización que pueden regular la actividad transcripcional de SCL. Cultivamos la 
línea celular AND1 SCL al 20% O2 y al 2% O2 durante 24h y utilizamos los inhibidores 
PD98059 (inhibidor MAPK) y LY 294002 (inhibidor PI3K) para evitar la fosforilación de 
SCL y MG132 para inhibir la degradación proteica por el proteosoma. Tras analizar la 
expresión proteica mediante western blot, observamos que PD98059 y MG132 
recuperan la expresión de la proteína SCL. Por tanto, nuestros resultados confirman 
los datos reportados anteriormente por Tang et al.

506
 En conclusión, la proteína SCL 

en hPSC también es fosforilada mediante MAPK-K1, inducida por las bajas 
concentraciones de O2, y posteriormente es degradada por el proteosoma. Estos datos 
avalan la reducción de la obtención de células CD41a+CD42b+ en AND1 SCL bajo 
condiciones de hipoxia. Como se conocen los residuos de SCL que son fosforilados 
por MAPK-K1, una posibilidad podría ser realizar mutagénesis dirigida de los mismos y 
ver si estos mutantes de SCL se vuelven independientes de las condiciones de 
hipoxia. A continuación, se tendría que evaluar si potencian la diferenciación 
megacariocítica de hPSC. De esta manera se podría combinar los efectos positivos 
tanto de la hipoxia como de SCL en un mismo protocolo de diferenciación. 

En base a los resultados obtenidos de nuestro segundo objetivo, podemos concluir 
que la hipoxia, especialmente las tensiones de O2 que imitan el ambiente fisiológico de 
la médula ósea, ayuda a incrementar la diferenciación a megacariocitos y plaquetas. 
Por otra parte la sobre-expresión de TF implicados en el desarrollo del linaje 
megacariocítico también potencia la formación de células megacariocíticas maduras 
(CD41a+CD42b+). Para combinar ambos efectos y potenciar la diferenciación y 
generación de células hematopoyéticas derivadas de hPSC habrá que tener en cuenta 
como las bajas tensiones de O2 afectan a la estabilidad proteica y a la ruta 
transcripcional de dichos factores. 

 

La tercera parte de nuestro estudio se ha centrado en el uso de hiPSC de pacientes 
con enfermedades congénitas que ocasionan trombocitopenias para generar modelos 
humanos de estas enfermedades. La generación de estos modelos permite estudiar la 
biología y los mecanismos moleculares involucrados en la fisiopatología de la 
enfermedad, así como el componente genético responsable de la progresión de la 
enfermedad. La falta de modelos experimentales humanos adecuados ralentiza la 
investigación sobre estas enfermedades y el avance en el descubrimiento de nuevas 
terapias, ya que los modelos animales que se han generado sobre algunas 
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enfermedades no aportan suficientes datos por las diferencias existentes entre 
especies.  

En este proyecto hemos llevado a cabo la generación de varios modelos humanos de 
dos trastornos plaquetarios hereditarios: FPDMM y BSS. Ambos trastornos presentan 
muy baja prevalencia y se caracterizan por trombocitopenias y sangrados. La 
producción de plaquetas funcionales in vitro supondría un gran avance en el 
tratamiento de estos pacientes, ya que sustituiría las transfusiones constantes que 
necesitan estos pacientes y reduciría el riesgo de aloinmunización, además de 
constituir un sistema independiente de donante. 

Hemos generado un modelo humano de FPDMM, un trastorno hereditario causado por 
mutaciones en el gen RUNX1 y caracterizado por presentar trombocitopenia, función 
plaquetaria anormal y predisposición a desarrollar otros trastornos plaquetarios o 
neoplasias mieloides381, 432

. Llevamos a cabo la reprogramación celular de una 
paciente con FPDMM que presenta la mutación p.Thr196Ala en el exón 6 del gen 
RUNX1. Esta mutación es nueva y aún no había sido descrita su patología en 
FPDMM. Su detección se realizó a partir de un proyecto colaborativo con el Hospital 
Clínico Universitario de Salamanca y el Centro de Hemodonación de Murcia.  En este 
proyecto realizamos la reprogramación celular de las PBMC de la paciente mediante la 
transducción con SeV que portan los factores de reprogramación de Yamanaka, 
Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc12-13

 usando CytoTune®-iPS 2.0 Reprogramming kit. Las 
células se cultivaron en medio StemSpan™ SFEM sobre una capa de hMSC y 
posteriormente se adaptaron al medio hESC. Desde el día 4 hasta el día 20 post- 
transducción, las células se cultivaron a 37°C, 5% O2 y 5% CO2, ya que previamente 
en nuestro laboratorio comprobamos que las células reprogramadas de pacientes 
crecían y formaban colonias hiPSC de manera más eficiente en cultivos al 5% O2. 
Además, otros trabajos reportan las ventajas de la hipoxia durante el proceso de 
reprogramación para incrementar la eficiencia en la derivación de iPSC, tanto en 
células de ratón como en células humanas. Se ha demostrado que el cultivo al 5% O2 

aumenta la eficiencia de reprogramación de células de fibroblastos de ratón a miPSC y 
células de fibroblastos humanos a hiPSC537. Estos resultados indican que el uso de la 
hipoxia es una estrategia eficaz para incrementar la eficiencia de reprogramación. 
 
A partir de día 13 post-transducción comenzaron a emerger las primeras colonias 
hiPSC y una vez establecidas en cultivo, a día 20 post-transducción se trasladaron a 
las condiciones de cultivo estándar (37°C, 20% O2 y 5% CO2). Las PBMC atraviesan 
distintas fases durante la reprogramación celular hasta que finalmente se convierten 
en iPSC maduras. Durante estas fases de transición va cambiando su estructura y 
morfología celular. En un principio, las PBMC son células pequeñas redondeadas y 
brillantes, cuando son transducidas con los SeV y los factores de reprogramación se 
transforman en intermediarios tempranos adquiriendo una morfología más alargada e 
irregular hasta que con el tiempo se convierten en intermediarios tardíos o iPSC 
inmaduras con una morfología más típica de colonia pluripotente, y finalmente cuando 
maduran las colonias presentan la estructura pluripotente característica con bordes 
más definidos y redondeados. En este proyecto hemos observado todos estos 
cambios estructurales y morfológicos durante la reprogramación celular y los hemos 
plasmado mediante fotografías representativas tomadas a microscopía óptica durante 
las diferentes fases del protocolo de reprogramación. 
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Una vez establecidas las colonias hiPSC maduras, se llevó a cabo la selección  y 
expansión de seis clones (2, 8, 32, 69, 70 y 73) de hiPSC de la paciente, que fueron 
sometidos a un cultivo de 39 °C durante 5 días para eliminar por completo los SeV 
termosensibles. Un mes después de la transducción de las PBMC, comenzamos el 
proceso de caracterización celular de los clones seleccionados y adaptados al cultivo 
celular en medio definido E8. Finalmente, para el establecimiento de la línea hiPSC de 
FPDMM seleccionamos el clon 73 (FPD-PBMC-iPSC4F73) y desarrollamos diversas 
técnicas genéticas y funcionales requeridas para llevar a cabo la caracterización de la 
línea celular.  
 
Las técnicas genéticas empleadas para completar la caracterización celular se llevaron 
a cabo mediante análisis de secuenciación que determinaron la presencia de la 
mutación p.Thr196Ala, en el exón 6 de RUNX1, y mediante análisis STR que 
confirmaron el origen genético de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73. Posteriormente, 
realizamos análisis moleculares que determinaron la pérdida de expresión de los 
factores de reprogramación exógenos empleados durante la reprogramación celular y 
la ganancia de expresión endógena de los genes de pluripotencia OCT3/4, SOX2, 

REX1 y NANOG. Además, por técnicas de citometría de flujo se confirmó la expresión 
de los marcadores celulares de pluripotencia SSEA3, SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y 
OCT3/4. Los marcadores celulares más comunes para determinar la pluripotencia de 
hPSC son SSEA3, SSEA4, TRA1-81 y TRA 1-60. Durante la reprogramación celular la 
expresión de SSEA3 y SSEA4 precede a la expresión de TRA-1-60 y TRA-1-81, que 
se detectan en etapas posteriores de la reprogramación17. Por eso, los factores más 
importantes son TRA-1-60 y TRA-1-81 que marcan estados más avanzados de 
pluripotencia, junto con SSEA4. Como factores endógenos se destaca la importancia 
de la expresión de OCT3/4, SOX2 y NANOG

17-18
. 

 
La adquisición de la capacidad de pluripotencia de la nueva línea hiPSC generada es 
una característica fundamental para confirmar la eficiencia del proceso de 
reprogramación celular. Como complemento al estudio de pluripotencia de la línea 
FPD-PBMC-iPSC4F73, realizamos ensayos funcionales que determinaron la actividad 
fosfatasa alcalina en las células hiPSC. En hPSC la fosfatasa alcalina se expresa a 
altos niveles y por esto, es una técnica muy utilizada como marcador clave de la 
pluripotencia de las células. En experimentos de reprogramación, esta técnica se 
emplea para la detección temprana de las hiPSC. Incluso, puede emplearse para 
identificar las iPSC emergentes tras 14 días post-traducción y así seleccionar las iPSC 
para su expansión aproximadamente unos 21 días después de la traducción viral con 
los factores de reprogramación. Además, en algunos casos, el número de colonias 
positivas para la fosfatasa alcalina representa la eficiencia de reprogramación. Los 
ensayos de fosfatasa alcalina pueden usarse durante todo el proceso de expansión 
clonal de las iPSC, así como para colonias ya establecidas20, 538.  
 
Tras confirmar la pluripotencia de la línea FPD-PBMC-iPSC4F73, se procedió a 
analizar el cariotipo celular mediante técnicas de citogenética que determinaron que la 
nueva línea hiPSC generada presentaba un cariotipo normal, en este caso 46 XX.  
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Por último, realizamos ensayos funcionales de diferenciación a las tres capas 
germinales del embrión (ectodermo, mesodermo y endodermo), in vitro mediante la 
formación de EBs e in vivo mediante la formación de teratomas en ratones 
inmunodeficientes. La formación de EBs para testar la pluripotencia y diferenciación a 
las tres capas germinales es una alternativa a la formación de teratomas in vivo. Es 
una técnica más rentable, controlada y reproducible en comparación a los ensayos in 

vivo con ratones24, 539. Para testar la formación de teratomas, generalmente, se 
emplean ratones sanos inmunodeficientes. Los ratones NOG son uno de los modelos 
más usados para testar la formación de tumores, junto con los ratones SCID, NOD-
SCID y nude. Además, son ampliamente usados en estudios de experimentación 
animal y de trasplantes de células humanas540. La capacidad de diferenciación in vivo 
de cualquier línea hPSC se confirma si el teratoma es capaz de desarrollar tejidos 
derivados de cada una de las capas germinales embrionarias. La tinción con 
anticuerpos específicos de las tres capas germinales del embrión permite una 
identificación más detallada de los tipos de tejido que presentan las muestras de 
teratoma25, 510.  

Ambos ensayos funcionales confirmaron la expresión de marcadores celulares de 
endodermo (CKAE1-AE3), mesodermo (vimentina) y ectodermo (β-III-Tubulina). 
Además, hallamos estructuras específicas de las tres capas germinales como el 
epitelio ciliado (endodermo), el cartílago (mesodermo) y las rosetas neurales 
(ectodermo).  

En conjunto, todos estos resultados demuestran la generación y caracterización 
celular de manera eficiente de un modelo humano de FPDMM reprogramado a partir 
de las PBMC de la propia paciente, presentando una mutación no descrita en 
RUNX1541

. Este modelo nos servirá para el estudio de la biología de la enfermedad, 
en concreto para analizar cómo afecta la mutación p.Thr196Ala al progreso de la 
enfermedad. Mediante la realización de diferenciaciones hematopoyéticas y 
megacariocíticas podremos dilucidar el papel de esta mutación en la evolución de la 
enfermedad. Además, este modelo nos permitirá en un futuro aplicar nuevas terapias 
para el tratamiento del FPDMM, como la corrección fenotípica mediante terapia génica 
por lentivirus o la técnica CRISPR-Cas9 introduciendo una copia silvestre de RUNX1 y 
validando posteriormente el rescate génico del modelo mediante la generación de 
megacariocitos in vitro. Además, enlazando con nuestro primer objetivo podremos 
evaluar la función de las diferentes isoformas en el modelo generado de FPDMM, en 
concreto las isoformas RUNX1a y RUNX1c que nos aportan datos más interesantes y 
relevantes durante la diferenciación hematopoyética de las hPSC. Previamente, ya se 
ha reportado la generación de otras líneas hiPSC de pacientes con FPDMM, que 
además se han rescatado fenotípicamente mediante la expresión del gen silvestre 
RUNX1

451
 o mediante la edición génica del gen RUNX1 mutado452-453

. Un estudio más 
actual sobre la generación de hiPSC de pacientes con FPDMM y corregidas 
posteriormente por terapia génica, ha identificado a NOTCH4 como un gen diana de 
RUNX1. Se ha demostrado que la inactivación de NOTCH4 por CRISPR-Cas9 
potencia la megacariopoyesis en las líneas hiPSC de FPDMM454. Estos estudios 
muestran resultados prometedores en la corrección fenotípica de las líneas hiPSC de 
FPDMM. Por tanto, en base a estos estudios y la novedad de nuestro modelo de 
FPDMM sería interesante realizar el rescate fenotípico de la mutación y su posterior 
validación mediante diferenciaciones a linaje megacariocítico, lo que supondría un 
gran avance en la investigación de este trastorno plaquetario y una posible terapia 
para pacientes con dicha mutación. 
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Adicionalmente, hemos generado varios modelos humanos de BSS causados por 
diferentes mutaciones que afectan al gen GP9

66-68. BSS es una enfermedad rara 
causada por la deficiencia congénita del complejo glicoproteico GPIb-IX-V debida a 
mutaciones en los genes GP1BA, GP1BB o GP9 y se caracteriza por presentar 
trombocitopenia, plaquetas de mayor tamaño y sangrados severos455-456

. En nuestro 
laboratorio hemos generado tres modelos celulares de BSS mediante la 
reprogramación celular de las PBMC de tres pacientes con diferentes mutaciones en 
GP9

66-68.  
 
En este proyecto nos centramos en el estudio del modelo BSS2-PBMC-iPS4F24 
(BSS2) descrito en Lopez-Onieva et al

66
 que ha sido rescatado por terapia génica 

mediante transducción lentiviral portando el gen silvestre GP9 para corregir la 
mutación p.Asn45Ser. A consecuencia, del rescate génico del modelo BSS2 se 
generaron 2 líneas celulares, la línea rescatada (BSS2 GP9) y la línea control del 
paciente (BSS2 EV). Por tanto, se procedió a comprobar mediante técnicas 
moleculares la eficiencia de la transducción lentiviral analizando la expresión de GP9 
silvestre. Los resultados mostraron expresión de GP9 en la línea rescatada, BSS2 
GP9, con respecto a la línea control del paciente, BSS2 EV. Tras comprobar que la 
transducción lentiviral de la línea original BSS2 había sido eficiente, se determinó la 
pluripotencia de ambas líneas mediante análisis de expresión de los genes endógenos 
de pluripotencia (OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG) por RT-PCR y de expresión de los 
marcadores celulares de superficie SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 y TRA-1-60 por 
citometría de flujo. Los resultados mostraron que las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9 
mantenían la capacidad de pluripotencia al expresar los genes endógenos OCT3/4, 
SOX2, REX1 y NANOG, y los marcadores de superficie SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 y 
TRA-1-60.  
 
Una vez que confirmamos la pluripotencia de las líneas celulares, llevamos a cabo la 
validación del rescate génico del modelo BSS2 mediante la diferenciación a linaje 
megacariocítico empleando un protocolo de diferenciación más actual y novedoso 
descrito por Moreau et al

380
 que permite la obtención a gran escala de megacariocitos. 

Escogimos este protocolo de diferenciación en lugar del protocolo anteriormente usado 
para estudiar los efectos de la hipoxia y de SCL en la diferenciación a megacariocitos 
reportado en Lu et al

376
, porque se ha reportado una mayor eficiencia en la generación 

de células megacariocíticas empleando este protocolo, además de ser un protocolo 
que elimina el empleo de suero y componentes animales227, 380, lo que supone un 
importante avance en la optimización de protocolos más eficientes en la generación de 
células megacariocíticas que puedan ser aplicados en clínica en un futuro.  
 
El protocolo descrito por Moreau et al

380
 se basa en la transducción lentiviral de hiPSC 

expresando de forma ectópica GATA1, SCL y FLI1. Cultivamos las líneas BSS2 EV, 
BSS2 GP9 y iBOB (línea control sana)511 durante 30 días en medio definido CellGRO 
en combinación con diferentes citoquinas hematopoyéticas y analizamos durante los 
días 9, 20, 26 y 30 la obtención de progenitores hematopoyéticos CD34+, progenitores 
megacariocíticos CD34+CD41a+ y células megacariocíticas CD41a+CD42a+. Los 
resultados muestran que la línea BSS2 GP9, incrementa la obtención de progenitores 
CD34+ a días tempranos de la diferenciación con respecto a las líneas BSS2 EV e 
iBOB. A partir de día 20, la línea BSS2 GP9 reduce la diferencia en cuanto a la 
obtención de células CD34+ con respecto a los controles, siendo ligeramente mayor 
respecto a la línea BSS2 EV. En cambio, a partir de día 30, la formación de 
progenitores CD34+ disminuyó respecto a la línea BSS2 EV. Si comparamos la 
obtención de progenitores hematopoyéticos con la línea control sana iBOB, 
observamos que la formación de células CD34+ de las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9 
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disminuye ligeramente. Estos datos apoyan el fenotipo del paciente con una formación 
normal de células progenitoras hematopoyéticas. Estudios actuales sobre la 
generación de hiPSC de pacientes de BSS con mutaciones en los genes GP1BA y 
GP1BB reportan datos similares. La formación de progenitores CD34+ de las líneas 
generadas de BSS es de forma similar a la obtención de progenitores 
hematopoyéticos en la línea control498.  
 
De igual manera, cuando analizamos la formación de progenitores megacariocíticos, 
observamos que la línea rescatada produce más células CD34+CD41a+ a días 
tempranos de la diferenciación, con un máximo de expresión a día 20 respecto a la 
línea control del paciente. A partir de día 26, la línea BSS2 GP9 disminuye ligeramente 
la formación de progenitores megacariocíticos con respecto a la línea BSS2 EV. Al 
igual que ocurre con los progenitores hematopoyéticos, si comparamos la obtención 
de los progenitores megacariocíticos de la línea iBOB con las líneas BSS2 EV y BSS2 
GP9 se observa una formación de progenitores CD34+CD41a+ ligeramente mayor por 
parte de la línea iBOB. Estos resultados continúan apoyando el fenotipo del paciente 
con una formación normal de células progenitoras megacariocíticas. Estudios previos 
en modelos de ratón de BSS, reportan resultados similares. Los modelos de ratón con 
deficiencias en GpIbβ542 o en GpIbα543 no inhiben la formación de progenitores 
megacariocíticos ni la capacidad clonogénica de estos progenitores a pesar de la 
ausencia del complejo GpIb-IX-V. El número de colonias procedentes de los 
progenitores megacariocíticos, así como de otras colonias hematopoyéticas es similar 
en los modelo de ratón de BSS y en los modelos de ratón sanos542-543.  
 
Cuando examinamos la formación de células megacariocíticas CD41a+, observamos 
que efectivamente la línea BSS2 EV origina células CD41a+, con un máximo de 
producción a día 20 de la diferenciación. A partir de día 26, se aprecia una disminución 
en la formación de células CD41a+. Por otra parte, la línea BSS2 GP9 presenta una 
producción ligeramente mayor de células CD41a+ respecto a la línea BSS2 EV y de 
forma significativa. Si comparamos la obtención de células CD41a+ con la línea control 
sana iBOB, observamos que la producción de células CD41a+ de la línea BSS2 EV es 
ligeramente menor. En cambio, la formación de células megacariocíticas CD41a+ de la 
línea BSS2 GP9 es muy similar a la línea iBOB. Hasta ahora, observamos que el 
fenotipo del paciente se sigue conservando, ya que la producción de células CD41a+ 

tampoco se ve afectada a pesar de la ausencia del complejo glicoproteico GPIb-IX-V. 
 
Por otro lado, al evaluar la obtención de células CD42a+, observamos que la línea 
BSS2 EV no genera este tipo de células por su deficiencia en GPIX. En cambio, la 
línea BSS2 GP9 sí es capaz de expresar células CD42a+ respecto a la línea BSS2 EV, 
logrando rescatar el fenotipo del paciente. Además, la expresión de CD42a+ es muy 
similar a la línea iBOB hasta el día 20 del cultivo, comenzando a disminuir a partir de 
día 26. Estos datos sugieren que el rescate de la línea original BSS2 por edición 
génica ha logrado recuperar la expresión de GPIX rescatando el fenotipo del paciente. 
Estudios previos sobre la generación de modelos de BSS causados por mutaciones en 
el gen GP1BA o GP1BB y sus respectivos rescates fenotípicos avalan nuestros 
resultados. Modelos de ratón de BSS con deficiencias en el gen Gp1bb generan 
células CD41a+, al igual que los modelos sanos. La diferencia es que los 
megacariocitos derivados de los progenitores del modelo BSS no logran formar pro-
plaquetas en comparación a los sanos542. También se han reportado estos resultados 
en modelos humanos recientes de hiPSC de pacientes de BSS con deficiencias en 
GPIbα y GPIbβ, generando células CD41a+ pero no células CD42b/GPIbα, además de 
una formación deficiente de pro-plaquetas. El rescate génico de estos modelos por 
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transducción lentiviral expresando los genes silvestres logra rescatar el fenotipo de los 
pacientes generando células CD42b498

.  
 

Por último, examinamos la formación de células doble positivo CD41a+CD42a+ de 
linaje megacariocítico y observamos que la línea rescatada forma células 
CD41a+CD42a+ con respecto a la línea control del paciente. La línea BSS2 EV no 
genera células megacariocíticas CD41a+CD42a+ por la deficiencia que presenta en 
GPIX. De igual manera que ocurría con la formación de células CD42a+, si 
comparamos la línea rescatada con la línea control sana, observamos que la 
formación de células CD41a+CD42a+ es prácticamente igual hasta día 20 de la 
diferenciación, comenzando a disminuir a partir de día 26. Estos datos confirman el 
rescate fenotípico del modelo BSS2 y también la eficiencia del protocolo de 
diferenciación empleado para generar células megacariocíticas. Para complementar 
estos datos, durante la diferenciación a células de linaje megacariocítico realizamos la 
técnica ImageStream que nos permitía obtener imágenes visuales de la expresión 
proteica de GPIX (CD42a) en la membrana de células CD41a+CD42a+. Las imágenes 
resultantes muestran las células viables captadas por citometría con una morfología 
redondeada, el núcleo de la célula de color azul por la tinción Hoescht y la expresión 
de CD41a y CD42a en la membrana celular de las líneas BSS2 EV y BSS2 GP9. En la 
línea rescatada se observa expresión de la proteína CD42a respecto a la línea control 
del paciente que solo presenta expresión de CD41a. El uso de esta técnica nos 
permitió confirmar de manera visual el rescate de la línea BSS2 GP9.  
 
Estos resultados son avalados por estudios previos con modelos de ratón de BSS con 
deficiencias en GpIbβ mostrando una reducción del número de megacariocitos 
maduros en comparación con modelos sanos de ratón542

. Por otra parte, estudios con 
modelos murinos de BSS rescatados por la expresión transgénica de los genes 
humanos silvestres también logran recuperar el fenotipo normal logrando generar un 
número de plaquetas cercano a los modelos sanos y disminuyendo el tiempo de 
sangrado de la cola495-497. Un estudio más reciente, similar al nuestro y basado en 
modelos humanos de pacientes de BSS con deficiencias en GP1BA y GP1BB reporta 
el rescate fenotípico de las líneas generadas por terapia génica mediante lentivirus 
que expresan los genes silvestres. Durante la diferenciación a megacariocitos las 
líneas rescatadas expresan CD42b, además logran reducir el tamaño de las plaquetas 
generadas498.  
 
Aunque los modelos murinos pueden representar algunos de los fenotipos humanos 
de BSS, no siempre muestran los cambios patológicos y clínicos que se observan en 
humanos. Por tanto, es de gran importancia clínica generar modelos humanos de BSS 
para poder desarrollar futuras terapias génicas en pacientes. Nuestros resultados 
pueden emplearse como una aproximación curativa de pacientes con BSS que 
presentan deficiencias en el gen GP9, ya que hemos logrado recuperar la expresión 
de la proteína GPIX por terapia génica lentiviral expresando el gen silvestre, y además 
hemos generado células de linaje megacariocítico. Asimismo, nuestro modelo celular 
de hiPSC derivadas de pacientes de BSS puede ser útil para revelar la contribución de 
GPIX en la funcionalidad del complejo GPIB-IX-V. 
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199 CONCLUSIONES 
 

1. Las isoformas del RUNX1 desempeñan funciones diferentes durante la 
diferenciación hematopoyética de hiPSC in vitro. 

 
2. La sobre-expresión de RUNX1a en hiPSC promueve: 
 

a. Un aumento en la generación de HEP y progenitores hematopoyéticos 
CD41a+CD45+ durante la diferenciación. 

b. Un aumento de MEP (CD41a+CD235a+) a días tempranos de la diferenciación. 

c. Una disminución del potencial clonogénico debido a su estado avanzado a 
linajes terminales. 

 
3. La sobre-expresión de RUNX1b en hiPSC provoca: 
 

a. Un aumento en la formación de progenitores endoteliales durante la 
diferenciación. 

b. Un aumento en la generación de HEP y progenitores hematopoyéticos 
CD41a+CD45+ a días tempranos de la diferenciación. 

c. Una disminución en la generación de MEP durante la diferenciación. 

d. Un bloqueo en la formación de colonias hematopoyéticas. 

 
4. La sobre-expresión de RUNX1c en hiPSC aumenta: 
 

a. La generación de HEP, progenitores hematopoyéticos CD41a+CD45+ y 
progenitores CD41a+CD235a+ a días tempranos de la diferenciación. 

b. El potencial clonogénico y estimula la especificación hacia granulocitos y 
monocitos.  

 
5. Las diferentes condiciones de hipoxia reducen la viabilidad celular de las hESC 

durante la diferenciación megacariocítica in vitro. 
 
6. La hipoxia promueve la selección de progenitores hematopoyéticos CD34+  

durante la diferenciación de hESC a células de linaje megacariocítico. 
 
7. La condición fisiológica (2% O2-5% O2) incrementa la formación de células 

megacariocíticas maduras (CD41a+CD42b+) y plaquetas a partir de hESC. 
 
8. En hESC que sobre-expresan SCL, las diferentes condiciones de hipoxia reducen 

la formación de células megacariocíticas maduras (CD41a+CD42b+) y plaquetas. 
 
9. Las condiciones de hipoxia inducen la degradación de SCL por el proteosoma de 

manera dependiente de la fosforilación de MAPK. 
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10. Se ha generado y caracterizado una nueva línea hiPSC de FPDMM por la 
reprogramación celular de PBMC de una paciente que posee la variante 
p.Thr196Ala en el gen RUNX1  

 
11. Se ha generado un modelo humano de BSS rescatado por transducción lentiviral 

del gen humano GP9 wildtype (BSS2 GP9). 
 

12. La línea celular BSS2 EV y la línea celular rescatada BSS2 GP9 presentan una 
producción similar de progenitores hematopoyéticos CD34+ y progenitores 
megacariocíticos CD34+CD41a+ durante la diferenciación megacariocítica in vitro. 

 
13. La línea celular rescatada BSS2 GP9 genera más progenitores CD41a+ que la 

línea celular BSS2 EV. 
 
14. La línea celular BSS2 EV no progresa hasta progenitores megacariocíticos 

CD42a+ y células megacariocíticas maduras CD41a+CD42a+ durante la 
diferenciación megacariocítica in vitro, recapitulando el fenotipo de BSS.  

 
15. La línea celular rescatada BSS2 GP9 origina tanto progenitores CD42a+ como 

células megacariocíticas maduras (CD41a+CD42a+), logrando recuperar la 
expresión de GPIX (CD42a) en la superficie celular. 
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1. RUNX1 isoforms play different roles during in vitro hematopoietic differentiation of 
hiPSC. 

 
2. In hiPSC RUNX1a overexpression promotes: 
 

a. An increase in the generation of HEP and CD41a+CD45+ hematopoietic 
progenitors. 
 

b. An increase in MEP (CD41a+CD235a+) at early days of in vitro differentiation. 
 

c. A decrease in clonogenic potential due to its advanced status to terminal 
hematopoietic lineages. 

 
3. RUNX1b over-expression causes: 
 

a. An increase in the formation of endothelial progenitors during differentiation. 
 

b. An increase in the generation of HEP and CD41a+CD45+ hematopoietic 
progenitors at early days of in vitro differentiation. 
 

c. A decrease in the generation of MEP (CD41a+CD235a+) at early days. 
 

d. A blockage in the formation of hematopoietic colonies. 
 
4. RUNX1c over-expression increases: 
 

a. Generation of HEP, CD41a+CD45+ hematopoietic progenitors and MEP 
(CD41a+CD235a+) at early days. 
 

b. Clonogenic potential and stimulates hematopoietic specification towards 
granulocytes and monocytes. 

 
5. All experimental hypoxic conditions reduce the cellular viability of hESC during in 

vitro megakaryocytic differentiation. 
 
6. Hypoxia promotes the selection of CD34+ hematopoietic progenitors during 

megakaryocytic differentiation from hESC. 
 
7. The physiological condition (2% O2- 5% O2) increases the formation of mature 

megakaryocytic cells (CD41a+CD42b+) and platelets from hESC. 
 
8. In SCL-overexpressing hESC, all experimental hypoxic conditions reduce the 

generation of mature megakaryocytic cells (CD41a+CD42b+) and platelets. 
 
9. Under hypoxic conditions, SCL is degraded by the proteasome in a MAPK-

dependent manner. 
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10. A new hiPSC line of FPDMM has been generated and characterized by cell 
reprogramming of PBMC of a FPDMM patient with carrying a p.Thr196Ala variant 
in RUNX1 gene. 

 
11. A human model of rescued BSS has been generated by lentiviral transduction of 

the wildtype GP9 human gene (BSS2 GP9). 
 

12. Both hiPSC cell lines BSS2 EV and BSS2 GP9 have a similar production of CD34+ 
hematopoietic progenitors and CD34+CD41a+ megakaryocytic progenitors during 
in vitro megakaryocytic differentiation. 

 
13. BSS2 GP9 cell line produces more CD41a+ progenitor cells than the BSS2 EV cell 

line. 
 
14. BSS2 EV cell line does not progress to generate CD42a+ or mature 

megakaryocytes (CD41a+CD42a+) during megakaryocytic differentiation, 
recapitulating the BSS phenotype. 

 
15. BSS2 GP9 cell line originates both CD42a+ and mature megakaryocytes 

(CD41a+CD42a+), managing to recover the expression of GPIX (CD42a) on the 
cell surface. 
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