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El trasplante con células madre hematopoyéticas proporciona una salida a una gran 

variedad de enfermedades hematológicas malignas y no malignas. Sin embargo, 

alrededor del 70% de los pacientes que necesitan un trasplante no poseen un donante 

hermano con antígenos leucocitarios humanos compatibles1. Además, hay que tener en 

cuenta que existe una gran diversidad en cuanto a los orígenes raciales y étnicos de los 

respectivos pacientes, por lo que identificar un donante no emparentado compatible 

hace casi imposible llevar a cabo la intervención en un tiempo razonable2. 

El uso de células madre/progenitoras hematopoyéticas de cordón umbilical ha 

aumentado las posibilidades de encontrar donantes compatibles, ya que este tipo de 

trasplantes poseen un menor riesgo a la hora de inducir enfermedad de injerto contra 

el huésped y puede ser utilizado incluso cuando solo existe una coincidencia parcial 

entre el donante y el receptor, reduciendo las probabilidades de transmitir infecciones 

virales. No obstante, a pesar de los avances realizados ex vivo en cuanto a la expansión 

de células madre/progenitoras hematopoyéticas de cordón umbilical se refiere, el 

número de células CD34+ obtenidas por unidad de sangre, así como la lenta velocidad 

de injerto, hace que su uso en adultos y adolescentes esté excluido3,4. Además, hay que 

resaltar la inexistencia de un método robusto para expandir progenitores 

hematopoyéticos y eritropoyéticos. Todo esto pone de manifiesto la necesidad de 

generar nuevas tecnologías para la expansión de células madre/progenitoras 

hematopoyéticas con el objetivo de obtener el número necesario de células 

hematopoyéticas para el tratamiento de pacientes adultos e incrementar la velocidad 

de injerto mediante el aumento de progenitores más maduros. 

Desde el primer trasplante de sangre de cordón umbilical hace ya más de 20 años5, 

nuevas estrategias han sido desarrolladas con el fin de superar esta limitación. De esta 

manera, se puede destacar el uso de diferentes combinaciones de factores de 

crecimiento en presencia o en ausencia de monocapas de células procedentes de la 

médula ósea o incluso de células estromales hepáticas6-10. Recientemente, el uso de 

monocapas mixtas en cultivos 2D11, matrices acelulares12, o bio-andamiajes 

(“scaffolds”)13 ha contribuido a la expansión de las células madre/progenitoras 

hematopoyéticas de cordón umbilical, demostrando la gran importancia tanto de la 

composición como de la estructura del microambiente. Sin embargo, aún sigue siendo 
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un reto el poder expandir células madre hematopoyéticas con capacidad de 

autorrenovación a largo plazo, de tal manera que se obtenga un número suficiente de 

células madre hematopoyéticas como para injertar a un adulto, así como un número 

apropiado de poblaciones progenitoras que puedan acortar el tiempo de injerto. 

Durante el desarrollo embrionario, el hígado es el principal sitio de diferenciación y 

expansión de las células madre hematopoyéticas y diferenciación de los progenitores 

eritroides14. Por lo tanto, dentro del tejido hepático, existen distintos nichos celulares 

los cuales están promoviendo tanto la división asimétrica como la renovación simétrica, 

conduciendo de esta manera al mantenimiento y la expansión de las células madre 

hematopoyéticas, respectivamente15,16. Recientemente, ha sido demostrado que 

organoides hepáticos 3D construidos con hepatoblastos humanos primarios son capaces 

de mantener la expansión de las células madre/progenitoras hematopoyéticas in vitro17. 

Sin embargo, el acceso a esta fuente es bastante limitado, así como su expansión in vitro 

no es nada fácil. Por ello, el objetivo de esta tesis es la expansión de las células 

madre/progenitoras hematopoyéticas procedentes de cordón umbilical mediante el uso 

de organoides hepáticos fetales humanos, empleando hepatoblastos derivados de 

células embrionarias humanas en cultivos 3D. 

Con el fin de alcanzar ese objetivo, la tesis fue dividida en tres capítulos: 

1- Estudiar qué proteínas presentes en la matriz extracelular fetal promueven la 

expansión y diferenciación de las células madre/progenitoras hematopoyéticas 

durante el desarrollo embrionario en el hígado fetal. Para ello, se llevó a cabo un 

estudio proteómico comparativo sobre la matriz extracelular descelularizada de 

hígados porcinos fetales y adultos. 

2- Desarrollar y caracterizar hepatoblastos humanos derivados de células 

embrionarias humanas, capaces de ser expandidos in vitro en 3D. 

3- Expansión de células madre/progenitoras hematopoyéticas procedentes de 

cordón umbilical mediante el uso de organoides hepáticos fetales humanos. 

Los resultados obtenidos a lo largo de la tesis nos sugieren: 
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1. El estudio proteómico de las matrices extracelulares fetales y adultas demostró 

la presencia significativa de diversas proteínas, las cuales podrían tener 

diferentes papeles e implicaciones sobre la hematopoyesis fetal en el hígado. 

2. Los hepatoblastos generados a partir de las células embrionarias humanas 

demostraron ser capaces de retener de manera estable el fenotipo típico de este 

tipo celular, manifestaron ser células bipotenciales con la habilidad de 

diferenciarse a células hepatocíticas y células colangiocíticas y mostraron su 

habilidad para expresar factores de crecimiento hematopoyéticos específicos. 

3. Los organoides hepáticos (fetales) humanos de bioingeniería demostraron tener 

un papel importante en el mantenimiento de las célula madre hematopoyéticas 

y de los progenitores eritropoyéticos. 
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AFP  α-Fetoproteína 

AGM  Aorta-gónada-mesonefros 

ALAT Alanina aminotransferase 

ALB  Albúmina 

ANG Angiopoyetina 

ASAT Amino aspartato transferasa 

BFU-E  Unidad formadora de brote-eritrocíticas 

BM  Médula ósea 

BSA Albúmina de suero bovino 

CAR Célula reticular abundante 

CDM Medio de diferenciación colangiocítica 

cDNA  Ácido desoxirribonucleico copia o complementario 

CFU-E Unidad formadora de colonias eritrocíticas 

CFU-GEMM Unidad formadora de colonias granulocíticas, eritrocíticas, macrofágicas 

y megacariocíticas 

CFU-GM Unidad formadora de colonias granulocíticas y macrofágicas 

CFU-Meg Unidad formadora de colonias megacariocíticas 

CK Citoqueratina 

CLP Progenitor linfoide común 

CMP Progenitor mieloide común 

COL Colágeno  

CV  Vena cava 

CXCR4  Receptor de quimioquinas C-X-C 4 

DAPI  4',6-diamino-2-fenilindol 



Abreviaturas 

23 
 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

EC Células endoteliales 

ECM  Matriz extracelular 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EGF Factor de crecimiento epidérmico 

EGTA Ácido etilenglicol tetraacético 

EL Elastina 

EM Medio de expansión 

EpCAM  Molécula de adhesión de células epiteliales 

EPO Eritropoyetina 

ESC Células madre embrionaria 

FC Citometría de flujo 

FGF-2 Factor de crecimiento de fibroblastos básico 

FL Hígado fetal 

Flt-3L Ligando FMS-like tyrosine kinase 3 

FN  Fibronectina 

G-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos 

GF Factor de crecimiento 

GLDH Glutamato deshidrogenasa 

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 

GMP Progenitor granulocito-macrófago 

GvHD Enfermedad del injerto contra el huésped 

GvT Injerto contra tumor 
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H&E Hematoxilina y eosina 

HA  Arteria hepática 

HB Hepatoblastos 

HDM Medio de diferenciación hepatocítica 

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos 

HLA Antígeno leucocitario humano 

HpFEC Células fetales hepáticas estromales 

HpSC Célula madre hepática 

HSC Célula madre hematopoyética 

HSCT  Trasplante con células madre hematopoyéticas 

HSPC Células madre/progenitoras hematopoyéticas 

hUVEC Células endoteliales humanas de cordón umbilical 

HV Vena hepática 

ICAM-1  Molécula de adhesión intracelular 

ICV  Vena cava inferior 

IDA Información dependiente de la adquisición 

IF Inmunofluorescencia  

IGF-2 Factor de crecimiento insulínico tipo 2 

IL  Interleuquina 

iPSC Célula madre pluripotente inducida 

Laminina LN 

LDH Lactato deshidrogenasa 

LTC-IC Cultivos de células iniciadoras de cultivos a largo plazo 
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LT-HSC  Células madre hematopoyéticas con capacidad de autorrenovación a 

largo plazo 

LT-SRC Células repobladoras de ratones SCID a largo plazo 

M-CSF Factor estimulante de colonias de macrófagos 

MEP Progenitor megacariocito-eritroide 

MG GFR Matrigel con factores de crecimiento reducidos 

MG Matrigel 

MLP Progenitor multipotente linfoide 

MNC Célula mononucleada 

MPP Progenitor multipotente 

MSC  Células madre mesenquimales 

NCAM  Moléculas de adhesión de células neuronales 

NK Natural killer 

NOD/SCID Inmunodeficiencia severa combinada 

P/S  Penicilina/Estreptomicina 

PB  Sangre periférica 

PBS  Solución tamponada con fosfatos 

PFA  Para-formaldehido 

PSC Célula madre pluripotente 

PV  Vena porta 

qPCR  Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

RBC  Glóbulos rojos 

REDMO Registro español de donantes de médula ósea 

RNA  Ácido ribonucleico 
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ROS Especies reactivas de oxígeno 

RQI Indicador de la calidad del ácido ribonucleico 

rRNA  Ácido ribonucleico ribosómico 

RT  Temperatura ambiente 

RT-PCR Reacción en cadena reversa con transcriptasa inversa 

SC Célula madre 

SCF  Factor de células madre 

SCID  Diabético no obeso/Inmunodeficiencia severa combinada 

SDF-1 Factor derivador de células estromales 1 

SDS  Dodecilsulfato sódico 

SNO  Osteoblastos spindle-shaped N  

SRC  Células repobladoras de ratones SCID 

ST-HSC  Células madre hematopoyéticas con capacidad de autorrenovación a 

corto plazo 

ST-SRC Células repobladoras de ratones SCID a corto plazo 

TEPA  Tetraetilenpentamina 

TGF-β  Factor de crecimiento transformante β 

TNC Células nucleadas totales 

TPO  Trombopoyetina 

UA  Arteria umbilical 

UC Cordón umbilical 

UCB  Sangre de cordón umbilical 

UV  Vena umbilical 

VA  Arteria vitelina 
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VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial 
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1. Enfermedades Hematológicas 

Las enfermedades hematológicas son un grupo muy heterogéneo de diversa incidencia, 

pronóstico y etiología.  

1.1 Tipos de Neoplasias Hematológicas 

Las neoplasias hematológicas pueden afectar al tejido linfoide, médula ósea (BM) y/o 

sangre. Las neoplasias hematológicas se pueden clasificar en neoplasias mieloides y 

neoplasias linfoides.  

- Neoplasias mieoloides 

 Neoplasia mieloproliferativa crónica: se caracteriza por un incremento en 

la producción de glóbulos rojos, blancos o plaquetas debido a la 

presencia de un mayor número de células madre sanguíneas. 

 Síndrome mielodisplásico: se trata de un trastorno adquirido de la BM en 

el cual las células normales son sustituidas por una clona displásica 

incapaz de madurar. 

 Leucemia aguda no linfocítica: se caracteriza por la proliferación anormal 

de células inmaduras no linfocíticas. 

- Neoplasias linfoides 

 Leucemia linfocítica crónica: se caracteriza por la producción 

descontrolada de glóbulos blancos atípicos. 

 Linfoma: se clasifica en Linfoma de Hodgkin y en Linfoma no Hodgkin. 

Ambos se caracterizan por la producción anormal de linfocitos. Sin 

embargo, en el linfoma de Hodgkin se debe demostrar la presencia de un 

tipo de linfocitos anormales denominados células de Reed Sternberg. 

 Neoplasia de células plasmáticas: se caracteriza por la acumulación de 

células plasmáticas anormales en la BM. 

 Leucemia linfocítica aguda: se caracteriza por un incremento en la 

producción de linfocitos. 

1.2 Tipos de Enfermedades Hematológicas no oncológicas 

Las enfermedades hematológicas no oncológicas son enfermedades de una etiología 

muy diversa. Pueden estar producidas por una alteración genética, por la falta de algún 
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mineral o vitamina, por la alteración de algún mecanismo que regule la absorción de 

minerales o vitaminas o por la producción de anticuerpos contra los glóbulos rojos, 

blancos, plaquetas o factores de coagulación. 

Se pueden clasificar en cuatro categorías: enfermedades de los glóbulos rojos 

(talasemia, anemias…), enfermedades de los glóbulos blancos (leucopenia, 

leucocitosis…), enfermedades de las plaquetas (plaquetopenia, trombocitosis…) y 

enfermedades del plasma (alteración del metabolismo del hierro, de los factores de 

coagulación o presencia de anticuerpos). 

 

1.3 Tratamientos y Actualidad 

El cáncer hematológico es el quinto cáncer más frecuente. Supone entre el 8-10% de 

todos los tumores malignos, por lo que es la segunda causa de muerte por tumores 

malignos. Los más comunes son la leucemia, el linfoma y el mieloma. 

Mientras que hace unos 30 años sólo se curaban entre el 10-15% de los cánceres 

hematológicos, en la actualidad la tasa de curación ronda el 50%. No obstante, por cada 

100.000 habitantes, 36 son diagnosticados de enfermedades hematológicas malignas 

cada año en la UE, Noruega, Islandia y Suiza, lo que conlleva a unas 100.000 muerte al 

año. 

Actualmente, los medicamentos para combatirlo abren una nueva esperanza para estos 

pacientes donde la inmunoterapia se encuentra a la cabeza. Hoy en día, hay en marcha 

más de 100 ensayos clínicos con receptores de antígeno quimérico. Hasta el momento, 

esta terapia se ha mostrado efectiva en la leucemia aguda linfoblástica de células B, en 

el linfoma no Hodgkin B agresivo y en la leucemia linfática crónica. En 2017, la 

Administración de alimentos y medicamentos aprobó el uso de esta terapia para el 

tratamiento de niños con leucemia linfoblástica aguda. Sin embargo, hay que tener en 

cuenta que este tipo de terapia puede causar efectos secundarios preocupantes y 

algunas veces fatales, como por ejemplo, el síndrome de liberación de citoquinas o la 

muerte en masa de las células B. 

En 2017 nació Harmony, como el primer proyecto europeo dedicado a las neoplasias 

hematológicas. En esta plataforma está previsto que se vuelquen, de manera anónima, 
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millones de datos clínicos de los pacientes sobre su evolución y tratamiento. Este 

programa abarca siete grupos de trabajo, uno por cada tipo de neoplasia: leucemia 

mieloblástica agua, leucemia linfoblástica aguda, leucemia linfocítica crónica, síndromes 

mielodisplásicos, mieloma múltiple, linfoma no Hodgkin y neoplasias hematológicas 

pediátricas. Con todo ello, se espera poder afinar en las estrategias contra los tumores 

hematológicos, basándose en el concepto de medicina personalizada. 

Sin embargo, cuando las terapias fallan o directamente no existen, el trasplante sigue 

siendo la única salida para pacientes tanto con enfermedades hematológicas malignas 

(leucemias agudas, síndromes mieloproliferativos crónicos, síndromes 

linfoproliferativos, gammapatías monoclonales) como no malignas (insuficiencias 

medulares). Desde que en 2013 se pusiera en marcha el Plan Nacional de Médula Ósea, 

las donaciones han aumentado más de un 216% gracias a la existencia de más de 

340.000 voluntarios registrados. 

 

2. Trasplante con Células Madre Hematopoyéticas 

El trasplante con células madre hematopoyéticas (HSCT) consiste en la infusión 

intravenosa de células madre hematopoyéticas (HSC) y de células madre/progenitoras 

hematopoyéticas (HSPC), con el fin de reconstituir el sistema hematopoyético en 

pacientes con una gran variedad de enfermedades hematológicas malignas y no 

malignas. Entre ellas se encuentran tumores malignos hematológicos (leucemia, linfoma 

y mieloma), trastornos de la BM adquiridos no malignos (anemia aplásica) y 

enfermedades genéticas (talasemia, anemia de células falciformes e inmunodeficiencia 

combinada grave). 

Aunque actualmente, el HSCT proporciona una salida a una gran variedad de 

enfermedades hematológicas, alrededor del 70% de los pacientes no poseen un 

donante hermano antígeno leucocitario humano compatible (HLA)1. Además, la gran 

diversidad existente en cuanto a los orígenes raciales y étnicos de los respectivos 

pacientes hace más complicado identificar un donante no emparentado compatible, por 

lo que es casi imposible llevar a cabo la intervención en un tiempo razonable2. 
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2.1 Tipos de donante 

En la actualidad existen unas indicaciones generales establecidas para cada tipo de 

trasplante, por lo que la elección de uno u otro depende de varios factores. De esta 

manera el equipo médico valora cuidadosamente el caso y en función del tipo de 

enfermedad, disponibilidad de un donante compatible, edad y estado del paciente, se 

recomienda un tipo de trasplante. 

- Donante hermano y otros familiares 

Dado que todo individuo hereda la mitad de los antígenos HLA de su padre y la otra 

mitad de su madre, las probabilidades de encontrar un donante hermano compatible 

son mayores. Esta compatibilidad se valora mediante el estudio HLA presentes en la 

superficie de todas las células del organismo. Para considerar a un hermano compatible 

se debe demostrar la coexistencia de 6 antígenos leucocitarios (A, B y DRB1). La 

probabilidad de que padres o hijos sean compatibles con el paciente es realmente baja, 

sin embargo, de igual manera se realiza el estudio. En el caso del trasplante entre 

gemelos homocigotos (trasplante singénico), al no existir diferencias genéticas ni 

inmunológicas entre ellos no existe la posibilidad de la enfermedad del injerto contra el 

huésped (GvHD) por lo que no se requiere inmunosupresión. No obstante, existe una 

mayor probabilidad de recaída ya que no se produce ningún efecto injerto contra tumor 

(GvT). 

- Donante no emparentado 

En el caso de no disponer un hermano emparentado y requerir un trasplante alogénico, 

se puede recurrir a un trasplante de un donante no emparentado compatible. El grado 

de compatibilidad entre el donante y el receptor marca el resultado de un trasplante 

alogénico por que se requiere una coincidencia de 9/10 o 10/10 de los antígenos HLA 

(A, B, C, DRB1 y DQB1).  

- Paciente 

Este tipo de trasplante se denomina trasplante autólogo (autotrasplante), ya que el 

donante es el propio paciente. Una vez recolectadas las células a través de la BM o 

mediante aféresis, las células vuelven a ser reinfundidas en el paciente tras un 

tratamiento intensivo de quimioterapia y/o radioterapia ablativa. Al ser células del 
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propio paciente, no existe la posibilidad de rechazo tras el trasplante. Sin embargo, las 

principales preocupaciones que conlleva este tipo de trasplante son la calidad variable 

de las células recolectadas, el mayor aumento en el porcentaje de recaída por 

enfermedad mínima residual y la no existencia del efecto GvT. 

- Trasplante haploidéntico 

Este tipo de trasplante es llevado a cabo a partir de un donante 50% compatible (padres, 

hijos, primos…). Hace años esta modalidad de trasplante era muy compleja debido al 

elevado riesgo de GvHD, sin embargo, en la actualidad gracias al desarrollo de nuevos 

métodos para la eliminación de las poblaciones T causantes de la GvHD, los resultados 

obtenidos van mejorando día a día. 

El trasplante alogénico cosiste en la sustitución de la población anómala del paciente 

por una “normal” procedente de un donante sano procedente de su misma especie, ya 

sea entre hermanos compatibles, no compatibles o haploidénticos. Una de las 

principales ventajas en este tipo de trasplantes es el efecto GvT, donde los linfocitos T 

del donante completan la acción de la quimio-radioterapia eliminando las células 

neoplásicas residuales en el organismo del paciente. No obstante, los linfocitos T del 

donante además de reconocer como extrañas las células tumorales residuales también 

pueden reconocen como extrañas las células del propio organismo del paciente, por lo 

que se puede desencadenar la complicación más temida en los trasplantes alogénicos, 

el GvHD.  

 

2.2 Tipos de acondicionamiento 

El acondicionamiento es el tratamiento que recibe el paciente para eliminar, al máximo 

posible, sus células enfermas y preparar, al mismo tiempo, su organismo para la 

recepción de las células del donante. 

- Tratamiento convencional o mieloablativo 

Consiste en la administración de fuertes dosis de quimioterapia y/o radioterapia para 

destruir todas las células cancerosas y suprimir el sistema inmunológico del paciente, 

reduciendo de esta manera las posibilidades de rechazo. 

- Tratamiento no mieloablativo 
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Para algunas personas el tratamiento mieloablativo puede no ser la mejor opción de 

acondicionamiento, ya que como consecuencia de la edad o de otras afecciones de salud 

pueden sufrir mayores riesgos al eliminarles todas las células de la BM. Por ello, en estos 

pacientes se usa un tipo de alotrasplante denominado minitrasplante (trasplante no 

mieloablativo). Se emplea quimioterapia y/o radioterapia de menor intensidad, menos 

tóxica, por lo que las células del paciente y las del donante conviven por un periodo de 

tiempo. Con el transcurso de los meses, las células del donante toman el dominio de la 

BM desplazando a las del paciente (GvHD). Para reforzar este efecto se administra al 

paciente una inyección con glóbulos blancos del donante. Sin embargo, puede que este 

tipo de estrategia no funcione bien en pacientes con demasiadas células cancerosas o 

en cánceres de rápido crecimiento. 

 

2.3 Tipos de trasplante según la fuente 

Las HSC y HSPC se pueden obtener directamente de la BM, sangre periférica (PB) y 

cordón umbilical (UC) (Figura 1). La fuente tradicional de HSC y HSPC para el uso de 

trasplante alogénicos ha sido la BM, sin embargo, el uso reciente de la PB como fuente 

de estas células ha reemplazado a la BM en una proporción bastante significativa en los 

trasplantes alogénicos3. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fuentes de HSC. 
 

- Médula Ósea 

Consiste en la extracción de HSC y HSPC procedentes de la BM del donante mediante 

reiteradas punciones aspirativas. Tras cada aspiración, a nivel de las crestas ilíacas 

anteriores y posteriores, se vierte el aspirado en un recipiente con medio de cultivo y 

heparina para evitar cualquier signo de coagulación. A continuación, se pasa a través de 

 Médula Ósea            Sangre Periférica         Cordón Umbilical  

Fuentes de Células Madre Hematopoyéticas 
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unos filtros y se obtiene una suspensión celular homogénea. Por último, se traspasa a 

unas bolsas de transfusión, en condiciones asépticas, y se infunden al paciente mediante 

vía intravenosa. El número de células nucleadas totales (TNC) y HSPC obtenidas oscila 

entre los 3-5 x108 TNC/kg y 3x106 HSPC/kg, lo que corresponde a 10 mL/kg del paciente4. 

Esta cantidad representa entre el 1-5% del volumen total de la BM, por lo que no resulta 

en ninguna alteración sobre el recuento linfocitario ni plaquetario del donante. El 

procedimiento de esta técnica quedó establecida en 1970 gracias a Thomas y Storb5. Sin 

embargo, uno de los principales inconvenientes existente aún hoy en día es la manera 

de obtención, ya que requiere la hospitalización del donante para someterle a una 

intervención quirúrgica bajo anestesia general. Como alternativa a ello, actualmente las 

células hematopoyéticas se pueden obtener mediante movilización a la PB y mediante 

el uso de sangre de cordón umbilical (UCB). 

- Sangre periférica 

En condiciones normales la cantidad de HSC y HSPC en PB es realmente baja (0,5-5 

CD34+/uL), por lo que es necesario el empleo de métodos de movilización desde la BM 

a la PB. Mediante un proceso ambulatorio denominado aféresis, se recolectan las HSPC 

del donante las cuales han sido movilizadas gracias a la administración del factor de 

crecimiento granulocitario (G-CSF) durante 4 o 5 días antes de la intervención. Una de 

las principales ventajas de este procedimiento es la fácil accesibilidad a la fuente, así 

como la mayor cantidad de progenitores obtenidos, reduciendo de esta forma el 

periodo de neutropenia asociada al acondicionamiento. Para garantizar el éxito del 

trasplante no está del todo claro la cantidad de células CD34+ necesarias, ya que 

depende de la enfermedad de base. Sin embargo, se recomienda 5x106 CD34+/kg del 

receptor6, lo que se traduce en la realización de 1 a 2 aféresis. El trasplante de HSC y 

HSPC de PB, que nació inicialmente como una alternativa al trasplante de BM autólogo 

en pacientes con BM defectuosas, se ha convertido en el método de elección en muchos 

casos tanto para trasplantes de BM autólogos como para trasplantes alogénicos. 

Aunque se ha postulado que las HSC de PB se encuentran en un estado más diferenciado 

que las de BM, éstas han demostrado tener mayor rapidez de injerto en el trasplante 

autólogo7. La principal preocupación de este tipo de trasplantes era el posible aumento 
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de incidencia de la GvDH debido al mayor número de células T infundidas. Sin embargo, 

con el uso de anticuerpos monoclonales se ha conseguido minimizar el problema. 

- Sangre de cordón umbilical 

Tras ser clampado y cortado el UC, la UCB se obtiene mediante canulación de la vena 

umbilical (UV). Se trata de una técnica simple, no invasiva y compatible con la práctica 

obstétrica rutinaria. El volumen recolectado varía de un cordón a otro, pero suele oscilar 

entre los 30 y 150 mL. La UCB es criopreservada en las 24 horas siguientes a la recogida, 

y almacenada en nitrógeno líquido hasta su posterior uso. En comparación con la BM y 

PB, la UCB posee un mayor porcentaje de HSPC inmaduros como consecuencia de su 

autorrenovación y de su mayor capacidad proliferativa8,9. Además, el empleo de esta 

fuente tiene una serie de ventajas en comparación con las dos anteriores. Una de ellas 

es un menor requerimiento de compatibilidad entre donante y receptor. Esto se debe a 

la pureza de los progenitores hematopoyéticos, por lo que se acepta una coincidencia 

de 4/6, 5/6 o 6/6 de los antígenos leucocitarios HLA-A, HLA-B y DRB1 entre el donante y 

receptor. Por ello, la rápida disponibilidad de unidades de cordón hace que se convierta 

en la única alternativa para aquellos pacientes que sin la existencia de un donante 

emparentado necesitan recibir de manera urgente un alotrasplante. El tiempo requerido 

para encontrar un donante no relacionado HLA compatible de BM oscila alrededor de 

los 49 días, mientras que el de UCB es de 19 días10. Por otro lado, la probabilidad de 

GvDH se ve reducida debido a la inmadurez de los linfocitos presentes, por lo que la 

respuesta citotóxica de los linfocitos T es prácticamente nula. Asimismo, la posibilidad 

de transmisión de infecciones es mínima. Sin embargo, la baja dosis de HSC y HSPC por 

unidad de cordón está relacionada con un retraso en la recuperación hematopoyética11. 

Las dosis reportadas de células mononucleadas (MNC) para trasplantes varían en 

función del receptor. Para adultos se recomienda 1,6-1,7x107 MNC/kg12, mientras que 

para pacientes pediátricos este valor oscila entre 0,24-3,6x108 CMN/kg13. Por su parte, 

una unidad de UCB contiene alrededor de 1-8x106 CD34+. 

En España hay siete Bancos públicos de UCB (Madrid, Barcelona, Galicia, Andalucía, 

Valencia, Canarias y País Vasco) y, desde la aprobación del antiguo RD 1301/2006 

(actualmente sustituido por el RD Ley 9/2014), existen Bancos privados los cuales 

permiten almacenar unidades de UCB para un uso eventual autólogo. En la actualidad 



Introducción 

39 
 

Aragón está inscrito en el Programa Concordia. Se trata de un programa cooperativo 

interterritorial para la donación de UCB, el cual se basa en una relación de confianza 

entre el Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya y los Departamentos de 

Salud de otras Comunidades Autónomas: Baleares, Aragón, Navarra, Extremadura y 

Cantabria, y el Principat d'Andorra. Dispone de más de 20.000 unidades de UCB de alta 

calidad que se encuentran disponibles en los registros nacionales e internacionales para 

cualquier paciente que las necesite. De esta manera, el 30% de las unidades presentes 

en bancos españoles han sido empleadas en territorio nacional, mientras que un 48% 

han sido destinadas a otros países europeos, un 18% a Norteamérica y un 9% a 

Sudamérica. El Plan Nacional de UCB estimó que debían almacenarse en España 

alrededor de unas 60.000 unidades. Esta cifra se estableció como óptima a la hora de 

poder localizar una unidad compatible para cualquier paciente español que necesite un 

trasplante de UCB. Hoy en día España es, tras Estados Unidos, el país que más unidades 

posee. Cuando un paciente requisita de un trasplante el Registro Español de Donantes 

de Médula Ósea (REDMO) lleva a cabo una búsqueda tanto de donantes de BM como 

de unidades de UCB en territorio nacional e internacional. De este modo, todas las 

unidades de UCB almacenadas en bancos autólogos que se encuentren ubicados dentro 

del territorio español quedan a disposición del REDMO y pueden ser utilizadas para 

tratar a cualquier paciente que necesite un trasplante de UCB. Debido a la legislación 

vigente si las unidades de UCB se encuentran almacenadas en España y son requeridas 

para llevar a cabo un trasplante, la familia se ve en la obligación de cederlas. Por ello, 

los bancos privados suelen recoger la sangre en el momento del nacimiento, 

transportarla y almacenarla en otros países donde no está permitido el poder 

reclamarla, convirtiéndose así de uso exclusivo. 

Desde que en 1988 se llevó a cabo el primer trasplante en un niño afectado con anemia 

de Falconi14, poco a poco este tipo de trasplante se ha ido consolidando como una 

alternativa viable. El uso de esta fuente ha incrementado las posibilidades de encontrar 

donantes compatibles, ya que como se ha comentado anteriormente este tipo de 

trasplantes posee un menor riesgo a la hora de inducir GvDH y puede ser empleado 

incluso cuando solo existe una coincidencia parcial entre el donante y el receptor, 

reduciendo de esta manera las probabilidades de transmitir infecciones virales. 
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Actualmente, el uso de la UCB en trasplantes se está viendo aumentado como resultado 

de la falta de donantes para trasplantes alogénicos. Sin embargo, el fracaso del injerto 

sigue siendo una de las mayores preocupaciones debido en gran parte a la baja 

celularidad presente en una unidad de UCB. Solo una minoría de pacientes adultos 

posee una unidad de UCB con una celularidad adecuada15,16. Con el objetivo de solventar 

esta limitación, otras estrategias han sido empleadas como la infusión intraósea de 

células de UCB, la activación de receptores relacionados con la migración celular, la 

expansión de estas células sanguíneas o el uso de dos unidades de UCB15-17. No obstante, 

cuando dos o más unidades de UCB son trasplantadas en un mismo paciente es muy 

común que solamente una se injerte, a lo que hay que sumar la disminución de velocidad 

de injerto y la mayor incidencia de GvDH15-17. Hay que tener en cuenta que la 

administración de dos o más unidades de UCB lleva asociado consigo un aumento 

sustancial de los costos, por lo que una posible solución para mejorar los resultados y 

aumentar la aplicabilidad del trasplante de UCB es a través de la expansión de estas 

células18. Así, una de las estrategias que se está estudiando es la de poder expandir una 

parte de estas células antes de realizar el trasplante. Mientras que en estas tres últimas 

décadas ha habido un gran avance en cuanto a la expansión de las HSC, todavía no existe 

a día de hoy un método estandarizado para su expansión ex vivo. No obstante, los 

avances realizados durante los últimos años sobre la biología de las células madre (SC) 

hace pensar que la expansión ex vivo de las HSC humanas será posible en un futuro no 

muy lejano. Por todo ello, a pesar de los progresos en cuanto a la expansión de las HSC 

y HSPC ex vivo se refiere, la baja celularidad presente, así como la lenta velocidad de 

renovación, excluye de momento su uso en adolescentes y por consiguiente en 

adultos19,20. 

 

3. Célula Madre 

Una SC es aquella que se caracteriza por tener la capacidad ilimitada de 

autorrenovación, división y diferenciación en otros tipos celulares maduros21. Mediante 

un proceso de división asimétrica una SC da lugar a dos células hijas, una de las cuales 

tiene las mismas propiedades y características que la SC original mientras que la otra, 
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mediante un proceso de determinación, se diferencia en distintos tipos celulares 

especializados (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: División asimétrica de una SC. 

 

Las SC pueden se pueden clasificar en función de su potencia: 

- Célula madre totipotente: es aquella célula que puede dan lugar a un organismo 

completo, tanto a los componentes embrionarios (las tres capas embrionarias) 

como a los extraembrionarios (placenta). La SC totipotente por excelencia es el 

zigoto. 

- Célula madre pluripotente (PSC): es aquella célula que da lugar a cualquier célula 

perteneciente a los tres linajes embrionarios (endodermo, ectodermo y 

mesodermo).  

- Célula madre multipotente: es aquella célula que solo puede generar células de 

su misma capa embrionaria.  

- Célula madre unipotente: es aquella que solo puede producir un tipo celular.  

Además, las SC se pueden clasificar en función de su origen. 

- Célula madre embrionaria (ESC): es aquella célula que forma parte de la masa 

celular interna de un embrión de 4-5 días. Estas SC son células pluripotentes ya 

que puedan dar origen a las tres capas germinales. Fueron obtenidas por primera 

vez de la masa celular interna de un blastocito de ratón22 y en 1998 fueron 

derivadas de humano23. 

Célula madre 

Célula madre Célula especializada 

AUTORRENOVACIÓN DIFERENCIACIÓN 
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- Célula madre adulta: es aquella célula que se encuentra en los tejidos y órganos 

adultos, y puede dar lugar a las células adultas del tejido en el que se localizan. 

Debido a los problemas éticos que conllevaba y conlleva trabajar con ESC, se intentaron 

conseguir poblaciones de PSC a partir de células somáticas, utilizando para ello alguno 

de los factores de transcripción que sobreexpresaban las ESC. Estas células denominadas 

células madre pluripotentes inducidas (iPSC) fueron obtenidas mediante un proceso de 

reprogramación celular, en el cual Takahashi y Yamanaka demostraron que solo era 

necesario la transfección de 4 factores de transcripción (Oct4, Sox2, Klf4, y c-Myc) en 

fibroblastos adultos de ratón24. Un año más tarde, en 2007, fue posible reprogramar 

fibroblastos adultos humanos empleando los mismos factores de transcripción descritos 

anteriormente para fibroblastos adultos de ratón25. Ese mismo año Yu et al. 

demostraron que la combinación de Oct4, Sox2, Nanog y Lin28 era más que suficiente 

para reprogramar células somáticas humanas en PSC26. 

Diferentes estudios de expresión génica y de modificación de histonas han revelado que 

las iPSC y las ESC son células con un alto grado de similitud en su expresión génica, en la 

reactivación del cromosoma X y en la actividad de la telomerasa27-30. Sin embargo, las 

principales diferencias entre ellas se localizan a nivel epigenético31,32. Por su parte, la 

mejora continua en la generación de iPSC está haciendo que su uso se haya 

incrementado tanto para la obtención de nuevos candidatos, modelaje de 

enfermedades y cribado de fármacos así como para su uso en medicina regenerativa y 

terapia celular. Teóricamente, la obtención de iPSC a partir de células autólogas 

reduciría las probabilidades de rechazo inmunitario. No obstante, la baja eficiencia de 

reprogramación de las iPSC así como los riesgos relacionados con la aparición de 

teratomas hace que su implementación en medicina regenerativa sea un poco 

complicado33. 

Por lo tanto, en la actualidad las células PSC (ESC e iPSC) se han convertido en unos 

candidatos perfectos para la generación de distintos modelos in vitro con el objetivo de 

estudiar diversos aspectos embriológicos, celulares, moleculares y/o toxicológicos. 
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4. El Sistema Hematopoyético 

4.1. Estructura del sistema hematopoyético 

La hematopoyesis consiste en la producción y mantenimiento de las células sanguíneas. 

Se trata de un sistema altamente jerarquizado donde un número reducido de PSC 

denominadas HSC son capaces de dar lugar a todos los linajes hematopoyéticos (Figura 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Jerarquía del sistema hematopoyético. 

 

El sistema hematopoyético se compone de dos líneas de diferenciación: la línea mieloide 

compuesta por eritrocitos, monocitos, granulocitos y megacariocitos y la línea linfoide 

formada por linfocitos T, linfocitos B y células natural killer (NK). 

El tejido hematopoyético se puede clasificar también en: 

- Compartimento de células madre: son células morfológicamente irreconocibles, 

multipotentes, con elevada capacidad de autorrenovación y baja tasa de 

proliferación. 

- Compartimento de progenitores comprometido: son células morfológicamente 

irreconocibles con una elevada capacidad proliferativa pero con una baja 

capacidad de autorrenovación. En este estadio, el futuro de cada tipo celular ya 
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se encuentra definido dando lugar a una progenie homogénea34. La estimulación 

con ciertos factores solubles en ensayos clonogénicos, da lugar a la formación de 

colonias con una morfología características35,36, permitiendo su clasificación en: 

 Precursores eritroides primitivos (BFU-E) y comprometidos (CFU-E)37 

 Precursores gránulo-macrofágicos (CFU-GM)38,39 

 Precursores megacariocíticos (CFU-Meg)40-42 

- Células de morfología reconocible: incluye células en maduración y células 

maduras funcionales. Se caracterizan por tener una nula o baja capacidad de 

proliferación y autorrenovación. 

La frecuencia de las HSC en la BM adulta humana es realmente baja oscilando alrededor 

del 0,01%43, donde la mayoría de estas células se encuentran en un estado quiescente 

(G0). Existen diferentes ensayos cuyo objetivo era la identificación de esta población 

celular in vitro, como los cultivos de células iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-

IC)44 y las células formadoras de áreas de empedrado45. Inicialmente se creyó que la HSC 

era la unidad formadora de colonias esplénicas en ratones irradiados y trasplantados 

con células hematopoyéticas. Sin embargo, el ensayo que actualmente mejor define a 

una HSC es el ensayo de repoblación competitiva46. En él, se pretende la reconstitución 

hematopoyética a largo plazo de receptores trasplantados, los cuales anteriormente han 

sido tratados con altas dosis de radiación. Para ello los ratones son trasplantados con 

una mezcla de células congénicas. De esta manera, si una de las dos poblaciones posee 

un potencial de repoblación superior a la otra, se observará una predominancia de esa 

población en los receptores trasplantados46-48. 

Actualmente no existe ningún marcador específico y exclusivo de las HSC, sin embargo, 

sí que se ha descrito la expresión de ciertas proteínas de membrana las cuales pueden 

ser empleadas como marcadores de HSPC (Tabla 1). El marcador más conocido para la 

identificación de HSPC es la glucoproteína de superficie celular CD34, ausente en las 

células sanguíneas maduras. La mayoría de las células CD34+ no expresan los llamados 

marcadores de linaje (Lin) expresados en células sanguíneas maduras (CD2, CD3, CD11b, 

CD11c, CD14, CD16, CD19, CD24, CD56, CD66b y CD235). La población de células CD34+ 

es bastante heterogénea en la expresión de otros marcadores como CD38, CD45RA, 

CD90 y CD49f, diferenciándolas en su potencial de reconstitución hematopoyética. Para 
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el estudio de las HSC humanas es bastante recurrente el uso de modelos de 

xenotrasplante donde estas células son introducidas en ratones inmunodeficientes. De 

esta manera, las células que fueron capaces de reconstituir la hematopoyesis en ratones 

con el síndrome de inmunodeficiencia severa combinada (SCID) pasaron a ser llamadas 

células repobladoras de ratones SCID (SRC)49,50. Además, desde los primeros estudios se 

demostró la importancia que tenía el marcador CD3451,52. Posteriormente, se 

identificaron dos poblaciones: CD34+CD38- y linCD34-CD38-, las cuales poseían 

capacidad SRC53 y donde linCD34-CD38- era una población celular más primitiva que 

CD34+CD38-. Un estudio más a fondo de la fracción celular con capacidad SRC, reveló la 

presencia de dos poblaciones celulares: células con capacidad de repoblación a corto 

plazo (ST-SRC) y células con capacidad de repoblación a largo plazo (LT-SRC)54. 

 

Subconjunto Celular Marcadores 

Célula Madre Hematopoyética (HSC) Lin-CD34+CD38-CD45RA-CD90+CD49f+ 

Progenitor Multipotente (MPP) Lin-CD34+CD38-CD45RA-CD90-CD49f+ 

Progenitor Multipotente Linfoide (MLP) Lin-CD34+CD38-CD45RA+CD90- 

Progenitor Mieloide Común (CMP) Lin-CD34+CD38+CD45RA- 

Progenitor Megacariocito-Eritroide (MEP) Lin-CD34+CD38loCD45RA- 

Unidad formadora de colonias 

megacariocíticas (CFU-Meg) 
Lin-CD34+CD38-CD45RA- 

Unidad formadora de brote-eritrocíticas 

(BFU-E) 
Lin-CD34+CD38+CD45RA- 

Progenitor Granulocito-Macrófago (GMP) Lin-CD34+CD38+CD45RA+ 

Progenitor Linfoide Común (CLP) Lin-CD34+CD38-/loCD45RA+CD90- 
 

Tabla 1: Marcadores de los distintos subconjuntos celulares del sistema hematopoyético. 
Fuente: STEMCELL Technologies. 

 

Como se ha comentado anteriormente, la funcionalidad de las SC adultas es dar soporte 

al tejido en el que se encuentran. Sin embargo, en los últimos años ha surgido el término 

de plasticidad55-58, por el cual las HSC pueden dar lugar a otros tipos celulares de 

diferentes tejidos adultos como músculo esquelético59,60, músculo cardíaco61, 

hígado58,62,63 o tejido epitelial64. Este fenómeno conocido como transdiferenciación 
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ocurre en situaciones extraordinarias con una frecuencia muy baja. No obstante, ciertos 

autores señalan que este proceso no es más que el resultado de la fusión de células 

hematopoyéticas con células diferenciadas procedentes de los tejidos diana65-69. 

 

4.2. Ontogenia del sistema hematopoyético 

Se denomina nicho al área específica de un tejido en el cual residen las poblaciones de 

SC. Estos nichos proporcionan el microambiente necesario tanto como para el 

mantenimiento de las mismas mediante autorrenovación como para su activación y 

consiguiente diferenciación21. 

Durante el desarrollo embrionario en mamíferos, la formación de células 

hematopoyéticas se produce en diversos emplazamientos o nichos, separados espacial 

y temporalmente70, haciendo particularmente complejo describir la ontogenia de la 

hematopoyesis71. De esta manera, la producción de células hematopoyéticas conlleva la 

participación de diversos sitios anatómicos como son el saco vitelino, un área que rodea 

la aorta dorsal denominada región aorta-gonadal-mesonefros (AGM), la placenta y el 

hígado (Figura 4). Tras el nacimiento, se produce una colonización total de las HSC en la 

BM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 4: Establecimiento de las HSC. La barra roja, indica diferenciación hematopoyética activa; 
la azul, presencia de las HSC funcionales de tipo adulto; la amarilla, génesis de las HSC y las 
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amarillas punteadas, indician una génesis de las HSC de novo pero sin haberse probado 
experimentalmente. Fuente: H. K. A. Mikkola y S. H. Orkin, The journey of developing 
hematopoietic stem cells, Development, 200672. 
 

Hasta la fecha, la mayoría de los estudios sobre la ontogenia del sistema 

hematopoyético se han realizado en ratones, sin embargo, en diversos aspectos sirve 

como modelo del sistema hematopoyético humano73-75. La hematopoyesis en ratones 

empieza tras la gastrulación, en el mesodermo ventral76, cuando un conjunto de células 

de origen mesodermal denominadas hemangioblastos migran hacia el saco vitelino. 

Éstas se diferencian en progenitores hematopoyéticos o endoteliales comprometidos, 

generando los islotes sanguíneos77,78. Estos islotes producen las células rojas cuya 

principal propiedad es la expresión de globinas embrionarias. Este proceso se denomina 

hematopoyesis primitiva y su principal función no es otra más que proporcionar el 

aporte de oxígeno necesario a los diferentes tejidos embrionarios en formación. 

Rápidamente la hematopoyesis primitiva es sustituida por la hematopoyesis definitiva, 

empezando en la región AGM. Múltiples estudios coinciden en que la AGM es una fuente 

de HSC definitivas79-82, así como las arterias umbilicales (UA) y las vitelinas (VA)83. 

Recientemente, la placenta ha comenzado a tener un papel importante en la 

hematopoyesis fetal, ya que se han encontrado HSC en dicho tejido84-86. En la placenta 

las HSC han podido generarse de novo o ésta ha podido ser colonizada a través de la 

circulación sanguínea. Finalmente, las HSC acaban invadiendo el hígado, timo y bazo87-

89. El hígado fetal (FL) termina convirtiéndose en el principal órgano en cuanto a la 

expansión y diferenciación de las HSPC se refiere. La primera oleada de células 

hematopoyéticas compuesta por progenitores mieloeritoroides que llega al hígado 

procede del saco vitelino. A continuación, le siguen las HSC procedentes, lo más 

probable, de la AGM y de la placenta a través de los vasos umbilicales. Conforme la 

gestación avanza, el microambiente presente en el FL va cambiando y con ello el foco 

de la diferenciación hematopoyética. Al comienzo éste es rico en CFU-E y 

proeritroblastos lo cual se traduce en una eritropoyesis definitiva activa, mientras que 

los progenitores mieloides y linfoides se concentran al final del desarrollo embrionario 

(Figura 5). 

Sin embargo, hay que destacar que poco se sabe hasta la fecha sobre de los nichos que 

promueven la expansión y diferenciación de las HSPC en el FL. Se ha demostrado que las 
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propiedades de las HSC varían en función del lugar en el que se encuentren, sugiriendo 

de esta manera la existencia de diferentes nichos que dan soporte a su expansión y a su 

diferenciación durante el desarrollo embrionario87. Cabe resaltar que las HSC fetales 

poseen una alta capacidad proliferativa en comparación con las adultas, ya que la 

mayoría de las HSC fetales se encuentran en división simétrica donde las células hijas 

mantienen las propiedades de autorrenovación y multipotencia, resultando en una 

expansión neta de las HSC90. Sin embargo, la mayoría de las HSC presentes en la BM se 

encuentran en un estado quiescente (G0), donde rara vez se dividen con el fin de 

mantener un número adecuado de células sanguíneas y HSC91. Esto es posible debido a 

la existencia de los diferentes nichos especializados, gracias a los cuales la multipotencia 

de las HSC es mantenida durante las distintas divisiones celulares92.  

 

              

 

Figura 5: Rutas migratorias y circulatorias que conectan los diferentes sitios hematopoyéticos 
fetales. Las flechas rotas indican la migración de precursores de HSC y las flechas continuas 
indican la circulación de las HSC a través de la vasculatura. Las flechas negras más grandes 
indican un tráfico importante de HSC. Fuente: H. K. A. Mikkola y S. H. Orkin, The journey of 
developing hematopoietic stem cells, Development, 200672. 
 

Tras la expansión de las HSC en el FL, éstas migran desde sus respectivos nichos 

hepáticos hasta la BM gracias a la expresión de varias señales como el factor derivado 

de células estromales 1 (SDF-1), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el 

factor de células madre (SCF), N-cadherina, la molécula de adhesión celular vascular, 
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selectinas y/o fibronectinas (FN)93-98. Sin embargo, la señalización intracelular que 

impulsa esta transición de las HSC se encuentra vagamente definida93-95. 

Khan et al. pusieron de manifiesto que los pericitos Nestin+NG2+ asociados a los vasos 

porta forman un nicho que promueven la expansión de las HSC99, al contrario de lo que 

ocurre en la BM100. Tras el cierre de la UV al nacimiento, los vasos portales experimentan 

una transición de Neuropilina-1+Efrina-B2+ a Efrina-B4+, pasando de un fenotipo arterial 

a uno venoso. Este fenómeno va a asociado a una pérdida periportal de las células 

Nestin+NG2+ y por consiguiente, a una emigración de las HSC99. Sin embargo, este 

modelo no concuerda con el hecho de que la emigración de las HSC se produzca tras el 

nacimiento, sino que conforme se acerca el final de la etapa prenatal existe un flujo 

continuo hacia la BM. 

Recientemente, Shao et al. han demostrado que es necesario el complejo 2 de la 

proteína homóloga verprolina del síndrome Wiskott-Aldrich para la transición de las HSC 

desde el FL a la BM101.  

 

4.3. Nichos hematopoyéticos en la vida fetal y adulta 

Las HSC residen, como se ha mencionado anteriormente, en microambientes 

especializados denominadas nichos. Estos nichos son los responsables de proporcionar 

las señales necesarias para el mantenimiento de las características intrínsecas de las SC 

(multipotencia, autorrenovación y quiescencia). 

4.3.1 Médula Ósea 

La BM constituye el mayor foco hematopoyético dentro del organismo humano adulto. 

Dentro de la BM existen dos tipos de nichos, los nichos endosteales y los nichos 

vasculares, divididos a su vez en componentes arteriolares y sinusoidales102-110. Ambos 

nichos han sido reconocidos como moderadores tanto de la autorregulación como de la 

función de las HSC, lo cual está basado en parte en la composición celular y en los 

factores solubles secretados (Figura 6). 

La localización de las HSC en la BM sigue siendo hoy en día un tema de debate. Kiel et 

al. mostraron que la mayoría de las HSC se encontraban en contacto con el endotelio 

sinusoidal en lugares distantes al hueso110, lo cual es coherente con diversos estudios 
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que demuestran que las mayoría de las HSC se encuentran en contacto directo 

perivascular con las células reticulares abundantes (CAR), a través de SDF-1111, y con las 

células estromales Nestin+103. Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la 

mayoría de las HSC murinas se localizan en lugares perivasculares en contacto cercano 

a los sinusoides o arteriolas100,105,108,112. Sin embargo, una publicación reciente sugirió 

que tanto las HSC como las HSPC se encuentran localizadas cerca del endotelio pero con 

una mayor preferencia por la región endosteal113. Estos datos son consistentes con la 

preferencia mostrada por las HSC a un subgrupo de osteoblastos inmaduros spindle-

shaped N (SNO) cadherina+ en el endosteo102. 

En conjunto, estos resultados sugieren que la mayoría de las HSC quiescentes se 

encuentran alrededor de las arteriolas y más cerca del endosteo en la BM, mientras que 

por su parte las HSC activadas se cree que residen próximas a los sinusoides100,114-116. 

 Nicho endosteal: está localizado en la superficie del hueso por lo que las HSC 

están en contacto directo con los osteoblastos, además de fibroblastos, macrófagos, 

células endoteliales (EC) y adipocitos. Las células pertenecientes al linaje osteoblástico 

producen diversas citoquinas como G-CSF117, trombopoyetina (TPO)118,119 y SDF-1120 

implicadas en la regulación de las HSC. Sin embargo, mientras que los osteoblastos 

maduros parecen no jugar un papel importante in vivo, las células inmaduras 

pertenecientes a este linaje contribuyen al mantenimiento de las HSC. N-cadherina es 

una molécula de adhesión presente en las células pertenecientes al linaje osteoblástico, 

sobretodo, en las células más inmaduras. Como se ha mencionado anteriormente, una 

parte de las HSC se encuentran localizadas cerca de las células SNO102,114,121, donde se 

ha visto que N-cadherina es la responsable de la adhesión celular. Diversos estudios han 

puesto de manifiesto que la molécula N-cadherina no es necesaria para una normal 

función de las HSC122-124, sin embargo, es importante resaltar que a pesar de estos 

resultados no es posible descartar cierto papel sobre la regulación de las HSC. La 

cantidad de adipocitos presentes en la BM es directamente proporcional a la edad. 

Naveiras et al. demostraron que una BM rica en adipocitos posee un número menor de 

HSC en comparación con una BM pobre en adipocitos125. Además, en ratones con una 

adipogénesis alterada se ha visto que la actividad hematopoyética aumenta en sitios de 

BM que son ricos en adipocitos125. Estos datos sugieren que los adipocitos juegan un 
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papel inhibitorio en el mantenimiento de las HSC. El gradiente de oxígeno presente en 

la región endosteal guía la localización de las HSC. Éstas muestran una redistribución 

selectiva sobre la región endosteal donde las células más maduras y comprometidas con 

el linaje se distribuyen selectivamente hacia la región central de la BM, por lo que la 

diferenciación hematopoyética parece avanzar radialmente hacia el eje longitudinal de 

la BM126. Este hecho está relacionado con el gradiente de oxígeno presente en la BM 

puesto que las HSC se localizan en la región más hipóxica, característica fundamental en 

la regulación de las SC127. Además, las HSC con valores celulares más bajos de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), poseen un mayor potencial de autorrenovación128. 

 

 Nicho vascular: está localizado adyacentemente a los sinusoides de la BM. Tanto 

las EC como las estromales expresan SDF-1, mientras que las HSC expresan el receptor 

de quimioquinas C-X-C 4 (CXCR-4). Se sabe que el sistema SDF-1/CXCR-4 es esencial para 

la supervivencia, proliferación y regulación de la movilización de las HSC. La ubicación 

perivascular de la mayoría de las HSC ha centrado recientemente la atención en las 

células del estroma que residen en dicha región. Además de EC, la región perivascular 

contiene células madre mesenquimales (MSC) y una población muy heterogénea de 

células estromales caracterizadas por una alta expresión de SDF-1: CAR, células 

estromales Nestin+ y células estromales positivas para receptores de leptinas. Las CAR 

son progenitores mesenquimales con potencial adipogénico y osteogénico in vitro129. 

Además, constituyen la mayor fuente de SCF y de SDF-1 en la BM. Las células estromales 

Nestin+ son definidas como células estromales perivasculares, las cuales expresan 

ciertos genes implicados en el mantenimiento de las HSC: SDF-1, SCF y angiopoyetina 

(ANG). Por su parte, las células estromales positivas para receptores de leptinas al igual 

que las CAR expresan altos niveles de CXCL-12 y SCF. Por lo tanto, estos resultados 

sugieren que estos tres tipos celulares son un componente celular muy importante en 

el nicho hematopoyético de la BM y la supresión de alguno de estos tres tipos celulares 

conllevaría a una reducción importante en el número de HSC. Las EC presentes en la BM, 

expresan diversos genes implicados en el mantenimiento de las HSC como SDF-1, SCF y 

ANG130. La eliminación de una molécula específica de adhesión endotelial, E-selectina, 

conlleva a un incremento en la quiescencia de las HSC, sugiriendo que las EC promueven 

la proliferación de las mismas131. Sin embargo, la supresión de SCF por parte de las EC 
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resulta en una pérdida de HSC108. Todo esto, sugiere que las EC son también una pieza 

importante en el nicho hematopoyético de la BM. En 2011, Yamazaki et al. demostraron 

que las células de Schuwann no mielinizantes poseían un papel importante en la 

regulación de las HSC132, ya que son la principal fuente del factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β) en la BM. El TGF-β es un importante regulador de la función de 

las HSC, ya que induce la quiescencia de las HSC in vitro133 y la pérdida de señalización 

de TGF-β en las HSC, da como resultado una alteración en la actividad de repoblación a 

largo plazo132. 

 

 

Figura 6: Nicho de las HSC dentro de la BM. Fuente: Sachin Kumar y Hartmut Geiger, HSC niche 
bioloy and HSC expansion ex vivo, Trends in Molecular Medicine, 2017134. 

 

4.3.2 Hígado 

Durante el desarrollo embrionario, el hígado es el principal órgano hematopoyético. 

Mientras que la base celular del nicho de las células HSC en la BM está bien 

caracterizada, la naturaleza del nicho en el FL no ha sido aún esclarecida. A pesar de ello, 
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el estudio de las distintas poblaciones presentes como son las células estromales y las 

EC puede proporcionar pistas acerca del microambiente hematopoyético. 

En 2010 Chou et al. aislaron, de FL murinos una población altamente homogénea de 

células estromales primarias, las cuales probablemente podrían apoyar a la expansión 

de las HSC en el FL135. Esta población representaba un 2% de las células hepáticas fetales 

positivas para los marcadores de superficie SCF+DLK+ y era capaz de expresar un 

conjunto de factores importantes para la expansión de las HSC tales como ANG-3, factor 

de crecimiento insulínico tipo 2 (IGF-2), SCF y TPO135. Asimismo, esta población era la 

principal fuente hepática fetal que expresaba SDF-1 y α-fetoproteína (AFP)135. 

Yong et al. definieron la existencia de una población CD34loCD133lo en el FL humano que 

daba lugar a células pertenecientes al linaje hepático136. Esta población expresaba 

marcadores tanto endodérmicos como mesodérmicos y poseía la capacidad de 

diferenciarse en hepatocitos y en células del linaje mesenquimal mediante ensayos de 

diferenciación ex vivo137. Además, expresaban GF necesarios para la expansión de las 

HSC como SCF, IGF-2, SDF-1 y factores de la familia de las ANG137. Por lo tanto, esta 

población no solo serviría como PSC para el desarrollo del hígado, sino que también sería 

un componente esencial en el nicho de las HSC en el FL. 

En 1963, Lind sugirió que mientras que la UV irrigaba las porciones izquierda y central 

del FL humano, la vena porta (PV) lo hacía en el lóbulo derecho138. De esta manera, el 

lóbulo derecho recibiría un aporte considerablemente menor de oxígeno, ya que la 

saturación venosa portal es solo del 30% mientras que la saturación venosa umbilical 

ronda el 80-85%. Apoyando esta afirmación se encuentra el hecho de que el lóbulo 

hepático derecho en el feto, posee una mayor actividad hematopoyética que el 

izquierdo139. 

Recientemente, ha sido demostrada la existencia de cuatro estadios de hematopoyesis 

hepática en embriones humanos140, de la misma manera que ya había sido descrito por 

Sasaki y Sonoda141 en ratones (Figura 7). Los primeros signos de hematopoyesis se 

observaron a las diez semanas de gestación mientras que los últimos signos de actividad 

hematopoyética se registraron a la semana treinta y nueve. El Estadio I abarca las 

primeras nueve semanas y en él apenas hay signos claros de hematopoyesis. 
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Básicamente está formado por HB en desarrollo que ocupan los sinusoides. El Estadio II 

comprende desde la semana diez hasta la semana doce y se caracteriza por la 

proliferación inicial de focos hematopoyéticos los cuales alcanzan hasta un 20-30% del 

parénquima hepático. Estos focos son pequeños sin una forma regular y localizados, en 

su gran mayoría, entre los HB y la luz sinusoidal lo cual probablemente dará lugar al 

espacio de Disse. En esta etapa los focos están compuestos por precursores eritroides, 

organizados en línea, y por precursores más inmaduros eritroides o líneas 

monomielocíticas. El Estadio III comienza sobre la semana trece y termina la semana 

veintidós, donde las células hematopoyéticas ocupan alrededor de un 70% del 

parénquima hepático. En este momento los focos se encuentran ya bien definidos con 

una forma elipsoidal y compuestos por células pertenecientes al linaje eritrocítico. Sin 

embargo, también hay presencia de granulocitos maduros lo cual sugiere la presencia 

de células mieloides en estado indiferenciado, así como de megacariopoyesis debido a 

la presencia de megacarioblastos y megacariocitos. Por último, el Estadio IV precede al 

Estadio III y finaliza en la semana treinta y nueve. Esta etapa está marcada por la 

involución de la hematopoyesis, donde la distancia entre los distintos focos empieza a 

ser cada vez mayor. 

 

 

Figura 7: Los cuatro estadios de la hematopoyesis hepática en embriones humanos: Fuente: 
D. Fanni, F. Angotzi, F. Lai, C. Gerosa, G. Senes, V. Fanos y G. Faa, Four stages of hepatic 
hematopoiesis in human embryos and fetuses, The journal of maternal-fetal & neonatal 
medicine, 2017140. 
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Durante la etapa fetal, el principal aporte sanguíneo procede de la UV (80-85 %), 

mientras que el resto procede de la PV (15-20 %)142. Barclay et al. sugirieron que la UV 

suministraba flujo sanguíneo a los lóbulos centrales e izquierdo del hígado, mientras que 

la PV lo hacía al lóbulo derecho en corderos. Más adelante se planteó un patrón de flujo 

sanguíneo similar en fetos humanos138. Esto implicaría que el lóbulo derecho recibe 

menos oxígeno ya que la saturación de oxígeno venoso portal es solo alrededor del 30% 

en comparación con el de la UV (80 a 85%)143 (Figura 8). En apoyo a esta afirmación está 

la observación de que durante el desarrollo embrionario, el lóbulo hepático derecho 

posee una mayor actividad hematopoyética que el lóbulo izquierdo139. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Circulación fetal. VD: ducto venoso, IVC: vena cava inferior, RHV: vena hepática 

derecha, LHV: vena hepática izquierda, LPV: rama izquierda de la vena portal intrahepática, RPV: 

rama derecha de la vena porta intrahepática. Fuente: M. Tchirikov, H .J. Schroder, y K. Hecher, 

Ductus venosus shunting in the fetal venous circulation: regulatory mechanisms, diagnostic 

methods and medical importance, Ultrasound in Obstetrics & Gynecology, 2006144. 
 

Por lo que la recreación in vitro de este microambiente sería una buena táctica para 

expandir las HSC procedentes de UCB con el objetivo de tratar las distintas neoplasias 

malignas y no malignas que no disponen de un trasplante en un tiempo razonable. 
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5. Expansión de las HSC ex vivo e in vitro 

Como se ha comentado anteriormente la UCB es una fuente prometedora de HSC para 

el trasplante alogénico. Sin embargo, el rechazo de injerto así como el tiempo necesario 

para que se produzca el injerto siguen siendo los mayores inconvenientes a tener en 

cuenta. Estas limitaciones están relacionadas con la baja celularidad de HSC y HSPC 

presente por unidad de UCB. Por ello, se ha sugerido la expansión de las HSC ex vivo 

como una posible solución a los problemas causados por el reducido número de células 

hematopoyéticas. 

En 2010 varios investigadores definieron los requerimientos que debían ser cumplidos 

al considerar la expansión de las HSC in vitro: 1) Las HSC deben poder expandirse a mayor 

escala sin sacrificar su capacidad de autorrenovación; 2) La expansión de las HSC debe 

de ser segura y trasplantable, libre de células alimentadoras, proteínas séricas o agentes 

microbianos145. 

Desde el primer trasplante de UCB hace ya más de 20 años para tratar a un paciente con 

Anemia de Fanconi14, se han desarrollado nuevas estrategias para superar las 

limitaciones que presenta este tipo de trasplante. Como por ejemplo el uso de 

diferentes combinaciones de GF en presencia o ausencia de monocapas de células 

procedentes de la BM o incluso de células estromales hepáticas146-151. 

En la década de los 90 se llevaron a cabo los primeros intentos de expansión de las HSC 

procedentes de UCB. Para ello, se emplearon distintas combinaciones de citoquinas 

hematopoyéticas152. Estos estudios demostraron que era necesario la presencia de 

citoquinas para un crecimiento óptimo de las HSPC, por lo que los protocolos actuales, 

destinados a la expansión de esta población, incluyen la administración de citoquinas 

como parte de las condiciones de cultivo independientemente de la presencia de otras 

moléculas y/o células adyuvantes.  

Entre las diferentes citoquinas, SCF, TPO y el ligando FMS-like tyrosine kinase 3 (Flt-3L) 

han mostrado ser esenciales en la expansión de las células hematopoyéticas más 

primitivas in vitro 153-155. Por ejemplo, Piacibello et al. manifestaron como al poner en 

cultivo células CD34+ procedentes de UCB en presencia de Flt-3L y TPO se producía un 

aumento de 1,46x105 veces en el número de células CD34+153. La adición de otras 
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citoquinas como interleuquina (IL) 3 o el factor estimulante de colonias de granulocitos 

y macrófagos (GM-CSF) parecían tener también un efecto positivo en la generación de 

progenitores comprometidos, mientras que la eritropoyetina (EPO) y el factor 

estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) contribuían generalmente a la 

producción de células más maduras156,157. De esta manera, la adición de IL-3 y EPO 

favorecían la producción de progenitores eritroides, mientras que la combinación de 

GM-CSF, G-CSF y/o M-CSF promovían la producción de progenitores mieloides 156-158. 

Por lo tanto, se puede concluir que las citoquinas hematopoyéticas recombinantes son 

clave tanto para la expansión ex vivo de HSPC como para la producción de células más 

maduras. Sin embargo, la administración de citoquinas no es suficiente para una 

producción significativa de HSC ex vivo. La presencia de otros elementos presentes en el 

nicho como células estromales y/o moléculas implicadas en las interacciones entre 

células es necesaria para conseguir una expansión eficiente159-162. En los últimos años se 

ha puesto de manifiesto la importancia no solo de la composición del microambiente 

sino de la estructura gracias al uso de monocapas mixtas 2D de MSC procedentes de BM 

y UC163, matrices acelulares de líneas de células estromales de BM murinas164 o matrices 

sintéticas165. 

De acuerdo con el hecho de que durante el desarrollo in vivo, las HSC y HSPC se 

encuentran en estrecha asociación con las células del microambiente105,166-169, se han 

desarrollado nuevos sistemas para expandir las poblaciones hematopoyéticas más 

primitivas que emplean células estromales como capas alimentadoras. Entre las 

distintas monocapas de células alimentadoras empleadas destacan el estroma de la 

BM148,170,171, EC172, líneas células OP3 y AFT024173 y MSC, procedentes de diversos 

tejidos174-177. Estos estudios han demostrado que las células estromales, 

particularmente las MSC, son capaces de promover la expansión de las células más 

primitivas ex vivo en un proceso que se debe no solo al contacto células-célula sino 

también a la secreción de diversas citoquinas. Se ha puesto de manifiesto que las MSC 

producen una gran variedad de citoquinas hematopoyéticas, incluidos algunos factores 

estimulantes de colonias, varias interleuquinas y algunas quimioquinas178,179. Por lo 

tanto, la combinación de cultivos basados en MSC y citoquinas recombinantes dan lugar 

a incrementos mayores en el número de células CD34+161,162. 
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La manipulación de distintas vías de señalización como Notch180, Wnt y HOXB4 han 

demostrado tener un efecto positivo en la expansión de las HSC ex vivo145,181. Milner et 

al. fueron los primeros en describir el papel del gen Notch1 en las HSC CD34+182. A 

continuación, se puso de manifiesto que la manipulación de la vía de señalización Notch 

jugaba un papel muy importante en la expansión de las PSC. Duncan et al. confirmaron, 

usando ratones transgénicos para Notch, que la señalización de Notch era activa en HSC 

in vivo pero sin embargo se encontraba disminuida en HSC diferenciadas183. Varios 

estudios han coincido en que esta vía de señalización puede aumentar hasta 100 veces 

el número de precursores in vitro 145. Delaney et al. cultivaron células CD34+ procedentes 

de UCB en presencia de IL-3, IL-6, TPO, Flt-3L, SCF y el ligando de Notch, y observaron 

un aumento de 222 veces en el número de células CD34+184. De hecho, ahora mismo 

está en proceso un ensayo clínico en fase 1 en el que los pacientes, acondicionados de 

manera mieloablativa, van a recibir dos unidades de UCB donde la primera no ha sido 

manipulada pero la segunda se ha sometido a un proceso de expansión mediada por 

Notch20. El gen HOXB4 ha sido demostrado ser un regulador de la diferenciación 

hematopoyética185. Actualmente, es el factor de transcripción más estudiado por su 

potencial para incrementar las propiedades de autorrenovación de las HSC. Además, su 

sobreexpresión conduce a la expansión de HSC y HSPC murinas y humanas. Al tratar 

células CD34+ humanas procedentes de UCB con proteínas de fusión HOXB4 se produjo 

un aumento de 2,5 veces en células de repoblación a largo plazo185. El uso de una forma 

más estable de esta proteína podría ser una estrategia a seguir para la expansión ex vivo. 

Por otra parte, se conoce que la vía de señalización Wnt estimula la expansión in vitro 

de las HSC/HSPC186. Aguila et al. mostraron que la sobreexpresión de determinados 

genes como SALL4, tenía la capacidad de incrementar el número de HSC/HSPC in vitro187. 

La transducción con SALL4 resultó en una expansión tanto de las células CD34+CD38- 

como CD34+CD38+ resultando en un aumento de la capacidad de injerto y de la 

repoblación a largo plazo en ratones diabéticos no obesos con una inmunodeficiencia 

severa combinada (NOD-SCID)187. 

Se ha demostrado que el cobre celular participa en la regulación tanto de la proliferación 

como de la diferenciación de las HSC y HSPC188. De acuerdo a esto, Peled et al. 

purificaron células hematopoyéticas CD133+ de UCB y las cultivaron durante tres 
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semanas en medio líquido suplementado con SCF, Flt-3L, TPO, IL-6 y en presencia del 

agente quelante de cobre tetraetilenpentamina (TEPA)189. Observaron un incremento 

significativo en el número de células CD34+, así como de CD34+CD38-. Además, el poder 

de injerto de las células expandidas en ratones NOD-SCID fue significativamente mayor 

respecto a la población no expandida. 

Una de las mayores limitaciones en el cultivo de células hematopoyéticas primitivas es 

la rápida generación de células diferenciadas, las cuales producen y secretan al medio 

una gran cantidad de moléculas, muchas de las cuales ejercen señales inhibitorias que 

afectan al crecimiento de las HSPC190. Con el fin de solventar esta limitación, Zandstra y 

su grupo desarrollaron un sistema automatizado cerrado, el cual realizaba cambios de 

mitad de medio diariamente191,192. Un aspecto clave de este novedoso enfoque 

experimental era la eliminación continua de células diferenciadas, por lo que de esta 

manera se evitaba la acumulación de reguladores negativos. Además, observaron un 

incremento significativo en el número de TNC, de células CD34+ así como de LTC-IC. 

Los resultados obtenidos en el laboratorio llevaron a la traducción de algunas de las 

condiciones experimentales in vitro en protocolos clínicos destinados a incrementar la 

celularidad presente en la UCB. Inicialmente, se llevaron a cabo dos estudios 

preliminares para evaluar la viabilidad de las células expandidas en pacientes con 

enfermedades hematológicas, cáncer de mama y en algunos otros trastornos 

metabólicos193,194. En ambos estudios, las células procedentes de la UCB fueron 

cultivadas durante 10-12 días en medios líquidos en presencia de citoquinas 

recombinantes (Flt-3L, SCF, TPO y EPO). La infusión de las células expandidas en los 

pacientes no alteró significativamente ni el injerto mieloide, eritroide o plaquetario. Sin 

embargo, ambos estudios sirvieron para concluir que este procedimiento era viable y 

seguro. De Lima et al. combinaron el uso de citoquinas recombinantes y TEPA para la 

expansión durante 21 días de una parte de una unidad de UCB. Finalmente, la fracción 

manipulada se trasplantó 24 h después de la fracción no manipulada195. Las células 

expandidas se injertaron, sin embargo, no se observaron cambios en el tiempo de injerto 

de neutrófilos o plaquetas, en comparación con el trasplante de células no expandidas. 

Asimismo, no se observó enfermedad aguda de injerto contra huésped grado 3-4, y la 

supervivencia a los 100 días fue del 90%. 
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Sin embargo, hasta la fecha la mayoría de avances están restringidos a modelos murinos. 

Mientras que los estudios que emplean células CD34+ trasplantadas en ratones 

NOD/SCID mostraron resultados positivos de injerto196, es necesario un modelo de 

animal mayor para demostrar de verdad el injerto multilinaje a largo plazo. Algunos 

investigadores creen que el uso de lentivirus es una herramienta muy poderosa para la 

expansión de HSC. Sin embargo, sería necesario clarificar y evaluar los riesgos 

mutagénicos por inserción. Además, el aumento del período de cultivo promueve el 

aumento de divisiones celulares lo cual incrementa las probabilidades de mutaciones 

espontáneas o anormalidades citogenéticas. 

 

6. Bioingeniería del hígado 

6.1. Fisiología hepática 

El hígado es la glándula interna más grande presente en el cuerpo. Posee un papel 

fundamental en la homeostasis metabólica ya que proporciona muchas funciones 

esenciales metabólicas exocrinas y endocrinas, como son la desintoxicación y 

eliminación de muchas sustancias, el mantenimiento de la homeostasis sanguínea, la 

regulación de los niveles de glucosa y la producción de numerosos productos como 

lípidos, proteínas, vitaminas y carbohidratos. Además, el hígado posee una capacidad 

regenerativa única, pudiendo regenerar la mayor parte de su función tras la pérdida de 

hasta tres cuartas partes de su masa como consecuencia de una lesión tóxica o una 

hepatectomía parcial. 

El hígado está divido en lóbulos donde cada lóbulo está formado por cordones de 

hepatocitos los cuales están revestidos por capilares sinusoidales que desembocan en 

una vena eferente central (ECV) (Figura 9). Cada lóbulo hepático posee una morfología 

hexagonal, donde cada vértice posee una triada portal formada por una PV, una arteria 

hepática (HA) y un ducto biliar. Los sinusoides son capilares específicos del hígado 

revestidos por EC fenestradas, células de ito y macrófagos residentes (células de 

kupffer). 

El hígado posee un aporte doble de sangre, uno a través de la PV y el otro por la HA. La 

PV libera la sangre venosa procedente de los intestinos, páncreas y bazo. Mientras que 
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por su parte, la HA suministra oxígeno al hígado. La sangre fluye desde una triada portal, 

a través de un capilar sinusoidal hasta una ECV. Los hepatocitos son las células 

parenquimatosas principales, los cuales llevan a cabo la mayoría de las funciones 

metabólicas, presentando un 60% de la población total y un 80% del volumen del hígado. 

Los hepatocitos son células epiteliales polarizadas, donde su superficie basolateral se 

enfrenta a las EC fenestradas facilitando de esta manera el intercambio de materiales 

entre los hepatocitos y los flujos sanguíneos. Por su parte, las sales biliares producidas 

se excretan a los canalículos los cuales se unen a los conductos biliares en la triada 

portal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Arquitectura del hígado. Fuente: M. Tanaka, T. Itoh, N. Tanimizu, y A. Miyajima, Liver 
stem/progenitor cells: their characteristics and regulatory mechanisms, Journal of biochemistry, 
2011197. 
 

6.2. Desarrollo embrionario hepático 

En la tercera semana de gestación comienza el desarrollo y la organización hepática, 

continuando hasta la etapa posnatal. La porción anterior del divertículo hepático da 

lugar al hígado y al árbol biliar intrahepático, mientras que la porción anterior forma la 

vesícula biliar y los conductos biliares extrahepáticos. 
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Los hepatocitos se originan a partir del endodermo definitivo durante el desarrollo 

embrionario, después gracias al endodermo ventricular anterior adquieren competencia 

hepática para terminar especificándose, estas células epiteliales, en células del 

endodermo198,199. Las células primordiales hepáticas se convierten en un fenotipo 

celular no polarizado llamado HB, el cual posteriormente da lugar a los brotes hepáticos. 

Los HB son células bipotentes que expresan genes hepáticos fetales, genes asociados 

tanto al linaje hepatocítico y colangiocítico y pueden diferenciarse a ambos tipos 

celulares200. La determinación del linaje depende de las vías de señalización Notch y TGF-

β, los cuales promueven la diferenciación biliar201-203. La baja regulación de estas dos 

vías promueve la especificación de los HB hacia el linaje hepatocítico204-206. 

6.3. Células Madre Hepáticas 

El hígado está compuesto por distintos linajes de células hepáticas que van madurando. 

Esta maduración comienza, extrahepáticamente, en el conducto común 

hepatopancreático, cercano al duodeno, e intrahepáticamente en la zona 1 a la altura 

de las triadas portales. Los nichos extrahepáticos de las SC son las glándulas peribiliares 

dentro de las paredes de los conductos biliares y los nichos intrahepáticos se localizan 

en las placas ductales en los FL y en los canales de Hering en los hígados posnatales200. 

Intrahepáticamente hay al menos 8 etapas de maduración de las células madre 

hepáticas (HpSC) las cuales van desde la zona 1 (periportal) hasta la zona 3 (pericentral) 

pasando a través de la zona 2207. Finalmente, en la zona 3 se concentran las células más 

maduras y apoptóticas (Figura 10). 

- Células madre hepáticas 

Las HpSC son PSC ubicadas en las placas ductales de los hígados fetales y neonatales, y 

en los canales de Hering en los hígados pediátricos y adultos200,208-212. Este 

compartimento representa el vínculo anatómico y fisiológico entre el sistema canalículo-

intralobular de los hepatocitos y árbol biliar. Las HpSC constituyen aproximadamente el 

0,5-2% del parénquima, poseen un tamaño que oscila entre 7-10 μm de diámetro y 

tienen una alta relación núcleo-citoplasma. Su fenotipo incluye la molécula de adhesión 

de células epiteliales (EpCAM), la molécula de adhesión de células neuronales (NCAM), 

CD133, CXCR4, SOX9, SOX17, FOX2, las citoqueratinas (CK) 8/18/19, la proteína 
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Hedgehog, Claudina 3 y una baja expresión de albúmina (ALB). No expresan AFP, la 

molécula de adhesión intracelular (ICAM-1) o marcadores típicos de células 

hematopoyéticas, endoteliales o mesenquimales. Estas células pueden ser aisladas de 

hígados, de todas las edades, mediante una doble inmunoselección EpCAM+/NCAM+. Sin 

embargo, en hígados adultos con poblaciones de HB escasas basta con la selección de 

EpCAM+200,213. En cultivo las HpSC forman colonias con capacidad autorreplicativa214 y 

de diferenciación a células más maduras200,215. La expansión ex vivo es llevada a cabo en 

colágeno (COL) tipo III, en un hidrogel de hialuronano o en combinación de ambos216,217, 

en un medio libre de suero denominado Kubota, el cual solo contiene insulina, 

transferrina, lípidos y es bajo en calcio218. 

- Hepatoblastos 

Los HB son células bipotentes diploides que dan lugar al linaje heopatocítico y al linaje 

colangiocítico. Residen sobre todo en el parénquima de hígados fetales y neonatales o 

como pequeños agregados en los canales de Hering en los hígados adultos208. El 

porcentaje de estas células, en hígados posnatales, disminuye hasta un <0,01% de las 

parenquimatosas200,208. Por el contrario experimentan una gran expansión durante 

ciertos procesos regenerativos asociados con ciertas enfermedades como la cirrosis. Los 

HB pueden ser aislados mediante una doble inmunoselección EpCAM+/ICAM-1+. 

Además, poseen un enorme potencial de expansión cuando son cultivados en medio 

Kubota, especialmente si se complementa con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) 

y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y en sustratos tratados con COL tipo IV, 

laminina (LN), hialuronano o en combinación216,219,220. Los HB poseen un tamaño mayor 

que las HpSC (10-12 µm) así como cantidades mayores de citoplasma, sin embargo, 

poseen un perfil antigénico que se solapan200,213,221. Comparten la expresión de CXCR4, 

CD133, SOX17, CK8/18/19, proteínas Hedgehog y la no expresión de marcadores 

hematopoyéticos, endoteliales o mesenquimales. Las diferencias se encuentran en la 

reducción de los niveles de expresión de EpCAM, en la presencia de altos niveles de ALB 

con discretos empaquetamientos citoplasmáticos, el cambio de expresión de NCAM por 

ICAM-1 y una fuerte expresión de AFP, entre otros. 

- Progenitores comprometidos 
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Son células diploides y con un tamaño que oscila entre 12-15 µm. Estos precursores son 

células unipotentes, ya que solo pueden dar lugar a un tipo de célula madura. Han 

perdido la expresión de la mayoría de los genes pertenecientes al linaje de las SC y por 

contrapartida, expresan marcadores hepatocíticos o biliares, abundando en tejidos 

fetales y neonatales o en enfermedades hepáticas crónicas222. Los progenitores 

hepatocíticos comprometidos, también llamados hepatocitos intermedios, expresan 

ALB, enzimas asociadas con la síntesis de glucógeno y carecen de la expresión de 

marcadores biliares y de AFP. Se localizan asociados a precursores endoteliales en las 

placas entre los HB y los hepatocitos adultos diploides. Por su parte, los progenitores 

colangiocíticos (colangiocitos pequeños) poseen una forma cúbica con una alta 

proporción núcleo-citoplasma, un retículo endoplásmico pequeño223,224 y se encuentran 

asociados a precursores de células estrelladas hepáticas216. Colocalizan con las HpSC en 

el mismo nicho, que recubre los conductos de Hering, los conductos biliares 

intrahepáticos y los conductos biliares con un diámetro interno por debajo de los 15 μm.  

- Células adultas diploides 

Son las únicas células parenquimatosas con capacidad proliferativa significativa tanto en 

condiciones de in vitro como in vivo. Los hepatocitos adultos diploides pueden 

someterse a 6-7 rondas de división en 3 semanas en cultivo, pero tienen una capacidad 

de subcultivo limitada218. Los colangiocitos, junto con las células estrelladas, tienen 

forma columnar, muestran un pequeño núcleo, un notorio citoplasma conspicuo y un 

aparato de Golgi y un retículo endoplásmático rugoso abundantes 224-226. Los 

colangiocitos se alinean alrededor de los conductos interlobulares localizados en las 

triadas portales. Expresan acuaporina 4 y 8, receptores de secretina, somatostatina y 

neuropéptidos, transportadores de fármacos, proteínas asociadas a la resistencia a 

múltiples fármacos y el transportador de ácido biliar dependiente de sodio. Cuando por 

alguna razón los colangiocitos se ven dañados, se observa una proliferación de los 

colangiocitos pequeños los cuales adquieren características fenotípicas y funcionales de 

los colangiocitos grandes227,228. Esto sugiere que la población de colangiocitos 

pequeños, que recubren los conductos de Hering y los dúctulos, representa una 

población de precursores de colangiocitos maduros. Por lo tanto, mientras que los 

linajes de células hepatocíticas proceden desde las áreas periportales hacia la vena 
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central, los colangiocitos proceden en la dirección opuesta desde los canales de Hering 

hacia los conductos más grandes. 

 

 

 

Figura 10: Esquema de los linajes madurativos intrahepáticos. Fuente: R. Turner, O. Lozoya, Y. 
Wang, V. Cardinale, E. Gaudio, G. Alpini, G. Mendel, E. Wauthier, C. Barbier, D. Alvaro, L. M. Reid, 
Human hepatic stem cell and maturational liver lineage biology, Hepatology, 2011207. 

 

Existen dos formas distintas de regeneración hepática, la que se produce tras una 

hepatectomía parcial y la que ocurre tras una pérdida selectiva de células pericentrales. 

Tras una hepatectomía parcial la vía de señalización retroalimentaria se encuentra 

intacta. Por lo tanto, se lleva a cabo la síntesis de ácido desoxirribonucleico (DNA) a 

través de las placas hepáticas pero solo una porción de las células experimenta 

citocinesis, lo cual da lugar a un mayor número de células poliploides, un mayor número 

de células apoptóticas y una tasa de recambio más rápida con una restauración de los 

perfiles normales de ploidía en semanas229. En el caso de la pérdida selectiva de células 

pericentrales se produce un silenciamiento de la señalización retroalimentaria lo cual 

activa la división celular de las células pertenecientes a la etapas tempranas del 

linaje212,230. En respuesta, las células periportales sufren un crecimiento hiperplásico 

rápido (división celular completa) seguido de un proceso de diferenciación. Este 

fenómeno conocido como “respuesta de células ovales” en roedores o “reacciones 
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ductulares” en humanos, tras una necrosis hepática masiva, implica la expansión de las 

poblaciones de células madre/progenitoras hepáticas212. Sin embargo, tras una lesión 

hepática grave y crónica, la proliferación de hepatocitos se ve afectada231,232. Raven et 

al. describieron un modelo de lesión hepática combinada y de inhibición de la 

proliferación de los hepatocitos, donde se demostró que la células biliares daban lugar 

a niveles fisiológicamente significativos de hepatocitos funcionales233. 

 

6.4. Modelos de bioingeniería hepáticos  

Como se ha mencionado anteriormente, durante el desarrollo embrionario el hígado es 

el principal sitio de expansión de las HSPC. La mayoría de los modelos in vitro emplean 

ES y iPSC234,235. Sin embargo, estos modelos no recapitulan por completo la 

diferenciación simultánea de los progenitores hepáticos en hepatocitos y colangiocitos. 

La formación de ductos biliares maduros in vitro es particularmente laborioso236,237, por 

lo que se necesita la presencia de un entorno 3D para conseguir una polarización celular 

eficaz y adecuada238,239. 

La descelularización de órganos y tejidos es una técnica que consiste en la obtención de 

bio-andamiajes (“scaffolds”), gracias a la eliminación de todo componente celular, 

permitiendo su posterior uso en medicina regenerativa o en ingeniería de tejidos. Wang 

et al. confirmaron que los scaffolds hechos partir de la ECM hepática poseían esa 

atmósfera requerida215. En 2011 fue demostrado que el cultivo de progenitores 

hepáticos humanos en ECM procedente de hígados de hurones, era capaz de originar 

estructuras características tanto de la estirpe hepatocítica como biliar240, lo cual 

indicaba la existencia de una preservación en cuanto a las señales de diferenciación 

celular de la ECM entre las distintas especies. Recientemente, Vyas et al. mostraron 

como células progenitoras fetales de hígados humanos cultivadas sobre la ECM 

procedente de hígados acelulares, eran capaces de formar organoides 3D hepáticos 

Estos imitaban diversos aspectos de la organogénesis hepatobiliar dando como 

resultado la formación concomitante de hepatocitos progresivamente más 

diferenciados y estructuras biliares241. En este estudio tras tres semanas en cultivo, se 

produjo un cambio claro en el fenotipo de los HB humanos, lo cual sugería una 

especificación en paralelo hacia el linaje hepatocítico y colangiocítico. Por lo tanto, los 
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scaffolds procedentes de tejido hepático contenían determinadas moléculas 

procedentes de la ECM que regulaban la diferenciación celular, función, expansión y 

regeneración242. 

En 2013 Takebe et al. mostraron, por primera vez, la generación de un hígado humano 

funcional a partir de iPSC humanas in vitro. En él, se producía una reorganización de los 

progenitores hepáticas imitando de esta manera las interacciones organogenéticas 

entre las EC y MSC y era capaz de realizar funciones específicas del hígado como la 

producción de diversas proteínas y el metabolismo de específicos fármacos. A 

continuación, se trasplantó en un modelo murino de insuficiencia hepática letal inducida 

por fármacos. A las 48 h se produjo la formación de una vasculatura funcional, lo cual 

estimuló la maduración de las células rescatándolo de la insuficiencia hepática243. 

Como se ha mencionado anteriormente, durante el desarrollo embrionario el hígado es 

el principal órgano hematopoyético. Sin embargo poco se sabe sobre la base celular del 

nicho celular, por ello un buen modelo de estudio de la hematopoyesis fetal sería la 

recreación del microambiente hepático mediante la creación de organoides hepáticos 

humanos de bioingeniería in vitro. 

Recientemente, Mokhtari et al. estudiaron las interacciones de las HSPC en un entorno 

similar al hepático fetal in vitro244. Compararon la expansión de las HSC cuando éstas 

eran sembradas en combinación con HB humanos y estroma hepático sobre unas 

estructuras hepáticas de bioingeniería hechas a partir de ECM 3D o sobre cultivos 2D. 

Demostraron que era necesaria la inclusión de los distintos tipos celulares en las 

estructuras 3D para el mantenimiento de las HSPC. Además, estas estructuras fueron 

capaces de mantener una subpoblación más primitiva de las HSPC (CD34+CD38-), donde 

el estroma hepático mostró ser un componente esencial tanto para la preservación de 

la población más primitiva como para la diferenciación celular244. 

Las células hepáticas humanas procedentes tanto de hígados fetales y posnatales 

poseen la capacidad de autorreplicarse y diferenciarse200,208. Sin embargo, la 

disponibilidad de HB humanos es muy limitada ya que no están disponibles 

comercialmente. Además, hay que tener en cuenta que el aislamiento de estos 

progenitores hepáticos no es nada sencillo a lo que hay que sumar las dificultades para 
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mantenerlos en cultivo. Por todo ello, el uso de PSC hace que se convierta en una 

atractiva fuente de HB humanos. 
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Hipótesis 

El uso de la UCB como fuente de HSPC para el trasplante hematopoyéticos ha 

aumentado las posibilidades de que los pacientes encuentren un donante compatible 

en un tiempo razonable. Sin embargo, el uso de esta fuente es limitado en adultos y en 

adolescentes debido al bajo número de células CD34+ y a la baja velocidad de injerto.  

Por lo tanto, planteamos la hipótesis de que una expansión de las HSC procedentes de 

UCB puede ser lograda en unas condiciones más funcionales y eficientes mediante el 

uso de construcciones hepáticas humanas de bioingeniería. 

Objetivos 

1- Estudiar qué proteínas presentes en la matriz extracelular fetal promueven la 

expansión y diferenciación de las células madre/progenitoras hematopoyéticas 

durante el desarrollo embrionario en el hígado fetal. Para ello, se llevó a cabo un 

estudio proteómico comparativo sobre la matriz extracelular descelularizada de 

hígados porcinos fetales y adultos. 

2- Desarrollar y caracterizar hepatoblastos humanos derivados de células 

embrionarias humanas, capaces de ser expandidos in vitro en 3D. 

3- Expansión de células madre/progenitoras hematopoyéticas procedentes de 

cordón umbilical mediante el uso de organoides hepáticos fetales humanos. 
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INTRODUCCIÓN 

En los últimos años, tanto el campo de la medicina regenerativa como el de la ingeniería 

de tejidos han registrado importantes avanzos gracias al uso de diferentes métodos de 

descelularización de tejidos y de órganos, permitiendo el trabajo con distintas ECM1-6. 

La ECM es un ambiente dinámico y altamente complejo compuesto por todos los 

productos secretados por las células residentes en cada tejido y órgano. Estos productos 

se pueden clasificar en 3 clases de biomoléculas: proteoglicanos, proteínas 

especializadas (LN, FN…) y proteínas estructurales (COL, elastina (EL)…). Estas 

biomoléculas proporcionan una ultraestructura única para cada tejido, además de 

mantener y condicionar el comportamiento y el fenotipo celular. Por todas estas 

razones, la ECM representa un excelente biomaterial para la bioingeniería de órganos y 

tejidos7,8. 

Centrándonos en el hígado, el número de técnicas de descelularización y tratamientos 

disponibles actualmente es muy amplio. Estos procedimientos pueden ser clasificados 

en tres categorías dependiendo de los agentes empleados: químicos (solución 

alcalina/ácida, solución hipotónica/hipertónica, detergentes no iónicos, iónicos y 

zwitteriónicos), enzimáticos (tripsina, endonucleasas) y físicos (agitación mecánica, 

ciclos de congelación y descongelación)9. Normalmente estos métodos son usados en 

combinación para intentar lograr la máxima eficiencia del proceso de 

descelularización10-13. Aunque el objetivo del proceso de descelularización es preservar 

la composición y la ultraestructura 3D de la ECM, se sabe que la mayoría de las técnicas 

de descelularización producen rotura y pérdida de la estructura y composición del 

scaffold. 

Durante estos últimos años, han sido varios los grupos que han ido mejorando las 

distintas técnicas de descelularización (Tabla 1). En 2010, Uygun et al. llevaron a cabo la 

descelularización de hígados procedentes de ratas isquémicas. Para ello, perfundieron 

distintas concentraciones de Dodecilsulfato sódico (SDS) a través de la PV: 0.01% 

durante 24 h seguido de 0.1% SDS durante 24 h y 1% SDS durante 24 h. Tras el proceso, 

los autores obtuvieron un scaffold totalmente transparente y descelularizado4. A 

continuación, Baptista et al. descelularizaron distintos modelos de animales (ratones, 
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ratas, hurones, conejos y cerdos). Emplearon un procedimiento distinto de perfusión en 

función del tamaño y estructura del hígado, el cual se basaba en la perfusión de agua 

destilada a través de la PV seguido de 1% Tritón X-100 con 0.1% Hidróxido de 

amonio1,2,14. Tras el proceso de descelularización, el parénquima hepático era 

transparente haciendo visible el árbol vascular visible1. Ese mismo año, De Kock et al. 

lograron descelularizar hígados de rata en 60 min a través de la perfusión por la VP con 

un detergente suave. Perfundieron durante 30 min una solución al 1% de Tritón, seguido 

de una solución al 1% SDS durante 30 min15. Soto-Gutiérrez et al. para obtener hígados 

de rata descelularizados emplearon una combinación agentes enzimáticos, biológicos y 

mecánicos16. El proceso fue llevado a cabo a través de la vena cava (CV) (perfusión 

retrógrada) comenzando con una solución al 0.02% Tripsina/0.05% Ácido etilenglicol 

tetraacético (EGTA) durante 2 h a 37ᵒC. Posteriormente, perfundieron agua desionizada 

y una solución tamponada con fosfatos (PBS) seguido de 3% Tritón X-100/0.05% EGTA 

durante 18-24 h. Tras esto, el hígado fue lavado con agua y PBS y perfundido con 0.1% 

(v/v) Ácido peracético/4% Etanol durante 1 h. Finalmente, el tejido fue neutralizado con 

PBS y agua desionizada. Con este proceso no solo consiguieron preservar la 

macroestructura y ultraestructura 3D, sino también hasta el 50% de los factores de 

crecimiento. Más recientemente, Mazza et al. publicaron un protocolo para llevar a cabo 

la descelularización del lóbulo hepático izquierdo humano en tan solo 14 días, o el 

hígado completo en 6 semanas. En ambos casos, el protocolo comenzaba con una etapa 

de congelación/descongelación. Tras esto, se procedía a una perfusión por la vena 

hepática (HV) y por la vena cava inferior (ICV). En el caso de lóbulo izquierdo, cada día 

era perfundido un agente diferente. La combinación de reactivos empleados estuvo 

compuesta por agua destilada, 0,0025% Tripsina-Ácido etilendiaminotetraacético 

(EDTA), 3% Tritón X-100, 0,01 %, 0,1%, y 1% SDS, PBS/5% antibiótico antimicótico, 0,01% 

Ácido peracético/4% Etanol. Finalmente, era perfundido PBS. En el caso del hígado 

completo, el procedimiento era completamente igual pero estaba compuesto por con 

tres ciclos, de tal manera que el protocolo duraba 6 semanas11.  
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Primer  

Autor 

Protocolo de Descelularización 

Flujo 
Modelo 

animal 
Referencia Agentes 

físicos 

Agentes     

químicos 

Agentes 

biológicos 

Uygun -80ºC 4 h SDS - VP Ratas 4 

De Kock - TX100 y SDS - VP Ratas 15 

Baptista -80ºC 24 h TX100 + NH4OH - VP 

Ratones, 

ratas, 

hurones, 

conejos y 

cerdos 

1 

Soto-

Gutiérrez 
-80ºC 24 h TX100 Tripsina y 

EGTA 
VCI Ratas 16 

Mazza -80ºC 24 h TX100 and SDS 
Tripsina-

EDTA 
VH and VCI Humanos 11 

NH4OH: Hidróxido de amonio; TX100: Tritón X-100; 

Tabla 1: Resumen de los trabajos más relevantes en el campo de la descelularización hepática. 
 

Las técnicas de descelularización representan, hoy en día, una técnica bastante popular 

para generar scaffolds de manera natural. La principal ventaja de esta técnica reside en 

la preservación de la ultraestructura y de la composición de la ECM nativa. Además, en 

el caso de una descelularización hepática, se produce una preservación de la red 

vascular y del sistema de conductos biliares1,2,17. Estas propiedades convierten a los 

scaffolds en una nueva herramienta muy poderosa, puesto son capaces de recrear e 

imitar el microambiente hepático. 

Hoy en día, las estructuras 3D generadas a partir de la ECM han demostrado 

proporcionar un excelente entorno para el crecimiento de múltiples células hepáticas in 

vitro18. Pueden ser recelularizados con diferentes tipos celulares (parenquimatosas y no 

parenquimatosas, células progenitoras fetales, líneas celulares inmortalizadas o iPSC) 

con el objetivo de crear órganos funcionales capaces de ser trasplantados en animales 

receptores y, a largo plazo, en pacientes con insuficiencia hepática terminal17,19. 

Además, estos organoides hepáticos también pueden ser considerados como una 

posible herramienta para evaluar los cambios celulares que conducen a la tumorigénesis 

y a la progresión del cáncer o para la detección y el análisis de nuevos fármacos. 
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Por otra parte, para la implementación clínica de la ingeniería tisular basada en scaffolds 

descelularizados, es crucial comprender el proceso de eliminación tanto celular como 

de material inmunogénico del tejido donante. Los criterios actuales para evaluar la 

descelularización de un órgano completo se basan principalmente en la presencia o no 

de ácidos nucleicos, ya que éstos son fáciles de cuantificar. No obstante, pueden existir 

numerosas proteínas con efectos inmunogénicos por lo que sería recomendable poder 

cuantificarlas y así poder determinar la eficacia del proceso de descelularización. Con 

este objetivo, Li et al. realizaron un análisis proteómico en cuatro tipos de scaffolds 

biológicos20. Aunque revelaron una eliminación significativa de las proteínas celulares, 

identificaron un gran número de proteínas remanentes además de una alta preservación 

de la mayoría de las proteínas estructurales de la ECM. Por lo tanto, la eliminación del 

DNA no asegura una eliminación total del material celular, haciendo necesario un 

análisis proteómico para caracterizar mejor el proceso de descelularización21. 

Finalmente, es también importante caracterizar que proteínas extracelulares 

permanecen en estos scaffolds después de la descelularización para mejor entender el 

microambiente a que las células sembradas van a estar expuestas y así percibir su 

comportamiento. En esta línea, y con el objetivo de generar hígados fetales de 

bioingeniería, se analizarán las diferencias entre el proteoma de la ECM de hígados 

fetales y adultos descelularizados y su potencial impacto en la hematopoyesis y 

eritropoyesis fetal. 
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OBJETIVOS 

Actualmente, la base molecular y celular del nicho hepático fetal sobre la cual las HSPC 

experimentan una gran expansión y diferenciación durante el desarrollo embrionario 

hasta el final del segundo trimestre, no se encuentra totalmente caracterizada.  

Con el objetivo de intentar caracterizar un poco más el microambiente hepático fetal, 

se pretende llevar a cabo un estudio proteómico de la ECM. Para ello, a partir de hígados 

fetales y adultos porcinos descelularizados, se realizará un estudio proteómico 

comparativo entre las dos matrices con el fin de identificar nuevas moléculas con un 

papel potencial sobre la hematopoyesis fetal. 

Por lo tanto, los objetivos de este capítulo son los siguientes: 

1- Estudio de la hematopoyesis fetal porcina. 

2- Descelularización eficaz de hígados fetales y adultos. 

3- Estudio comparativo de la ECM entre hígados fetales y adultos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Estudio de la hematopoyesis fetal porcina 

La gestación porcina son tres meses, tres semanas y tres días o lo que es lo mismo 

aproximadamente 115 días. Teniendo en cuenta la descripción de los cuatro estadios 

hematopoyéticos en humanos22, el culmen de la hematopoyesis fetal humana se localiza 

en el Estadio III comenzando en la semana trece y terminando sobre la semana 

veintidós. Esto correspondería, más o menos, entre el día 40 y día 64 de la gestación 

porcina. Por lo tanto, para conocer con mayor precisión el día de gestación con una 

mayor hematopoyesis/eritropoyesis, se llevó a cabo un estudio sobre la hematopoyesis 

porcina. Sin embargo, debido a la inmadurez y poca consistencia de los tejidos y en 

concreto del hígado, el estudio hematopoyético se llevó a cabo entre los días 60 y 81 de 

gestación. 

Para ello, se recogieron distintas muestras procedentes de abortos espontáneos 

pertenecientes a los 60, 72 y 81 días de gestación en fincas productoras de estos 

animales. Además, se añadió al estudio un neonato muerto de 115 días.  

Recolección de las muestras hepáticas porcinas 

Se llevó a cabo una incisión abdominal de manera longitudinal y se diseccionó un trozo 

de hígado sobre las distintas muestras a los 60, 72, 81 y 115 días de gestación. 

Se estudió también si realmente existían diferencias significativas entre los distintos 

lóbulos hepáticos. Para ello, se recolectaron muestras de los distintos lóbulos (lóbulo 

izquierdo, lóbulo izquierdo central, lóbulo derecho central y lóbulo derecho) de fetos de 

72 días de gestación.  

Fijación y procesamiento 

Las muestras se fijaron con para-formaldehido (PFA) al 4% durante toda la noche a 

temperatura ambiente (RT). A continuación, se procesaron en un procesador de tejidos 

(Sakura, Tissue-Tek Xpress x50), se embebieron en Parafina (Thermo Fisher, 6774060) y 

se montaron en un cassette (Simport, M498). Las muestras se cortaron con un grosor de 

3 µm en un microtomo (Thermo Scientific, HM 355S). 

Tinción con Hematoxilina y Eosina 
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Las muestras se tiñeron con Hematoxilina (Sigma, 517-28-2) y Eosina (Sigma, E4009) 

siguiendo la siguiente secuencia: Xileno (Merck, 108685), Etanol 100 % (Thermo Fisher, 

BP2818), Etanol 96 % (Thermo Fisher, 15518181), Etanol 70 % (Thermo Fisher, 

15420665), Agua corriente, Hematoxilina, Agua corriente, Eosina, Etanol 70 %, Etanol 96 

%, Etanol 100 % y Xileno. Finalmente, las muestras se montaron con Medio de montaje 

(Eukitt, 920100) y se analizaron al microscopio (Leica DM 2500). 

 

2. Descelularización de hígados porcinos 

Para el estudio de la ECM, se llevó a cabo la descelularización de hígados porcinos fetales 

(72 días de gestación) e hígados porcinos adultos (30-40 kg). En cada caso se seleccionó 

el método de descelularización más adecuado, con el objetivo de eliminar la mayor parte 

de los compuestos celulares y preservar al máximo la composición y arquitectura de las 

ECM nativa. 

Estos agentes de descelularización incluyeron agua destilada hipotónica para lisar las 

células por choque osmótico; Cloruro de sodio para mantener las condiciones 

fisiológicas; Tritón X-100 (detergente no iónico) y SDS (detergente aniónico) para alterar 

las interacciones proteína-DNA, lípido-proteína, lípido-lípido y proteína-proteína; e 

hidróxido de sodio para lisar las membranas celulares1. 

2.1 Descelularización de hígados porcinos fetales 

Los fetos usados fueran obtenidos a partir de abortos espontáneos en fincas 

productoras y en animales sacrificados usados en las clases de Reproducción Animal de 

la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza (n=3). 

Se llevó a cabo una incisión abdominal de manera longitudinal y se cortó 

transversalmente la UV. Una vez visualizado el hígado, se diseccionó y se cortó 

transversalmente la PV, al igual que los ligamentos falciformes y cardíacos. A 

continuación, se seccionó la CV por arriba y por debajo del hígado. Finalmente, se 

eliminó cualquier tipo de adhesión con el hígado y se extrajo con la cápsula intacta. Se 

canularon la PV y la UV con una cánula de 20 G (BD, BD393224). Antes de comenzar la 

descelularización del hígado, se vació y lavo la vesícula biliar para eliminar cualquier 

contenido biliar y conseguir una mejor descelularización. 
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Las cánulas de la PV y de la UV fueron conectadas a una bomba peristáltica (Masterflex 

L/S, Cole Parmer) mediante unos tubos de silicona L/S14 (Cole Parmer, 96410-14). Para 

el proceso de descelularización, primero se lavó el hígado con Agua miliQ a 0,6 mL/min 

durante aproximadamente 2 h a 4˚C. Posteriormente, se perfundió alrededor de 1,5-2 L 

de 1% Tritón X-100 (Panreac, A1388) con 0,1% Hidróxido de amonio (Panreac, 

1411301612) a 0,6 mL/min a 4˚C. A continuación, se realizó un lavado de 500 mL con 

Cloruro de sodio 3,4M (Panreac, 131659) en Agua miliQ y finalmente un lavado de 3-4 L 

al 0,9 % en Agua miliQ a 4˚C, con el objetivo de retener la mayor cantidad de COL. El 

volumen del último lavado depende de la cantidad de detergente que se haya pasado, 

de tal manera que se usa el doble para eliminarlo. Las muestras se fijaron, se procesaron 

y se tiñeron con Hematoxilina y Eosina (H&E) (véase sección 1.1). 

Extracción y cuantificación del DNA 

Para verificar el proceso de descelularización se llevó a cabo la cuantificación del DNA 

remanente. Para ello, se aislaron 3 muestras procedentes de bioscaffolds distintos y 

otras 3 de hígados nativos. 

Reactivos: 

 FGF2 

30 mM Tris-HCl (Sigma T5941) pH 8,5; 40% (m/v); GuHCl (Sigma, G3272); 30 mM 

EDTA (Sigma, E6758).  

Las muestras se liofilizaron (LyoQuest, Telstar) durante 24 h y a continuación, se 

pesaron. Se procedió a la digestión del tejido con FG2 + Proteinasa Q (Qiagen, 19157) y 

se incubaron las muestras durante toda la noche a 65˚C. Al día siguiente, se añadió 

Isopropanol (Panreac, 131090) y se centrifugó a 10.000xg 5 min a RT. Se lavó el pellet 

con Etanol 70% y se centrifugó a 10.000xg 5 min a RT. Se dejó secar el pellet un par de 

minutos, se añadió Tris (Sigma, T6066) 10 mM pH=8 y se incubó a 65˚C durante 

aproximadamente 1 h para facilitar la rehidratación de las muestras. Finalmente se 

cuantificó la cantidad de DNA en el Nanodrop (ThermoScientific, Nanodrop 2000) y se 

almacenó a 4˚C. El ratio 260/280 de las absorbancias obtenidas a 260 nm y 280 nm 

indican la pureza del DNA obtenido y el valor del ratio 260/280 debe estar entre 1,7 y 

2,0. 
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2.2 Descelularización de hígados porcinos adultos 

La descelularización de hígados porcinos adultos se llevó a cabo a partir de muestras 

cadavéricas de entre 30-40 kg (n=3). 

Se llevó a cabo una incisión abdominal de manera longitudinal y una vez visualizado el 

hígado, se diseccionó y se cortó transversalmente la PV, al igual que los ligamentos 

falciformes y cardíacos. Por su parte, la CV se seccionó por arriba y por debajo del 

hígado. Finalmente, cualquier adhesión con el hígado fue eliminada y fue extraído con 

la cápsula intacta. Se canuló la PV con un fitting PP 6,4 mm (Masterflex, 30612-55). 

Debido a las grandes dimensiones de los hígados adultos, para llevar a cabo la 

descelularización, se realizó una hepatectomía. Para ello, se ligaron los pedículos del 

segmento central (incluida la vesícula) y de los segmentos laterales izquierdos y de las 

venas suprahepáticas. Una vez ligado todo, se seccionó y se obtuvo el lóbulo derecho 

intacto. Se conectó el fitting de la PV a la misma bomba peristáltica usada anteriormente 

mediante unos tubos de silicona L/S17 (Cole Parmer, 96410-17). Para el proceso de 

descelularización, primero se lavó el hígado con 2 L de Agua miliQ a 100 mL/min a RT. 

Posteriormente, se perfundió alrededor de 25-30 L de 1% SDS (Sigma, L5750) con 0,1 % 

Hidróxido de amonio a RT. A continuación, se realizó un lavado de 2 L con Cloruro de 

sodio 3,4 M en Agua miliQ y finalmente un lavado de 50-60 L al 0,9% en Agua miliQ a RT. 

El volumen del último lavado depende de la cantidad de detergente que se haya pasado, 

de tal manera que se usa el doble para eliminarlo. Las muestras se fijaron, se procesaron 

y se tiñeron con H&E (véase sección 1.1). Finalmente, se llevó a cabo la extracción y 

cuantificación del DNA remanente en las muestras (véase sección 2.1). 

 

3. Estudio Proteómico 

El estudio proteómico de la ECM de los hígados porcinos fetales y adultos porcinos se 

llevó a cabo en la Unidad de Proteómica del Instituto de Biología Experimental y 

Tecnológica (Oeiras, Portugal).  

Generación de la biblioteca espectral de referencia 

Para la generación de la biblioteca espectral, se usó 3 µg de cada muestra proteica para 

el análisis dependiente de la adquisición de información (IDA) gracias a un NanoLC-MS 
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para lo cual se empleó un TripleTOF 6600 (ABSciex, Framingham, MA, EE. UU.). La fase 

inversa del NanoLC se llevó a cabo con una configuración de trampa y elución para lo 

cual se utilizó una columna Nano cHiPLC Trap (200 μm × 0.5 mm ChromXP C18-CL 3 μm 

120 Å) y una nano-columna (75 μm × 15 cm ChromXP C18-CL 3 μm 120 Å) usando Agua 

+ 0.1% Ácido fórmico (solvente A) y Acetonitrilo + 0.1% Ácido fórmico (solvente B). 

Las muestras se inyectaran en la columna de carga a una velocidad de flujo de 2 μl/min 

durante 10 min usando 100% de solvente A. La separación de péptidos se realizó en la 

nano-columna a un caudal de 300 μl/min con un gradiente lineal del solvente B (5%-

30%) durante 120 min. 

Las muestras se sometieron a dos ciclos de IDA. El espectrómetro de masas se ajustó 

para la exploración IDA de espectros completos (400-2000 m/z) durante 250 ms, donde 

se seleccionaron los 40 iones superiores para exploraciones posteriores de MS/MS (150-

1800 m/z durante 50 ms cada uno), durante un total de ciclo de 2,3 s. Se incluyó como 

criterio de selección para los parent ions un estado de carga entre +2 y +5 y con una 

contaje superior al límite mínimo de 125 por segundo. Los iones se excluyeron del 

análisis posterior de MSMS durante 12 s. La fragmentación se realizó utilizando energía 

de colisión rodante con una dispersión de energía de colisión de 5. 

La biblioteca espectral se creó combinando todos los archivos IDA brutos utilizando el 

software ProteinPilotTM (v5.0 ABSciex) con el algoritmo Paragorn con los siguientes 

parámetros de búsqueda: búsqueda en la base de datos Sus scofa (pig) no revisada de 

Uniprot / SwissProt (versión 2018_02), digestión con tripsina, alquilación de las cisteínas 

con yodoacetamida, en un esfuerzo para la identificación de proteínas. Se realizó 

también una false discovery rate analysis. El resultado de estas búsquedas dio lugar a un 

archivo el cual fue usado como la biblioteca espectral de referencia. Solo se 

consideraron las proteínas con un FDR global <1% (1275 proteínas). 

Análisis SWATH y Extracción de Datos Diana 

Para el análisis cuantitativo, se sometieron 3 μg de cada muestra a 4 adquisiciones 

SWATH (Sequential Windowed data independent Acquisition of the Total High-resolution 

Mass Spectra). Se emplearon las mismas condiciones cromatográficas descritas 

anteriormente para la IDA. El espectrofotómetro de masas operó en la adquisición 
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independiente de datos de productos iónicos cíclicos. Se utilizó una calculadora de 

variables (AB SCIEX) y el editor de métodos SWATH (AB SCIEX) para configurar la 

adquisición de SWATH. Se construyó un conjunto de 32 ventanas superpuestas 

(conteniendo 1 m/z por cada superposición de ventana) cubriendo el rango de masas 

del precursor de 400–1200 m/z. Se adquirió una exploración de 50 ms al inicio de cada 

ciclo y se recogieron los espectros SWATH MS/MS durante 96 ms, dando como resultado 

un tiempo de ciclo de 3,172 s. Se utilizó una rolling collision energy con una dispersión 

de energía de colisión de 15. La alineación espectral y la extracción de datos específicos 

de las muestras de DIA se realizaron utilizando PeakView v.2.1 (AB SCIEX, Framingham, 

EE. UU.) con la biblioteca espectral de referencia. Para la extracción de datos se usaron 

los siguientes parámetros: cinco péptidos/proteína, cinco transiciones/péptido, nivel de 

confianza del péptido > 95%, umbral FDR del 1%, péptidos compartidos excluidos y 

ventana de extracción XIC de 6 min y ancho establecido a 20 ppm. Para XIC, la ventana 

de extracción fue de 6 min y el ancho de 20 ppm. 

El análisis estadístico se analizó en el software MarkerView (versión 1.2.1). Los datos se 

normalizaron usando la suma total del área. 
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RESULTADOS 

1. Caracterización de la hematopoyesis fetal porcina 

Como se muestra en la Figura 1, a los 60 días de gestación se observa una gran 

colonización de las células hematopoyéticas llegando a ocupar hasta el 70% del 

parénquima hepático, tal y como se había descrito en humanos durante el Estadio III. En 

cambio, a los 72 y 81 días de gestación, se observa una involución de la hematopoyesis, 

donde la distancia entre los distintos focos comienza a ser cada vez mayor. Finalmente, 

tras el nacimiento la presencia de estos focos empieza a ser cada vez menor (115 días). 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 
 

 

Figura 1: Representación esquemática de la hematopoyesis porcina fetal. A) 60 días de 
gestación, B) 72 días de gestación, C) 81 días de gestación y D) Neonato (115 días de gestación). 
 

A continuación, se estudió la hematopoyesis en función de los lóbulos hepáticos (Figura 

2). Aunque varios autores han descrito que durante el desarrollo embrionario el lóbulo 

hepático derecho posee una mayor actividad hematopoyética que el lóbulo izquierdo23, 

debido en parte al menos aporte de flujo sanguíneo24, en este estudio no se apreciaron 

diferencias significativas en cuanto a la formación y número de los focos 

hematopoyéticos. 
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Figura 2: Hematopoyesis fetal porcina en los distintos lóbulos hepáticos a los 72 días de 
gestación. A) Lóbulo izquierdo, B) Lóbulo central izquierdo, C) Lóbulo central derecho y D) 
Lóbulo central izquierdo. 

 

2. Descelularización de hígados porcinos 

Tras el proceso de descelularización de los hígados fetales y adultos porcinos se 

obtuvieron los scaffolds correspondientes, donde el parénquima hepático quedó 

totalmente transparente haciendo visible el árbol vascular (Figura 3).  

Tras la descelularización de los hígados porcinos fetales y adultos, las H&E mostraron 

una descelularización total del tejido. Como se puede observar en la Figura 4, no existen 

signos de presencia celular, aunque es posible observar varias estructuras vasculares. 

La cuantificación del DNA se llevó a cabo para evaluar la eficacia del proceso de 

descelularización de manera cuantitativa. En la Figura 5 se representa la cantidad de 

DNA (ng) obtenido por mg de muestra. De esta manera se observa, tanto en las muestras 

fetales como adultas, un descenso significativo de la cantidad de DNA en las muestras 

descelularizadas, obteniendo un 93,92% y 99,32% de descelularización en las muestras 

fetales y adultas, respectivamente (Figura 5). 
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Figura 3: Descelularización de hígados porcinos. A) Hígado fetal nativo, B) Hígado fetal 
descelularizado, C) y D) Hígado adulto descelularizado. 
 

 

 

               

                

Figura 4: H&E de los hígados porcinos descelularizados. A) y B) Hígado fetal, C) y D) Hígado 
adulto. 
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Figura 5: Cuantificación DNA. A) Muestras fetales, B) Muestras adultas y C) Porcentaje de 
descelularización. 

 

3. Estudio Proteómico 

El análisis proteómico de la ECM y de las proteínas asociadas a la ECM, conocidas 

colectivamente como el matrisoma, es una tarea desafiante debido a la complejidad 

inherente y la insolubilidad de estas proteínas. Tras la generación de la biblioteca 

espectral, se reportó la presencia de 233 proteínas en el hígado fetal porcino, mientras 

que 165 fueron identificadas en el adulto y 172 estuvieron presentes en ambas (Figura 

6). Tras el proceso de descelularización, 421 proteínas, 308 en el adulto y 313 en ambas 

matrices (Figura 7). En la Figura 8, 9 y10, se puede observar una comparación sobre la 

distinta presencia de proteínas entre las cuatro matrices. 

La presencia de más proteínas en las muestras descelularizadas en comparación con las 

nativas, puede ser debido a la inyección de menor material o a la presencia de 

contaminantes, lo cual puede obstaculizar la ionización de los péptidos debido a los 

efectos de competencia de carga, detectándose menos péptidos y por lo tanto, 

identificándose menos proteínas. 
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Figura 6: Número de proteínas identificadas en la ECM nativa porcina fetal (FTN) y adulta 

(ADN). 
 

 

Figura 7: Número de proteínas identificadas en la ECM descelularizadas porcina fetal (FT) y 
adulta (AD).  
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Figura 8: Comparación del número de proteínas entre las cuatro matrices. 
 

 

 

 

Figura 9: Análisis de componentes principales entre las cuatro matrices. AD: ECM adulta, ADN: 
ECM adulta nativa, FT: ECM fetal y FTN: ECM fetal nativa. 
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Figura 10: Análisis de componentes principales entre las ECM descelularizadas. AD: ECM adulta 
y FT: ECM fetal. 
 

 

Tras el estudio SWATH, se identificaron la presencia significativa (p<0,05) de 288 

proteínas en la ECM fetal descelularizada en comparación con la adulta. De esas 288 

proteínas 37 eran pertenecientes a la ECM (Tabla 2). Del mismo modo, se identificarán 

XXX proteínas de la ECM adulta descelularizada en comparación con la fetal. De esas 155 

proteínas, 27 son de la ECM (Tabla 3). 
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N. Proteína Función 

1 Collagen type XIV alpha 1 chain 
Proteína estructural 

2 Collagen type XXI alpha 1 chain 

3 Laminin subunit alpha 5 
Proteína especializada 

4 Laminin subunit beta 1 

5 Heparan sulfate proteoglycan 2 

Proteoglicano 
6 Biglycan 

7 Decorin 

8 Asporin 

9 Angiopoietin-like 6 
Factor de crecimiento 

10 Myeloid derived growth factor  

11 Transglutaminase 2 

Enzimas 

12 Peptidylprolyl isomerase 

13 Kynurenine aminotransferase 1 

14 Kynurenine aminotransferase 3 

15 Elastase, neutrophil expressed 

16 Aromatic-L-amino-acid decarboxylase 

17 Amine oxidase 
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18 Tubulointerstitial nephritis antigen like 1 

Otras 

19 EMILIN-1 

20 Multimerin-2 

21 Alpha-fetoprotein 

22 Nidogen-1  

23 Nidogen-2 

24 Fetuin-A y,  

25 Fetuin-B 

26 Azurocidin 

27 Microfibril associated protein 2 

28 C-X-C motif chemokine 

29 Nephronectin 

30 Latent transforming growth factor beta binding protein 1 

31 Fibrillin 2 

32 High mobility group protein B2 

33 Dermatopontin 

34 Pigment epithelium-derived factor 

35 Lectin, mannose binding 2 

36 Calcium-binding protein A9 (S100A9) 
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Tabla 2: Lista de proteínas identificadas con una presencia significativa (p<0,05) en la matriz porcina fetal descelularizada en comparación con la adulta.  

 

37 Resistin (Fragment) 

N. Proteína Función 

1 Collagen Type VI alpha-1 chain 

Proteína estructural 

2 Collagen type VI alpha 2 chain 

3 Collagen type VI alpha 3 chain 

4 Collagen type VI alpha 5 chain 

5 Collagen type VI alpha 6 chain 

6 Heparin binding growth factor Factor de crecimiento 

7 GDP-mannose 4,6-dehydratase 

Enzimas 
8 Glutathione peroxidase 

9 Sulfhydryl oxidase 

10 Serpin family F member 2 

11 Plasminogen 

Otras 12 Otogelin like 

13 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 
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Tabla 3: Lista de proteínas identificadas con una presencia significativa (p<0,05) en la matriz porcina fetal descelularizada en comparación con la adulta.  

 

 

14 Alpha-1-antitrypsin 

15 Apolipoprotein A-IV 

16 Apolipoprotein A-I 

17 Complement C3 

18 Alpha-2-macroblobulin 

19 Calcium binding protein 39 

20 Kininogen 1 

21 Olfactomedin-like protein 3 

22 Hemoglobin subunit beta 

23 Fibulin 5 

24 POSTN 

25 EGF-containing fibulin-like extracelular matrix protein 1 

26 Fibrinogen beta chain 

27 Joining chain of multimeric IgA and IgM 
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Tras la identificación se procedió al estudio individual de las 37 proteínas extracelulares 

presentes en la ECM fetal y no adulta y de las 27 proteínas extracelulares presentes en 

la ECM adulta y no en la fetal. Se realizó una revisión bibliográfica con el objetivo de 

analizar las funciones de estas proteínas y sus posibles implicaciones en la 

hematopoyesis fetal (véase Apéndice). 

Laminin subunit alpha 5 y Laminin subunit beta 1 

Las LN son una familia de proteínas heterotriméricas (α, β y γ) con enlaces disulfuro. La 

combinación de 11 subunidades caracterizadas (α1-α5, β1-β3 y γ1-γ3) da lugar a la 

generación de al menos 12 isoformas de LN distintas. Una característica principal de la 

molécula de LN es que puede actuar como fuertes sustratos adhesivos para muchos 

tipos celulares. En la BM ha sido demostrada la expresión de varias isoformas25. Ekblo 

et al. definieron la presencia de las LN-2 y LN-8 en la BM de ratón y rata, 

respectivamente26. Sin embargo, en la BM humana las LN-8/9 y la 10/1127 son las 

isoformas más abundantes sintetizadas por las células estromales, ya que se ha 

demostrado la presencia de las subunidades α4 y α5 y la ausencia de las α1, α2 y α328. 

Este mismo grupo demostró cómo preparaciones de la LN-10/11 no solo poseían 

interacciones de adhesión fuertes con líneas celulares humanas CD34+ sino que además, 

mostraron tener una actividad mitogénica sobre células progenitoras hematopoyéticas 

humanas28. Esta misma isoforma, presente también en la placenta humana, posee 

también en ese microambiente una fuerte adhesión por las células hematopoyéticas 

humanas26,29.  

Estos datos podrían relacionarse con la presencia de las cadenas α5 y β1 detectadas de 

manera significativa en el FL, las cuales junto con γ1 darían lugar a la LN-10. Por lo tanto, 

esta molécula podría crear diversas interacciones de adhesión con las células 

hematopoyéticas dando lugar a actividades mitogénicas sobre las mismas. Además, se 

ha visto como la línea celular progenitora hepática bipotencial, HepaRG, es capaz de 

secretar a la ECM la LN-10, la cual posee un gran papel sobre la especificación hepática30. 

De esta manera, esta proteína podría tener un doble papel en el FL ya que no solo 

apoyaría la diferenciación de los HB, sino que también actuaría sobre la expansión de 

las células hematopoyéticas. 
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C-X-C motif chemokine 

Las quimioquinas también como quimiotácticas son proteínas de pequeño tamaño y 

bajo peso molecular (8-14 kDa). Presentan una serie de características estructurales 

como su disposición tridimensional y la presencia de pares de residuos de cisteína 

unidos por puentes disulfuro. Las quimioquinas CXC se caracterizan por la presencia de 

un aminoácido entre las dos primeras cisteínas. Se han descrito hasta un total de 17 

quimioquinas CXC en mamíferos, las cuales se subdividen en dos categorías, aquellas 

con una secuencia de aminoácidos específica compuesta por ácido glutámico-leucina-

arginina inmediatamente antes de la primera cisteína del CXC motivo y aquellas sin dicha 

secuencia. Estas proteínas ejercen sus efectos biológicos mediante interacción con los 

correspondientes receptores transmembrana los cuales se encuentran unidos a 

proteínas G. Actualmente se conocen hasta 7 receptores denominados CXCR1-7. Se han 

descrito múltiples papeles de estas proteínas en el sistema hematopoyético como: 

CXCL1/CXCR2, en el reclutamiento y activación de los neutrófilos31,32; CXCL2/CXCR2, en 

la degranulación de neutrófilos y basófilos33; CXCL4/CXCR2, en el mantenimiento, 

supervivencia y autorrenovación de CMH/CMPH34; CXCL12/CXCR4, en el mantenimiento 

de la quiescencia de las HSC35,36 y en la migración de las HSC hacia la BM37. 

Sin embargo, aunque la base de datos no especifique de qué proteína CXC se trata, la 

presencia significativa de este tipo de proteínas en el FL, podría tener implicaciones en 

la hematopoyesis hepática fetal. 

 

Nidogen-1 y Nidogen-2  

Ambas proteínas pertenecen a una familia de glucoproteínas monoméricas sulfatadas 

localizadas en la lámina basal. Nidogen-1 es una pequeña molécula compuesta por tres 

dominios globulares. Posee una alta afinidad de unión por la LN-138 y por el COL IV39 . 

Por ello, Nidogen-1 podría servir como proteína de enlace, estabilizando de esta manera 

ciertas membranas basales. Nidogen-2 posee una homología del 46% con Nidogen-1 y 

una similar actividad de unión hacia el COL IV, sin embargo, la afinidad por la LN-1 es 

mucho menor40. Miosge et al. demostraron que ambas proteínas se encuentran de 

manera ubicua en la membrana basal bajo los epitelios en desarrollo de la mayoría de 

los principales órganos humanos41. En el caso específico del hígado, ambas proteínas se 
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localizaron a nivel de las triadas portales, de los vasos sanguíneos más grandes y del 

peritoneo en desarrollo, pero no los sinusoides41. Sin embargo, a pesar de la presencia 

de estas moléculas en el parénquima del hígado en desarrollo, no forman parte de la 

membrana basal. Esto hace pensar que estas proteínas podrían tener otras funciones 

distintas. En 2006, se demostró que la expresión de estas proteínas en el parénquima 

hepático podía encontrarse en hepatocitos, precursores de células estrelladas, células 

endoteliales y en células hematopoyéticas, la cual disminuía conforme lo hacía la 

hematopoyesis hepática42. 

Estos datos hacen pensar que estas proteínas podrían tener cierto papel en la regulación 

de la hematopoyesis fetal ya que su máxima expresión en el FL ocurre a la par que la 

hematopoyesis hepática fetal. 

 

Fetuin-A y Fetuin-B 

Fetuin-A es una glucoproteína producida por las células hepáticas, la cual está más 

presente en el suero fetal que en el adulto. Se trata de una proteína transportadora que 

forma complejos solubles con el calcio y fosfato43. En 1996 se puso de manifiesto la 

expresión de esta proteína en el desarrollo y en la maduración de los sistemas 

hematopoyéticos e inmunitarios desde la edad más temprana, presente en la matriz de 

ovejas44. A continuación, se corroboró la presencia de esta proteína sobre células del FL 

y bazo, las cuales fueron identificadas como progenitores hematopoyéticos, en los 

ganglios linfáticos como macrófagos y en la BM como monocitos/macrófagos44. 

Recientemente, esta proteína ha sido catalogada como un agente protector del daño 

hepático a través de la inhibición de la respuesta inflamatoria del hígado y de la 

apoptosis de los hepatocitos45. Fetuin-B, al igual que Fetuin-A, se trata de una proteína 

plasmática derivada del hígado, pero con distintas funciones. El estudio de su estructura 

reveló que poseía el dominio para la unión de calcio46. Sin embargo, diversos estudios 

genéticos han sugerido cierto papel en la biología tumoral47. Se ha demostrado que la 

deficiencia de esta proteína en ratones conduce y, por lo tanto, a la infertilidad 

femenina48. 

La expresión significativa de ambas proteínas en el FL podría estar relacionado con la 

hematopoyesis fetal. En el caso de la Fetuin-A esta podría actuar en la migración de las 
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HSC en los primeros estadios del desarrollo embrionario, ya que se le ha identificado en 

la ECM sobre los sistemas hematopoyéticos e inmunitarios en desarrollo y en 

maduración. Sin embargo, en el caso de la Fetuin-B aún no ha sido asociado ningún papel 

sobre la hematopoyesis hepática fetal. 

 

Protein S100  

Estas proteínas forman parte de una familia de proteínas de bajo peso molecular (10-12 

kDa). Se caracterizan por presentar dos sitios de unión a calcio y por tener una 

conformación de hélice-bucle-hélice. Estas proteínas son llamadas S100 a consecuencia 

de su solubilidad en una solución saturada al 100% con sulfato de amonio a pH neutro49. 

Se dividen en tres subgrupos en función de dónde ejercen sus efectos reguladores, 

intracelularmente, extracelularmente o ambos. Cada vez existen más pruebas de que la 

expresión alterada de estas proteínas está relacionada con diversos cánceres y 

comúnmente su expresión va asociada con la progresión del tumor50. Aunque la mayoría 

de los estudios describen los papeles extracelulares inflamatorios de estas proteínas, se 

ha sugerido que también podrían tener diversos efectos sobre las respuestas inmunes e 

inflamatorias intracelularmente51. 

Un ejemplo es la Calcium-binding protein A9 (S100A9). Se expresa en neutrófilos 

circulantes y monocitos y está ausente en los macrófagos y linfocitos de tejidos 

normales. Se localiza principalmente en el citoplasma, sin embargo, tras la elevación del 

calcio intracelular se trasloca al citoesqueleto y a la membrana plasmática52. La 

presencia de altos niveles esta proteína en el plasma se ha asociado a enfermedades 

como la fibrosis quística o la artritis reumatoide53. Newton and Hogg mostraron que esta 

proteína estimula la adhesión a neutrófilos54, promoviendo la actividad bactericida de 

los neutrófilos y aumentando la fagocitosis. Esta proteína junto a Calcium-binding 

protein A8 (S100A8) se encuentran altamente expresadas en células mieloides55, donde 

su expresión se encuentra modulada durante la mielopoyesis, caracterizada por niveles 

más bajos en los progenitores y niveles mayores en granulocitos y monocitos 

diferenciados56,57. Una vez secretada induce, a través de la interacción con los 

receptores como TLR4, una respuesta inmune inflamatoria58. Recientemente, Laouedj 

et al. demostraron que a través de la interacción con el receptor TLR4 se inducía la 
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diferenciación de las células de leucemia mieloide aguda, poniendo de esta manera de 

manifiesto su potencial terapéutico en este tipo de patología59. Recientemente, se ha 

demostrado que los monocitos/macrófagos presentes en un ambiente hepático 

metastásico inducen la expresión de ambas proteínas en células cancerosas, las cuales 

son esenciales para la migración e invasión de las células tumorales60. También se les ha 

atribuido cierto papel en las primeras etapas de la regeneración hepática, ya que su 

expresión se ve incrementada tras una hepatectomía parcial61. Se estudió la expresión 

de estas proteínas, además, sobre los distintos estadios del desarrollo embrionario, 

poniendo de manifiesto su mayor expresión se encuentra en el momento del 

nacimiento61. Estos hallazgos sugieren que estas proteínas podrían tener diversas 

funciones a lo largo del organismo.  

El papel más importante que a nosotros nos concierne sería el de su expresión durante 

la etapa fetal, alcanzando niveles máximos en el momento del nacimiento. Sin embargo, 

aunque se sabe la emigración de las HSC se produce de manera continua desde el FL a 

la BM, es más pronunciado en el momento del nacimiento22, por lo que estas proteínas 

podrían tener cierto papel en el migración de estas células a la BM. 

 

Resistin (Fragment) 

Su nombre se debe a la resistencia inicial observada a la insulina en ratones62. Por ello, 

se propuso como enlace entre la obesidad y la diabetes, sin embargo, se encuentra 

presente en otros procesos inflamatorios63. En humanos esta proteína, rica en residuos 

de cisteína, es principalmente secretada por MNC de PB, macrófagos y células de la 

BM64,65. Ha sido relacionada con el desarrollo de aterosclerosis y enfermedad 

cardiovascular, enfermedad del hígado graso no alcohólico, enfermedad reumática, 

asma, enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad renal crónica66,67. Aunque 

originalmente se describió como un factor que contribuye al desarrollo de la resistencia 

insulínica y diabetes, hoy en día sigue el debate sobre qué papel desempeña 

exactamente. Recientemente, los niveles en suero de esta proteína han sido propuestos 

como marcadores para la sensibilidad a la EPO en pacientes no diabéticos con 

hemodiálisis68. Estudios anteriores demostraron que el aumento en la concentración de 

esta proteína se producía en pacientes resistentes a la insulina69,70. Además, en 
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pacientes urémicos se producía una mejora de la anemia y una reversión a la resistencia 

a la insulina tras la administración de EPO71,72. Por lo que el tratamiento con EPO parecía 

participar en una reducción sobre la resistencia a la insulina y en un mejoramiento de 

estado crónico inflamatorio de pacientes con hemodiálisis73. El papel de esta proteína 

sobre las HSC no está del todo claro. Varias líneas de trabajo hacen indicar que posee 

cierto efecto sobre la eritropoyesis. Una de ellas se basa que en los niveles de esta 

proteína son más altos en el FL humano, BM adulta, UCB y células de PB, indicando que 

la distribución de esta proteína se correlaciona con una hematopoyesis normal, sin 

embargo, su nivel de expresión no pudo correlacionarse con la incidencia de leucemia74. 

Además, el tratamiento con G-CSF produce niveles significativamente más altos de esta 

proteína en suero75. Un efecto relacionado con la dosis de G-CSF podría ser la inhibición 

de eritropoyesis y, por lo tanto, el empeoramiento de la anemia76. 

Por lo tanto, podría existir una relación entre la secreción de esta proteína y el decline 

en la eritropoyesis y a la sensibilidad a la EPO. De esta manera, la presencia de esta 

proteína sobre el FL podría correlacionarse con el hecho de que el FL es el principal 

órgano fetal en el que se desarrolla la eritropoyesis74. 

 

Pigment epithelium-derived factor 

Se trata de una proteína multifuncional y aunque inicialmente fue descrita como una 

proteína con funciones neutrotópicas y anti-angiogénicas secretada por el epitelio 

pigmentario de la retina fetal humana77, actualmente se conoce su presencia en una 

gran variedad de órganos y tejidos tanto en condiciones normales como de 

enfermedad78,79. El tratamiento de HSC procedentes de UC con esta proteína reduce 

significativamente la apoptosis e incrementa la proliferación en medio sin suero, gracias 

a la expresión de p5380. Recientemente, sin embargo se ha descrito que esta proteína 

no posee un papel sobre la regulación de las HSC81, a pesar de su papel fundamental 

sobre la autorrenovación y diferenciación de otros tipos de celulares82,83. 

 

Alpha-fetoprotein 

Se trata de la mayor glucoproteína plasmática producida por el saco vitelino y el FL 

durante el desarrollo embrionario. Los niveles maternos alcanzan su máximo cerca del 
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final del primer trimestre, comienzan a disminuir en el periodo prenatal y disminuyen 

rápidamente tras el nacimiento, aunque se sigue produciendo pequeñas cantidades84. 

Elevados niveles de esta proteína se pueden dar en una gran variedad de situaciones 

clínicas, además del embarazo, como son los trastornos hepáticos84, por lo que se ha ido 

convertido en un buen biomarcador para el carcinoma hepatocelular85. En 2002 se 

demostró que esta proteína no era necesaria para el desarrollo embrionario en ratones, 

sin embargo, las hembras eran infértiles seguramente debido a una disfunción del 

sistema hipotalámico/hipofisario86. Bartha et al. pusieron de manifiesto que existía una 

significativa correlación entre esta proteína y el factor de crecimiento SCF en el líquido 

amniótico en las primeras etapas del embarazo, lo cual sugería que podría tener cierto 

papel en la hematopoyesis fetal87. Por su parte, es bien conocido el papel de SCF en la 

hematopoyesis, ya que desempeña un importante papel en el mantenimiento, 

regulación y migración de las HSC88. 

Por lo tanto, todo apunta a que esta proteína en el FL podría tener un papel sobre la 

hematopoyesis hepática fetal.  

 

Dermatopontin 

Se trata de una proteína extracelular con posibles funciones tanto en las interacciones 

célula-matriz como en el ensamblaje de la matriz89, ya que interactúa con el fibrinógeno 

y la fibrina. Se encuentra altamente expresada en la dermis donde posee un importante 

papel en la cicatrización de heridas concretamente durante la reepitelización 

promoviendo la migración de queratinocitos90. Además, puede modificar el 

comportamiento del factor de crecimiento TGF-β a través de la interacción con la 

decorin. Esta proteína se encuentra presente fuertemente en diversos tejidos como el 

hígado, riñón y bazo fetales y adultos humanos y débilmente en ovario y corazón. 

Además, podría estar relacionada con la carcinogénesis y la progresión del carcinoma 

hepatocelular a través de la posible interacción con TGF-β191. Se ha descrito que la 

adición de esta proteína como suplemento al cultivo mejora la clonogenicidad de las 

HSC ex vivo, cuando éstas son cultivadas en conjunto con las células estromales 

AFT02492. Recientemente, se ha identificado la presencia de esta proteína en BM 
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descelularizadas murinas revelando que podría jugar cierto papel en la adhesión de las 

HSPC93.  

Por lo tanto, aunque no existen referencias sobre su papel en el FL, los estudios de 

clonogenicidad sobre las HSC murinas92 así como su presencia en BM descelularizadas93, 

hace pensar que pueda tener un papel importante sobre la hematopoyesis hepática 

fetal. 

 

Angiopoietin-like 6 

Esta proteína pertenece a una familia cuya estructura es bastante similar a la 

Angiopoietin. Hasta la fecha se han descubierto 8 proteínas, donde la mayoría presenta 

funciones en el metabolismo de los lípidos y glucosa, inflamación, cáncer y 

hematopoiesis94-96. Por ejemplo, se ha descrito que la proteína angiopoietin-like 3 

respalda la actividad hematopoyética de las HSC en la BM murina97 o que la proteína 

angiopoietin-like 2 resulta en una expansión ex vivo de las HSC humanas98, al igual que 

angiopoietin-like 799. Akther et al. demostraron que las proteínas angiopoietin-like 1, 2, 

3, 4, 6 y 7 en combinación con otros factores de crecimiento estimulan la proliferación 

de las HSC murinas en cultivo100.  

Sin embargo, aunque hasta la fecha no haya sido descrito ningún papel de esta proteína 

sobre el FL todo apunta que puede tener un papel importante sobre la hematopoyesis 

hepática fetal. 

 

Transglutaminase 2 

Se trata de una enzima que pertenece a la familia de las transglutaminasas. Se encarga 

de catalizar la modificación postraduccional de las proteínas mediante la formación de 

enlaces isopeptídicos. Esta enzima es conocida por ser el autoantígeno en la enfermedad 

celíaca, sin embargo, también es conocida por ejercer otras funciones como en la 

apoptosis, diferenciación celular y en la estabilización de la ECM101. Siegel et al. 

demostraron que la mayoría de esta proteína extracelular es inactiva en condiciones 

fisiológicas normales tanto en cultivo celular como en in vivo102, sin embargo, es 

rápidamente activada en presencia de una herida102. La inactivación de la proteína 

puede ser debida al entorno oxidativo el cual conduce a la inactivación de su actividad 
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transamidasa, a la presencia de óxido nítrico o a la fosforilación de la proteína quinasa 

A de la proteína102. Por el contrario, las tiol reduactasas activan la actividad transamidasa 

de la proteína103. De esta manera, todos estos factores modula la actividad de la 

proteína104. La producción mitocondrial de especies reactivas de oxígeno (ROS) juega un 

papel en la diferenciación de las ES, por lo tanto, mientras que niveles bajos de ROS 

promueven el estado quiescente de las ES niveles altos inducen programas de 

proliferación y diferenciación105. Estudios en crustáceos, señalaron que una corta señal 

de ROS hace disminuir la actividad de la proteína extracelular en los tejidos 

hematopoyéticos, proporcionando un entorno adecuado para la diferenciación de las 

células precursoras hematopoyéticas106,107.  

Sin embargo, aunque hasta la fecha no haya sido descrito ningún papel de esta proteína 

sobre el FL, el mecanismo de acción de esta proteína sobre las células hematopoyéticas 

humanas podría seguir un mecanismo parecido a como ocurre en los crustáceos. 

 

Peptidylprolyl isomerase 

Estas enzimas catalizan la isomerización cis-trans de enlaces peptídicos unidos a restos 

de prolina sobre la cadena polipeptídica. Como ya se ha mencionado anteriormente, las 

HSC prefieren residir en nichos hipóxicos. Mantel et al. recolectaron y manipularon BM 

y UCB en condiciones de hipoxia (<3% O2), demostrando que la breve exposición al 

oxígeno ambiente (21% O2) disminuye la reactivación de las HSC con capacidad de 

autorrenovación a largo plazo (LT-HSC) y aumenta, por lo tanto, el número de células 

progenitoras. Este fenómeno es conocido como choque/estrés de oxígeno 

extrafisiológico108. Esto es debido a la producción de ROS y a la apertura de poros de la 

transición de la permeabilidad mitocondrial. Moléculas como la cyclophilin D 

(peptidylprolyl isomerase) aumentan esta permeabilidad mitocondrial disminuyendo el 

número de LT-HSC y aumentando el de HSC con capacidad de autorrenovación a corto 

plazo (ST-HSC). Confirmando de esta manera el papel principal del FL, que no es otro 

más que la expansión y diferenciación de HSPC109. 

De esta manera podría explicarse la relación entre la hematopoyesis fetal y la presencia 

significativa de estas enzimas en el hígado. 
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Amine oxidase 

Enzima que cataliza la desaminación oxidativa de muchas aminas mediante la formación 

del correspondiente grupo aldehído y la liberación de amoniaco y peróxido de 

hidrógeno. Actualmente, existe dos clases de Amine oxidase en función de la naturaleza 

del grupo prostético envuelvo en este mecanismo, ya sea una flavina o un ion de cobre. 

La actividad de estas proteínas puede estar relacionada con la producción de ROS, de tal 

manera que la producción de este metabolito podría proporcionar un entorno adecuado 

para la diferenciación de las células precursoras hematopoyéticas110,111. 

Sin embargo, aunque la base de datos no especifique de qué Amine oxidase se trata, la 

presencia significativa de este tipo de proteínas en el FL, podría tener implicaciones en 

la hematopoyesis hepática fetal como consecuencia de un aumento de ROS. 

 

Heparan sulfate proteoglycan 2 

Este proteoglicano se une a diversos componentes de la ECM y de la superficie celular 

como la LN o COL IV. Es sintetizado tanto por las células del endotelio vascular como del 

músculo liso. Es un componente clave de la ECM vascular, donde ayuda a mantener la 

función de la barrera endotelial. Además, también promueve la actividad de diversos 

factores de crecimiento con el objetivo de estimular el crecimiento endotelial y la 

regeneración112. Este proteoglicano es un importante componente del microambiente 

de los tejidos hematopoyéticos. Roberts et al. demostraron que GF como IL-3 y GM-CSF 

pueden presentarse de manera biológicamente a las células hematopoyéticas a través 

de esta proteína, lo cual podría ser un importante mecanismo entre la interacción de las 

células estromales y la hematopoyéticas113. Asimismo, se ha demostrado que la 

expresión de este proteoglicano se induce durante la diferenciación eritroide temprana 

de células madre hematopoyéticas multipotentes114. 

Por lo tanto, la expresión de este proteoglicano podría ser debido a la diferenciación 

eritroide que tiene lugar en el FL. 
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Biglycan 

Proteoglicano presente en casi todos los órganos del cuerpo, sin embargo, no posee una 

distribución uniforme dentro de ellos115. Se puede expresar tanto en la superficie celular 

como en la ECM donde es capaz de interactuar con moléculas como el COL o la EL116. 

Inicialmente esta proteína fue considerada como un mero componente estructural de 

la ECM, sin embargo, es capaz de interactuar y modular las funciones de diversos GF y 

citoquinas como TGF-β117, TNF-α118, BMP-2, 4 y 6119 o Wnt-1120. La capacidad de este 

proteoglicano por agrupar varios tipos de receptores hace aún más patente su compleja 

red de señalización121. Reflejo de su amplia expresión y función, ha sido involucrado en 

la participación de numerosas enfermedades humanas (diabetes, artritis reumatoide o 

esclerosis múltiple). Además, es conocido su papel en el sistema inmune innnato122, 

como regulador en la osteogénesis123 o en la estabilidad sináptica124. Este proteoglicano 

posee una alta expresión en los tejidos conectivos, incluido el hueso. Sin embargo, 

ratones con deficiencia en esta proteína mostraron reducciones significativas en el 

hueso trabecular y en los osteoblastos, no obstante no mostraron defectos en la 

hematopoyesis125. Induce además, la expresión de óxido nítrico sintasas, protegiendo 

así a las células de la hipoxia126. La expresión de esta molécula en la ECM se encuentra 

elevada en LT-HSC127. Sin embargo, cuando existe una lesión en la BM, la expresión de 

esta proteína se ve reducida siendo mayor en LT-HSC que en ST-HSC127.  

Sin embargo, aunque hasta la fecha no haya sido descrito ningún papel de esta proteína 

sobre la hematopoyesis fetal en el hígado, podría tener cierto papel en la proliferación 

hematopoyética. 

 

Decorin 

Se trata de un proteoglicano perteneciente a la familia de los proteoglicanos ricos en 

leucina. Se caracteriza por poseer una región rica en leucinas con una cadena de 

glicosaminoglicano, la cual bien puede ser de tipo condroitín sulfato o dermatán sulfato. 

Posee además una estructura muy semejante a la proteína biglycan. Se localiza 

principalmente en el tejido conectivo en asociación o “decorando” la fibrillas de COL I, 

de ahí su nombre. Además, hace de regulador de TGF-β1. En el caso del hígado, se sabe 

que la falta de esta proteína favorece el desarrollo de fibrosis hepática y retrasa el 
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proceso de curación como consecuencia de su involucración en la bioactividad de TGF-

β1128,129. Sin embargo, el aporte exógeno de esta proteína podría promover la 

regeneración hepática tras una hepatectomía parcial130. Recientemente, se ha 

identificado esta proteína como un regulador de la hematopoyesis, provocando cambios 

similares a los causados por Wnt3a131. 

Sin embargo, aunque hasta la fecha no haya sido descrito ningún papel de esta proteína 

sobre la hematopoyesis fetal en el hígado, podría tener cierto papel en la proliferación 

hematopoyética. 

 

Apolipoprotein A--I 

La Apolipoprotein A-I posee un papel específico en el metabolismo de los lípidos. 

Además, la disminución de esta proteína es un marcador sérico y tisular de la fibrosis 

hepática independientemente de la esteatosis y hepatitis alcohólica132. Por lo tanto, los 

niveles de esta proteína pueden reflejar la severidad de la enfermedad hepática133. 

Recientemente se ha demostrado que esta proteína suprime la proliferación de las 

HSPC134. Esta proteína se une al receptor HDL estimulando el transporte inverso del 

colesterol. En 2010, Yvan-Charvet et al. sugirieron que el colesterol HDL inhibía la 

proliferación de las HSC y HSPC, dando lugar a una leucocitosis y aterosclerosis 

acelerada135. Más tarde, se postuló que las partículas LDL y HDL tenían efectos opuestos 

sobre la proliferación y diferenciación de las HSPC134. Tras la infusión de la 

Apolipoprotein A-I en ratones, se observó una reducción en la frecuencia y proliferación 

de las HSPC en la BM in vivo134.  

Por lo tanto, la expresión significativa de esta molécula en el hígado adulto, podría tener 

un papel regulatorio negativo sobre la hematopoyesis. 

 

Complement C3 

Proteína del sistema inmune que juega un importante papel en el sistema del 

complemento contribuyendo a la inmunidad innata. La activación de C3 en respuesta a 

una daño en la BM, dan lugar a un aumento en la capacidad de respuesta de las HSPC a 

los gradientes de SDF-1, dirigiéndose al nivel de lesión136. Además, ejercen de regulador 

en la movilización de las HSPC desde la BM a la PB137. 
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Por lo tanto, la proteína Complement C3 podría tener también un cierto papel sobre la 

movilización de las células hematopoyéticas desde el FL hasta la BM, ya que se sabe que 

ejerce de papel regulador en la migración de las HSPC desde la BM a la BP137. 

 

POSTN 

Esta proteína funciona como un ligando de las integrinas alfa-V/beta-3 y alfa-V/beta-5, 

apoyando la adhesión y migración de las células epiteliales. Se ha asociado con la 

transición epitelio-mesenquimal en el cáncer y con la diferenciación del mesénquima en 

el corazón en desarrollo. En muchos cánceres, se une a las integrinas de las células 

cancerosas, activando diferentes vías de señalización que conducen a una mayor 

supervivencia celular, invasión, angiogénesis, metástasis y el tránsito transitorio 

epitelio-mesenquimal. Recientemente, se ha identificado a esta proteína como un 

regulador importante del ciclo celular de las HSC murinas adultas. La expresión de esta 

proteína por parte de los osteoblastos en la BM actúa como ligando de la integrina αvβ3, 

disminuyendo la producción de ST-HSC y aumentando la de LTC-HSC138. 

Por lo tanto, sería interesante estudiar el papel de esta molécula en el hígado para 

elucidar un poco más sobre la hematopoyesis fetal. 

Estas son las proteínas identificadas hasta en nuestros resultados con un papel conocido 

o potencial en la hematopoyesis del FL humano. 
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DISCUSIÓN  

El objetivo principal de la tesis es la recreación del microambiente hepático fetal 

humano, con el fin de conseguir una expansión hematopoyética tal y como ocurre 

durante el desarrollo fetal139. Así, se realizó un estudio proteómico sobre la ECM 

hepática fetal y adulta y se identificaron aquellas proteínas presentes, de manera 

significativa, en la matriz hepática fetal y no en la adulta, las cuales podrían tener 

implicaciones en la hematopoyesis fetal. 

Es conocido que el microambiente hematopoyético de la BM desempeña un papel 

fundamental sobre la regulación de la proliferación, diferenciación y migración de las 

células sanguíneas en desarrollo88,140,141. Una parte esencial de este microambiente está 

formado por su compleja ECM sintetizada por las células estromales no 

hematopoyéticas142,143, donde las glucoproteínas, proteoglicanos y las proteínas de la 

familia del COL están directamente implicadas en el control de la adhesión celular y la 

proliferación de las células hematopoyéticas en maduración144-148. Sin embargo, el 

microambiente hepático se encuentra mucho menos caracterizado. 

Aunque el estudio proteómico se ha realizado sobre una matriz porcina, los resultados 

van a ser extrapolados al humano debido a su gran similitud anatómica y fisiológica con 

los humanos. En 2012, Groene et al. publicaron en la revista Nature se publicó un estudio 

sobre la secuencia del genoma porcino, poniendo de manifiesto de esta manera el gran 

interés que existe de este animal como modelo de investigación149. Por ello, son 

excelentes organismos modelos para el estudio de diversas enfermedades humanas 

como la diabetes, fibrosis quística, algunos tipos de cáncer y trasplante de órganos. 

Además, se piensa que, en un futuro no muy lejano, podría llegar a convertirse en una 

fuente fundamental para el trasplante de órganos en humanos, especialmente de 

corazón e hígado. 

El estudio de la hematopoyesis porcina fetal refleja lo ya reportado en humanos22. A los 

60 días de gestación, lo cual correspondería al Estadio III en humanos, las células 

hematopoyéticas ocupan alrededor del 70% del parénquima hepático. En cambio, a los 

días 72 y 81 de gestación, Estadio IV en humanos, está caracterizada por una involución 

de la hematopoyesis, donde la distancia entre los distintos focos empieza a ser cada vez 
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mayor. El no haber estudiado todos los estadios hematopoyéticos se debe en gran 

medida a la dificultad para encontrar abortos involuntarios a esos días de gestación. Por 

esta razón, el estudio se centró en las últimas etapas del desarrollo fetal.  

Además, se estudió la hematopoyesis fetal en función de los lóbulos hepáticos. Es 

conocido que durante la etapa fetal, el principal aporte sanguíneo procede de la UV (80-

85 %), mientras que el resto procede de la PV (15-20 %)150. Barclay et al. sugirieron que 

la UV suministraba flujo sanguíneo a los lóbulos centrales e izquierdo del hígado, 

mientras que la PV lo hacía al lóbulo derecho en corderos. Más adelante fue planteado 

un patrón de flujo sanguíneo similar en fetos humanos151. Esto implicaría que el lóbulo 

derecho recibe menos oxígeno ya que la saturación de oxígeno venoso portal es solo 

alrededor del 30% en comparación con el de la UV (80 a 85%)24. En apoyo a esta 

afirmación se encuentra la observación de que durante el desarrollo embrionario, el 

lóbulo hepático derecho posee una mayor actividad hematopoyética que el lóbulo 

izquierdo23. Sin embargo, nosotros no apreciamos diferencias entre los distintos lóbulos 

porcinos (izquierdo, central izquierdo, central derecho y derecho) a los 72 días de 

gestación. El motivo puede ser debido a no haber utilizado unas muestras 

pertenecientes al Estadio III. 

El objetivo de este estudio era también estudiar qué proteínas de la ECM presentes en 

el hígado fetal podían tener ciertas implicaciones sobre la hematopoyesis fetal. Para ello, 

lo ideal habría sido coger las muestras en el momento donde la hematopoyesis fetal 

alcanza su culmen, es decir entre los días 40 y 64 de gestación. Sin embargo, como 

consecuencia de la escasa disponibilidad de estas muestras y de la fragilidad de la propia 

matriz, la descelularización era prácticamente imposible. Por ello, se eligió al final 

realizar el estudio sobre embriones de 72 días de gestación. En ellos, aunque la 

hematopoyesis se encuentra en una etapa de involución, se puede observar la presencia 

de bastantes focos hematopoyéticos (Figura 1). 

Con el proceso de descelularización de los hígados porcinos fetales y de los hígados 

porcinos adultos, se pretendía llevar a cabo la eliminación total de los compuestos 

celulares, preservando al máximo la composición y arquitectura de las ECMC nativas. 

Para ello, se decidió emplear dos tipos de protocolos en función de la naturaleza de las 

muestras, uno más suave para las muestras fetales y un método más agresivo para las 
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muestras adultas. De esta manera, las muestras fetales se descelularizaron con Tritón X-

100 y las adultas con SDS. La “potencia” de estos detergentes es distinta, pero fue el 

compromiso encontrado para poder descelularizar eficazmente estos órganos sin 

destruirlos debido al proceso de descelularización. 

Tras el proceso de descelularización de los hígados fetales y adultos porcinos se 

obtuvieron los scaffolds correspondientes, donde el parénquima hepático quedó 

totalmente transparente haciendo visible el árbol vascular. Además, las H&E de ambas 

muestras descelularizadas mostraron la no presencia celular de manera cualitativa. Sin 

embargo, tras la extracción y cuantificación del DNA, se pudo corroborar de manera 

cuantitativa la descelularización casi total de las muestras fetales (93,92 %) y adultas 

(99,32%) (Figura 5). 

A continuación, con las matrices obtenidas se llevó a cabo un estudio proteómico con el 

objetivo de poder identificar qué proteínas se encuentran presentes en la MEC fetal 

pueden tener un papel sobre la hematopoyesis fetal.  

Tras el estudio SWATH, se identificaron la presencia significativa (p<0,05) de 288 

proteínas en la ECM fetal descelularizada en comparación con la adulta. De esas 288 

proteínas 37 eran pertenecientes a la ECM (Tabla 1). Del mismo modo, se identificarán 

XXX proteínas de la ECM adulta descelularizada en comparación con la fetal. De esas 155 

proteínas, 27 son de la ECM (Tabla 2). 

Después de una extensa revisión bibliográfica sobre el papel de las proteínas detectadas 

en la hematopoyesis y eritropoyesis, se han encontrado algunas con papeles 

importantes.  

La presencia de las cadenas α5 (Laminin subunit alpha 5) y β1 (Laminin subunit beta 1) 

junto con γ1 podría dar lugar a la LN-10. De sobras es sabido el papel mitogénica que 

esta molécula ejerce sobre las células hematopoyéticas. Asimismo, se ha descrito que la 

línea celular progenitora hepática bipotencial, HepaRG, es capaz de secretar a la ECM 

LN-10, generando un gran efecto sobre la especificación hepática30. Por lo tanto, esta 

proteína podría tener un doble papel en el FL apoyando la diferenciación de los HB y la 

expansión de las células hematopoyéticas. 
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Se sabe que las quimioquinas CXC poseen un papel muy importante en el sistema 

hematopoyético, ya sea mediante su implicación en el mantenimiento y 

autorrenovación de las HSPC34, en el mantenimiento de la quiescencia de las HSC35,36 y 

en la migración hacia la BM37. Sin embargo, aunque la base de datos no especifique de 

qué proteína CXC se trata, la presencia significativa de este tipo de proteínas en el FL, 

podría tener implicaciones en la hematopoyesis hepática fetal.  

La expresión máxima de las glucoproteínas Nidogen-1 y Nidogen-2 en el FL con su 

posterior disminución a la par que la hematopoyesis hepática42, hace pensar que estas 

proteínas puedan tener cierto papel en la regulación de la hematopoyesis hepática fetal.  

La proteína Fetuin-A podría tener también cierto papel en la migración de las HSC en los 

primeros estadios del desarrollo embrionario, ya que se le ha identificado en la ECM 

sobre los sistemas hematopoyéticos e inmunitarios en desarrollo y maduración44. 

La proteína S100, Calcium-binding protein A9 (S100A9), posee niveles muy altos de 

expresión durante la etapa fetal, llegando a tener sus niveles máximos en el momento 

del nacimiento. No obstante, aunque se sabe la emigración de las HSC se produce de 

manera continua desde el hígado fetal a la BM, aunque es más pronunciado en el 

momento del nacimiento22, por lo que estas proteínas podrían tener cierto papel en el 

migración de estas células al FL, tal como tienen a la BM. 

No se conoce aún, pero podría existir una relación entre la secreción de la proteína 

Resistin, el decline en la eritropoyesis y la sensibilidad a la EPO. De esta manera, la 

presencia de esta proteína sobre el FL podría correlacionarse con el hecho de que el FL 

es el principal órgano fetal en el que se desarrolla la eritropoyesis74.  

La glicoproteína Alpha-fetoprotein posee una significativa correlación con el factor de 

crecimiento SCF durante las primeras etapas del embarazo en el líquido amniótico. De 

sobras es conocido el papel del factor de crecimiento SCF sobre el mantenimiento, 

regulación y migración de las HSC88. Esto sugirió que esta glucoproteína podría tener 

cierto papel en la hematopoyesis fetal87. Por lo tanto, todo apunta a que esta proteína 

en el FL podría tener un papel sobre la hematopoyesis hepática fetal. 

Aunque no existen referencias sobre el papel de Dermatopontin en el hígado fetal, los 

estudios de clonogenicidad sobre las CMH murinas92 y su presencia en BM 
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descelularizadas93, hace pensar que pueda tener un papel importante sobre la 

hematopoyesis hepática fetal. 

Es bastante importante el papel de las proteínas Angiopoietin-like sobre la 

hematopoiesis94-96. En el específico caso de la Angiopoietin-like 6, Akther et al. 

demostraron que en combinación con otros factores de crecimiento estimulan la 

proliferación de las HSC murinas en cultivo100. Sin embargo, aunque hasta la fecha no 

haya sido descrito ningún papel de esta proteína sobre el FL todo apunta que puede 

tener un papel importante sobre la hematopoyesis hepática.  

Similarmente, se ha puesto de manifiesto que la glucoproteína Microfibril associated 

protein 2 podría tener funciones discretas en la hematopoyesis, ya que la pérdida de la 

proteína no solo altera significativamente la masa ósea y su arquitectura, sino que 

ratones deficientes para esta proteína son neutropénicos152. Sin embargo, hasta ahora 

no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la hematopoyesis hepática fetal, 

lo que podrá dar la oportunidad de testarla en un futuro, visto que está presente en el 

FL. 

Estudios en crustáceos, señalaron que una corta señal de ROS hace disminuir la actividad 

de la proteína extracelular Transglutaminase 2 en los tejidos hematopoyéticos, 

proporcionando un entorno adecuado para la diferenciación de las células precursoras 

hematopoyéticas106,107. Por lo tanto, esta proteína podría jugar cierto papel 

promoviendo la quiescencia de las HSC en el FL. Además, Mantel et al. demostraron que 

la breve exposición al oxígeno ambiente disminuye la reactivación de las LT-HSC y 

aumenta, por lo tanto, el número de células progenitoras hematopoyéticas108. 

Moléculas como cyclophilin D (Peptidylprolyl isomerase) aumentan la producción de ROS 

debido a la apertura de poros de la transición de la permeabilidad mitocondrial, lo que 

desencadena una disminución del número de LT-HSC y un aumento de ST-HSC. Estos 

datos respaldarían el papel principal del hígado fetal que no es otro que la expansión y 

diferenciación de HSPC109. 

Las actividad de las Amine oxidase podría estar relacionado con la producción de ROS, 

de tal manera que la producción de este metabolito podría proporcionar un entorno 

adecuado para la diferenciación de las células precursoras hematopoyéticas110,111. Sin 
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embargo, aunque la base de datos no especifique de qué Amine oxidase se trata, la 

presencia significativa de este tipo de proteínas en el FL, podría tener implicaciones en 

la hematopoyesis hepática fetal como consecuencia de un aumento de ROS. 

Se sabe también que la expresión de Biglycan se encuentra elevada en LT-HSC127. Sin 

embargo, cuando existe una lesión en la BM, la expresión de esta proteína se ve reducida 

siendo mayor en LT-HSC que en ST-HSC127. Sin embargo, aunque hasta la fecha no haya 

sido descrito ningún papel de esta proteína sobre la hematopoyesis fetal en el hígado, 

podría tener cierto papel en la proliferación hematopoyética. 

Recientemente, se ha identificado a la proteína Decorin como un regulador de la 

hematopoyesis, provocando cambios similares a los causados por Wnt3a131. Sin 

embargo, aunque hasta la fecha no haya sido descrito ningún papel de esta proteína 

sobre la hematopoyesis fetal en el hígado, podría tener cierto papel en la proliferación 

hematopoyética. 

El proteoglicano Heparan sulfate proteoglycan 2 podría representar no solo un 

importante mecanismo de interacción entre las células estromales y las células 

hematopoyéticas113, sino también un marcador de síntesis eritropoyética, ya que se ha 

demostrado que se induce su expresión durante la diferenciación eritroide temprana de 

células madre hematopoyéticas multipotentes114. De esta manera, la expresión de este 

proteoglicano podría estar relacionado con la diferenciación eritroide que tiene lugar en 

el FL. 

En el caso de la Apolipoprotein A-I se ha demostrado recientemente que suprime la 

proliferación de las HSPC134. Se une al receptor HDL estimulando el transporte inverso 

del colesterol. En 2010, Yvan-Charvet et al. sugirieron que el colesterol HDL inhibía la 

proliferación de las HSC y HSPC, dando lugar a una leucocitosis y aterosclerosis 

acelerada135. Más tarde, se postuló que las partículas LDL y HDL tenían efectos opuestos 

sobre la proliferación y diferenciación de las HSPC134. Tras la infusión de la 

Apolipoprotein A-I en ratones, se observó una reducción en la frecuencia y proliferación 

de las HSPC en la BM in vivo134. Por lo tanto, la expresión significativa de esta molécula 

en el hígado adulto, podría tener un papel regulatorio negativo sobre la hematopoyesis. 
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La proteína Complement C3 podría tener cierta importante en la movilización desde el 

FL hasta la BM de las células hematopoyéticas, ya que se sabe que ejerce de papel 

regulador en la migración de las HSPC desde la BM a la BP137. 

Recientemente, la proteína Periostin ha sido asociada a la disminución de la producción 

de ST-HSC y al aumento en la de LT-HSC, mediante interacción con el ligando αvβ3138. 

Por lo tanto, sería interesante estudiar el papel de esta molécula en el hígado para 

elucidar un poco más sobre la hematopoyesis fetal. 

Así siendo, y porque estas han sido las proteínas identificadas como teniendo una 

participación o relación con la hematopoyesis, es fundamental testar en un futuro 

próximo el verdadero papel que estas proteínas pueden tener individualmente en la 

hematopoyesis y eritropoyesis fetal humana con experimentos de expansión y 

diferenciación de HSPC. Finalmente, el uso de estos scaffolds fetales permitirá generar 

un microambiente más aproximado o similar al del hígado fetal humano, con posibles 

implicaciones directas en la investigación y terapia con HSPC. 

 

 



Capítulo 1 

127 
 

CONCLUSIONES 

1. El estudio de la hematopoyesis porcina reflejó lo ya reportado en la hematopoyesis 

humana. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre lóbulos tal y 

como ocurre en el humano. 

2. La descelularización de hígados porcinos fetales y adultos se llevó a cabo de manera 

satisfactoria, eliminado casi toda presencia de material genético. 

3. El estudio proteómico de las ECM fetales y adultas demostró la presencia significativa 

de diversas proteínas las cuales podrían tener diversas implicaciones sobre la 

hematopoyesis fetal. 
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INTRODUCCIÓN 

El hígado es la glándula interna más grande del cuerpo y uno de los órganos más 

importantes en la homeostasis, ya que es el encargado de muchas funciones 

metabólicas exocrinas y endocrinas. Entre ellas, es responsable de la desintoxicación y 

eliminación de una gran variedad de sustancias, de la regulación de los niveles de 

glucosa, del mantenimiento de la homeostasis sanguínea y de la producción de muchos 

productos, incluidos lípidos, proteínas, vitaminas y carbohidratos.  

Además de esto, el hígado posee una capacidad regenerativa única, pudiendo regenerar 

la mayor parte de su función después de haber perdido hasta tres cuartas partes de su 

masa como resultado de una hepatectomía parcial o de una lesión tóxica. Sin embargo, 

en pacientes gravemente enfermos con una enfermedad hepática terminal, esta 

capacidad de regeneración se encuentra muy limitada, y el trasplante de hígado se 

convierte en la única solución. Esto también es aplicable a pacientes con cirrosis 

descompensada, carcinoma hepatocelular, errores congénitos del metabolismo e 

insuficiencia hepática fulminante. Sin embargo, hoy en día el número de pacientes que 

esperan un trasplante de hígado excede al número de trasplantes realizados.  

Por ello, actualmente se está considerando el trasplante de hepatocitos o de células 

madre/progenitoras hepáticas como una posible alternativa al trasplante de hígado, lo 

cual ha demostrado ser eficaz en estudios preclínicos con modelos animales1,2. Sin 

embargo, aislar y expandir hepatocitos in vitro no es nada fácil, ya que éstos terminan 

sufriendo un proceso denominado desdiferenciación. Los HB son progenitores hepáticos 

bipotenciales con una alta capacidad proliferativa. Son considerados como una fuente 

celular potencialmente valiosa tanto en medicina regenerativa como en el cribado de 

fármacos para el tratamiento de enfermedades hepáticas graves. Sin embargo, la 

inducción de la proliferación de estas células es bastante difícil ex vivo así como su 

acceso es bastante limitado a partir de tejido donado. Por este motivo, las PSC humanas 

se definen actualmente como una fuente renovable prometedora para cualquier tipo de 

célula adulta, y la generación de HB y otras SC. 

Aunque, poco a poco se han ido logrando pequeños progresos en cuanto a la generación 

de hepatocitos a partir de PSC humanas3-8, todavía sigue siendo un desafío el mantener, 
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en condiciones definidas, el fenotipo de las células madre/progenitoras hepáticas que 

se generan durante la diferenciación de PSC humanas. En el caso de los HB, Turner et al. 

consiguieron mantener el fenotipo de los HB humanos a través de su cultivo en 

hidrogeles de hialuronano9. Descubrieron que los HB expresaban receptores para esta 

molécula procedentes de la ECM, por lo que se convirtió en un ideal candidato para la 

expansión y/o diferenciación de progenitores hepáticos. Sin embargo, debido tanto al 

acceso limitado a los HB humanos como a los problemas generados a consecuencia de 

su mantenimiento y propagación, la diferenciación de células PSC humanas en 

progenitores bipotenciales hepáticos proporciona una solución más factible. En 2009 

fueron generados, por primera vez, células progenitoras hepáticas derivadas de ESC10. 

A través de la activación de las rutas FGF y BMP, la purificación de N-cadherina y el co-

cultivo con células alimentadoras, dio lugar a colonias progenitoras hepáticas, las cuales 

tenían un potencial de proliferación de más de 100 días. Además, co-expresaban AFP y 

CK17 y poseían la capacidad de diferenciarse en células similares a hepatocitos y a 

colangiocitos. Mitsuru et al. desarrollaron un método para inducir el fenotipo 

característico de los HB mediante la expresión del gen HEX, esencial para la 

diferenciación hepática11. Para ello, transduccieron células ESC e iPSC con un 

adenovirus, de tal manera, que al día 9 estas células eran capaces de expresar AFP y ALB 

al día 12, así como varias isoenzimas del citocromo P45011. Zhang et al. propusieron otro 

enfoque distinto centrado en el uso de pequeñas moléculas12. Generaron HB a partir de 

ESC, los cuales podían ser mantenidos en cultivo y diferenciados, a posteriori, en 

hepatocitos y en colangiocitos12. Por su parte, otros investigadores consiguieron 

expandir HB procedentes de PSC humanas a través de su cultivo en LN-11113. 

Consiguieron que durante tres meses estos progenitores hepáticos se expandieran, 

manteniendo la capacidad de diferenciación a hepatocitos y colangiocitos13. Por su 

parte, Ludovic Vallier et al. publicaron en 2015 un protocolo para la diferenciación 

directa de PSC humanas en colangiocitos14. Éstas mostraron características funcionales 

propias de los colangiocitos como la transferencia de ácido biliares, la actividad fosfatasa 

alcalina, la actividad de γ-glutamil-transpeptidasa así como respuestas fisiológicas a la 

secretina, la somatostatina y el VEGF14. 



Capítulo 2 

141 
 

Sin embargo, los protocolos actuales para la producción de HB a partir de células ESC in 

vitro, conllevan el uso de capas alimentadoras, transducciones virales o formulaciones 

de medios muy complejas. También se desconoce el perfil de expresión de los HB 

generados a partir de PSC humanas en factores de crecimiento que soporten las células 

hematopoyéticas. 
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OBJETIVOS 

Por lo tanto, los objetivos de ese capítulo son: 

1- Generación de HB a partir de ESC humanas. 

2- Expansión y caracterización de los HB humanos in vitro generados a partir de ESC 

humanas. 

3- Caracterización de la capacidad bipotencial de los HB generados a partir de las 

ESC humanas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Diferenciación de las ES4 en HB 

Para llevar a cabo la diferenciación de las ESC en HB humanos se empleó una adaptación 

del protocolo de Mallanna y Duncan15. Se emplearon ESC procedentes del Banco 

Nacional de Líneas Celulares del Instituto de Salud Carlos III denominadas ES4, y 

previamente aprobadas para el uso en este proyecto por la Comisión de Garantías del 

Instituto de Salud Carlos III. 

1.1 Expansión de las ES4 

Las ES4 se expandieron en medio de cultivo cGMP mTeSRTM1 (StemCell Tecnhologies, 

85850). Una vez confluente el cultivo (60-70%) se trataron con releSR (StemCell 

Technologies, 05872) durante 2 min a 37˚C. Finalmente, la suspensión celular se 

traspasó a una nueva placa de cultivo, tratada previamente con Matrigel (MG) 1:40 

(Corning, 354234), en una dilución 1:6-1:15. 

 

1.2 Protocolo de diferenciación de las ES4 en HB 

Para llevar a cabo la diferenciación de las ES4 en HB, primero las células se diferenciaron 

a endodermo definitivo, después a endodermo hepático y finalmente a progenitor 

hepático15 (Figura 1). Para comenzar la diferenciación es necesario partir de un cultivo 

al 80% de confluencia en el cual no haya ningún signo de diferenciación. 

Reactivos: 

 Medio día 1-2 

Advanced RPMI 1640 (Gibco, 12633), 1% (v/v) P/S (Sigma, P0781), 2 mM L-

Glutamina (Sigma, G7513), 1% (v/v) B27 (sin insulina) (Gibco, A1895601), 100 

ng/mL Activina A (Peprotech, 120-14P), 10 ng/mL BMP4 (Peprotech, 120-05), 20 

ng/mL FGF-2 (Peprotech, 100-18B).  

 Medio día 3-4-5 

Advanced RPMI 1640, 1% (v/v) B27 (sin insulina), 100 ng/mL Activina A, 1% (v/v) 

P/S, 2 mM L-Glutamina. 
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 Medio día 6-7-8-9-10 

Advanced RPMI 1640, 1% (v/v) P/S, 2 mM L-Glutamina, 1% (v/v) B27 (con 

insulina) (Gibco, 17504044), 20 ng/mL BMP-4, 10 ng/mL FGF-2.  

 Medio día 11-12-13-14-15 

Advanced RPMI 1640, 1% (v/v) P/S, 2 mM L-Glutamina, 1% (v/v) B27 (con 

insulina), 20 ng/mL HGF (Peprotech, 100-39).  

Medio día 16-17-18-19-20 

Advanced RPMI 1640, 1% (v/v) P/S, 2 mM L-Glutamina, 1% (v/v) B27 (con 

insulina), 0,1 µM Dexametasona (Peprotech, 100-39), 20 ng/mL EGF (Peprotech, 

AF-100-15), 20 ng/mL HGF, 20 ng/mL Oncostatina M (Sigma, D4902). 

Se trataron las células con Acutasa (Sigma, A6964) durante 4 min a 37˚C. A continuación 

se neutralizaron y se centrifugó a 200xg 3 min a RT. Se realizó un recuento celular y se 

sembraron alrededor de 1,4 millones de células en una placa de 6 pocillos (Sigma, 

SIAL0506), y/o 125.000 células en una placa de 48 pocillos (Biolite, 130187), 

previamente tratadas con MG. El cultivo se dejó durante 24 h a 37˚C, 4% O2/5% CO2 (Día 

0) en medio cGMP mTeSRTM1 suplementado con 2 μM Thiazovivin (Tocris, 3485) para 

aumentar la viabilidad celular. Durante los días 1-2-3-4-5, se cambió el medio 

diariamente en normoxia, mientras que el resto de días de diferenciación se realizó en 

hipoxia hasta el día 16. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representación esquemática del protocolo de diferenciación. 
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1.3 Almacenamiento de los HB derivados de las ES4 

Los HB obtenidos tras el protocolo de diferenciación se congelaron en una solución 

comercial (Promocell, C-29912) a -80˚C. Tras 24 h, se almacenaron en nitrógeno líquido. 

 

2. Expansión de los HB derivados de las ES4 

2.1 Expansión de los HB humanos derivados de las ES4 

Los HB obtenidos tras los 16 días de diferenciación se sembraron en un gel de MG como 

previamente se había descrito16,17. 

Reactivos: 

Medio de expansión (EM) 

Advanced DMEM 12 (Gibco, 12634), 1% (v/v) P/S, 2 mM L-Glutamina, 10 mM 

Hepes (Sigma, H0887), 1% (v/v) B27 (con insulina), 1x N2 (Gibco, 17502001), 1 

mM Nicotinamida (Sigma, N0636), 30% Medio condicionado R-Spondin 1, 10 µM 

Thiazovivina (Tocris, 3485), 1,25 mM N-acetil-L-cisteína (Sigma, A7250), 5 µM 

A8301 (Tocris, 2939), 10 µM Forskolin (Selleckchem, S2449), 100 ng/mL FGF-10 

(Peprotech, 100-26), 50 ng/mL EGF, 25 ng/mL HGF, 10 nM Gastrina (Eurogentec, 

AS-64149).  

EL cultivo se trató con Tryple Express (Gibco, 12605028) durante 5 min a 37˚C. Se 

neutralizó con Advanced DMEM y se centrifugó a 200xg 3 min. A continuación, se 

resuspendió el pellet celular en MG con factores de crecimiento reducidos (MG GFR) 

(Corning, 354230) y se sembraron 50 µL de la suspensión en una placa de 24 pocillos 

(Biolite, 930186). Se dejó solidificar el MG durante 15 min a 37˚C y se añadieron 500 µL 

de EM. Cada dos días se procedió al cambio de medio fresco. 

Una vez confluente el cultivo, aproximadamente a los 7 días, se procedió al pasaje de las 

células. Para ello, se añadió Advanced DMEM F12 frío sobre el cultivo y se diluyó hasta 

un volumen final de 10 mL. Se centrifugó a 200xg 5 min a 4˚C y se añadió nuevamente 

Advanced DMEM frío para seguir diluyendo el MG. Se centrifugó y se procedió a la 

disgregación celular pipeteando entre 40x-50x. Finalmente, se retiró al máximo el 

sobrenadante, se resuspendió el pellet con MG GFR y se sembraron 50 µL de la 
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suspensión en una placa de 24 pocillos. Se dejó solidificar el MG durante 15 min a 37˚C 

y se añadieron 500 µL de EM. Cada dos días se procedió al cambio de medio fresco. 

 

2.2 Almacenamiento de los HB humanos derivados de las ES4 

Los HB expandidos se congelaron diferenciación se congelaron en una solución 

comercial a -80˚C. Tras 24 h, se almacenaron en nitrógeno líquido. 

 

3. Caracterización de los HB derivados de las ES4 

Los HB obtenidos tras los 16 días de diferenciación se caracterizaron mediante reacción 

en cadena reversa de la transcripción polimerasa (RT-PCR), citometría de flujo (FC) e 

inmunofluorescencia (IF). 

3.1 Caracterización de los HB por RT-PCR 

En cada etapa del proceso de diferenciación (día 1, día 3, día 6, día 11, día 16 y día 21) 

se recogieron 200.000-300.000 células para su análisis mediante RT-PCR. 

 

Extracción y cuantificación del RNA 

Se añadió Trizol (Invitrogen, 15596026) y con una aguja de 25G (Braun, 300600) se 

procedió a la disgregación celular. La extracción del ácido ribonucleico (RNA) se llevó a 

cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA obtenido se cuantificó en el 

Nanodrop y a continuación se almacenó a -80˚C. El ratio 260/280 de las absorbancias 

obtenidas a 260 nm y 280 nm indican la pureza del RNA obtenido y el valor del ratio 

260/280 debe estar entre 2,0 y 2,2. Como control de pluripotencia de las ES4, se realizó 

también una caracterización inicial de las células. 

 

Síntesis cDNA 

La síntesis del ácido desoxirribonucleico complementario (cDNA) a partir de RNA se llevó 

a cabo a partir de 150 ng de RNA a través de una SuperMix (Biotool, B24408) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. A continuación, las muestras se cargaron en el 

Termociclador VeritiTM (Thermo Fisher, 4375305) siguiendo el programa del fabricante. 
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RT-PCR 

La RT-PCR se llevó a cabo mediante el uso de una Super Master Mix (Biotool, B46018) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, las muestras se cargaron en 

el termociclador (Termociclador VeritiTM, Thermo Fisher) siguiendo el programa del 

fabricante. Los cebadores empleados se muestran en la Tabla 1. 

 

Nombre Secuencia Tm (˚C) Amplicón (pb) 

Oct4 
F: GTGTTCAGCCAAAAGACCATCT 

R: GGCCTGCATGAGGGTTTCT 
60 420 

Rex1 
F: ACATGACAGGCAAGAAGCTTCCGC 

R: GAGCCCGGATCCTACTTTCCCTCTTGTTCATTCTT 
60 156 

Fox2 
F: CACCACTACGCCTTCAACC 

R: GGTAGTAGGAGGTATCTGCGG 
62 235 

GATA4 
F: CCACAAGGCTATGCGTCTC 

R: CTTCTTTGCTATCCTCCAAGTC 
56 172 

HNF4α 
F: GTACTCCTGCAGATTTAGCC 

R: CTGTCCTCATAGCTTGACCT 
56 162 

ALB 
F: AGTGGGCAGCAAATGTTGTAAAC 

R: TCAGGACCACGGATAGATAGTCTTC 
60 77 

AFP 
F: GATGAAACATATGTCCCTCCTG 

R: ATGAGAAACTCTTGCTTCATCG 
60 110 

CYP3A4 
F: TGATGGTCAACAGCCTGTGCTGG 

R: CCACTGGACCAAAAGGCCTCCG 
60 110 

CYP2C9 
F: TGAAAGCTTGGAAAACACTGCA 

R: GCATATCTCAGGGTTGTGCTTG 
60 75 

SULT 
F: CCAGTTATTCCCCAAGTCTTTCT 

R: AAACATCTCTGGGATTTCTCATGAG 
60 74 

GAPDH 
F: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

R: GAAGATGGTGATGGGATTC 
55 226 

 

Tabla 1: Lista de cebadores. 
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Los productos de PCR se separaron mediante un gel de Agarosa (Invitrogen, 15510-027) 

al 2% y se tiñeron con SybrSafe (Invitrogen, s33102). 

Asimismo se llevó a cabo el estudio del marcador extracelular LGR5 (Tabla 2). Para ello, 

se recogieron células desde el día de diferenciación 12 hasta el día 21, con el estudiar la 

expresión de LRG5 en función de los días de diferenciación. 

 

Nombre Secuencia Tm (˚C) Amplicón (pb) 

LGR5 
F: GACTTTAACTGGAGCACAGA 

R: AGCTTTATTAGGGATGGCAA 
55 282 

 

 

Tabla 2: Lista de cebadores. 
 

3.2 Caracterización de los HB por FC 

Para el análisis de los HB mediante FC, se llevó a cabo el análisis de los marcadores 

EpCAM, ALB y AFP a los 16 días de diferenciación.  

Reactivos: 

Tampón de citometría 

DPBS (Sigma, D8537), 2% FBS (Gibco, 10270106). Almacenar a 4˚C.  

El cultivo se trató con Tryple Express (véase sección 2.1), se realizó un recuento celular 

y se repartieron alrededor de 150.000 células por condición. Se lavó con el tampón de 

citometría y en 50 µL del mismo se añadió el anticuerpo primario (Tabla 3) durante 1h a 

4˚C. Se lavaron las muestras con el tampón de citometría y se añadieron los anticuerpos 

secundarios (Tabla 3) en 50 µL de mismo durante 30 min a 4˚C. Finalmente, se lavaron 

las muestras y se resuspendieron en 200 µL de tampón de citometría con 0,5 µL de Sytox 

(Molecular Probes, S11341). Las muestras se analizaron en un citómetro de flujo 

(FACSAria, BD). Se realizaron también los isotipos correspondientes. 
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Anticuerpo Casa Comercial Dilución 

EpCAM Santa Cruz Biotechnology, sc-66020 1:50 

AFP Invitrogen, PA5-16658 1:20 

ALB Santa Cruz Biotechnology, sc-46293 0,5:50 

Alexa Fluor 488 Molecular Probes, A11029 0,5:50 

Alexa Fluor 568 Molecular Probes, A11036 0,5:50 

Isotipo PE/FITC BD, 349526 5:50 

Isotipo APC BD, 345818 2,5:50 
 

Tabla 3: Lista de anticuerpos. 
 

 

1.  

2.  

3.3 Caracterización de los HB por IF 

Para el análisis de los HB mediante IF, se llevó a cabo el análisis de los marcadores 

EpCAM, CK19, ALB y AFP. 

Fijación y procesamiento 

Se añadió Advanced DMEM F12 frío para retirar las células de la placa de cultivo 

añadiendo y se centrifugaron a 60xg 5 min a 4˚C. Se fijaron con PFA al 4% + 0,1% Eosina 

durante 1 h a RT y con Etanol 70% durante 24 h a RT. Al día siguiente, se retiró el Etanol 

y se añadió Etanol 96% + 0,1% Eosina. A los 30 min se retiró y se procedió a la 

deshidratación de la muestra siguiendo la secuencia: Etanol 100˚ 20 min dos veces, 

Etanol 100˚ + 0,1% Eosina 20 min, n-Butanol (Merck, 1310821611) 20 min dos veces y 

Parafina 20 min a 60˚C tres veces. Finalmente, las células fueron embebidas en Parafina 

y montadas en un cassette. Las muestras se cortaron con un grosor de 3 µm en un 

micrótomo. 

 

Inmunofluorescencia 

Las muestras se desparafinaron siguiendo la secuencia: Xileno 5 min dos veces, Etanol 

100˚ 5 min, Etanol 96˚ 5 min, Etanol 70˚ 5 min. Se trataron con una solución de 

recuperación de antígenos (Dako, S1699) durante 30 min a 98˚C y con Boro hidruro de 

sodio (Thermo Fisher, s/2560/48), al 0,1% en PBS durante 10 min para reducir la 
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autofluorescencia producida por la propia muestra. Se bloqueó con la Solución de 

Bloqueo (Dako, X0909) durante 1 h a RT y se incubaron las muestras con los anticuerpos 

primarios (Tabla 4) diluidos en la Solución de Bloqueo durante 24 h a 4˚C en una cámara 

húmeda para evitar la evaporación. Al día siguiente, las muestras se incubaron con los 

anticuerpos secundarios (Tabla 4) diluidos en la Solución de Bloqueo durante 1 h a RT y 

se montaron con Medio de montaje (VectorLabs, H-1400) + 1:1000 DAPI (Sigma, D9542). 

Las muestras se analizaron en un microscopio invertido de fluorescencia (IX81, 

Olympus). 

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución 

EpCAM Santa Cruz Biotechnology, sc-25308 1:250 

CK19 Máster Diagnóstica, MAD-002163KD-3 Listo para usar 

AFP Invitrogen, PA5-16658 1:250 

ALB Santa Cruz Biotechnology, sc-46293 1:250 

Alexa Fluor 488 Molecular Probes, A11029 1:400 

Alexa Fluor 568 Molecular Probes, A11036 1:400 
 

Tabla 4: Lista de anticuerpos. 

 

4. Diferenciación Hepatocítica y Colangiocítica de los HB derivados de las ES4 

Para demostrar la capacidad bipotencial de los HB generados a partir de las ESC 

humanas, se llevó a cabo la diferenciación hacia el linaje hepatocítico y al colangiocítico. 

4.1 Diferenciación Hepatocítica 

Reactivos: 

 Medio de expansión (EM) (véase sección 2.1) 

Medio de diferenciación hepatocítica (HDM) 

Advanced DMEM 12, 1% (v/v) P/S, 2 mM L-Glutamina, 10 mM Hepes, 1% (v/v) 

B27 (con insulina), 1% (v/v) N2, 1,25 mM N-acetil-L-cisteína, 5 µM A8301, 50 

ng/mL EGF, 25 ng/mL HGF, 10 nM Gastrina, 30 µM Dexametasona.  
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Se expandieron los HB (véase sección 2.1). Una semana antes de comenzar la 

diferenciación hepatocítica, se añadió 25 ng/mL BMP7 al ME. Al día 0 de comenzar la 

diferenciación, las células se pasaron 1:1 (véase sección 2.1) y se embebieron en MG 

GFR. Por placa de 24 pocillos se sembraron 50 µL de la suspensión. Se dejó solidificar el 

MG durante 15 min a 37˚C y se añadieron 500 µL de HDM. Cada dos días se procedió al 

cambio de medio fresco. 

Análisis de la función hepatocítica 

Al séptimo día de la diferenciación, las células fueron recolectadas para llevar a cabo el 

análisis de la función hepatocítica mediante RT-PCR (véase sección 3.1) y mediante 

medición enzimática. Para la medición enzimática, se lisaron las células con Agua miliQ 

y se llevó a cabo el análisis de la Amino aspartato transferasa (ALAT), Alanina 

aminotransferasa (ASAT), Lactato deshidrogenasa (LDH), Glutamato deshidrogenasa 

(GLDH), ALB y proteína total siguiendo las instrucciones del fabricante. Las medidas se 

realizaron en DxC-600 Beckman (Beckman Coulter). Los valores obtenidos fueron 

corregidos en función del nivel de proteína total. 
 

 

 

5.2 Diferenciación Colangiocítica 

Reactivos: 

 Medio de expansión (véase sección 2.1) 

Medio de diferenciación colangiocítica (CDM) 

Advanced DMEM 12, 1% (v/v) P/S, 2 mM L-Glutamina, 1 mM Hepes, 1x ITS 

(Gibco, 51500056), 1x B27 (con insulina), 1,25 mM N-acetil-L-cisteína, 5 µM 

A8301, 50 ng/mL EGF, 25 ng/mL HGF, 10 nM Gastrina, 30% Medio condicionado 

R-Spondin 1. 

Gel Colágeno I/Matrigel 

El stock de COL I se diluye a 1,2 mg/mL con Medio 199 10x (Gibco, 21180) y se 

equilibra el pH con Hidróxido de Sodio 1 M. La mezcla COL I/MG está formada 

por un 40% de COL I (BD, 354236) y por un 60% de MG GFR. Trabajar a 4˚C. 
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Se expandieron los HB (véase sección 2.1). Al día 0 de comenzar la diferenciación, las 

células se pasaron 1:2 (véase sección 2.1) y se embebieron en COL I /MG. Por placa de 

24 pocillos se sembraron 40 µL de la suspensión. Se dejó solidificar durante 1 h a 37˚C y 

se añadieron 500 µL de CDM. Cada dos días se procedió al cambio de medio fresco. 

Análisis de la función colangiocítica 

Al séptimo día, se recolectaron las células. Se procedió a la fijación, procesamiento, 

tinción con H&E e IF de las células (véase sección 3.3). Los cortes se tiñeron con CK19, 

EpCAM y AFP (véase sección 3.3). 

 

5. Expresión de marcadores hematopoyéticos de los HB derivados de las ES4 

Se recogieron células desde el día de diferenciación 12 hasta el día 21, con el objetivo 

de demostrar que los HB generados a partir de las ES4 eran capaces de producir 

determinados factores de crecimiento (GF) hematopoyético (SCF, IGF-2, Ftl-3L, ANG-3, 

TPO, EPO) al igual que los HB humanos18,19. 

Extracción y cuantificación del RNA (véase sección 3.1) 

Integridad del RNA (véase Apéndice) 

Síntesis cDNA (véase sección 3.1) 

qPCR  

La reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) se llevó a cabo a través de 

una mix (PCRBiosystems, PB20.15-01) siguiendo las instrucciones del fabricante. A 

continuación, las muestras se cargaron por triplicado en una placa de 96 pocillos 

(Applied Biosystems, 4346907) en el termociclador (VIIA7, Applied Biosystems) 

siguiendo el programa del fabricante. Los cebadores empleados se muestran en la Tabla 

5. 
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Nombre Secuencia Tm (˚C) Amplicón (pb) 

SCF 
F: CCATTGATGCCTTCAAGGAC 

R: GGCTGTCTCTTCTTCCAGTA 
60 286 y 202 

iGF-2 
F: CTTCGCCTCGTGCTGCATTG  

R: ACTCCTCAACGATGCCACGG 
60 158 

Angptl3 
F: AAGACCTTCTCCAGACCGTGG 

R: TCTTGGTGCTCTTGGCTTGGA 
60 146 

Ftl-3L 
F: GAGCCCAACAACCTATCTC  

R: GGACGAAGCGAAGACA 
55 347 

TPO 
F: CTGCTTCGTGACTCCCATGTC 

R: CGCACCTTTCCTCGGAGCAG 
60 360 

EPO 
F: CTGCTCCACTCCGAACAATCAC 

R: CTGGAGTGTCCATGGGACAG 
58 156 

GAPDH 
F: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

R: GAAGATGGTGATGGGATTC 
55 226 

 

Tabla 5: Lista de cebadores. 
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RESULTADOS 

1. Expansión y diferenciación de las ES4 en HB 

Las ES4 se expandieron en el medio cGMP mTeSRTM1. Como muestra la Figura 2se trata 

de colonias grandes y poligonales, ligeramente aplanadas y con bordes lisos. Poseen un 

tamaño uniforme con una elevada relación núcleo/citoplasma. A continuación, se 

muestra el proceso de diferenciación hasta obtener los progenitores hepáticos. 

 

 

    

 

 

 

 

Figura 2: Protocolo de diferenciación. A) ES4 en cultivo, B) Endodermo definitivo, C) Endodermo 
hepático y D) Progenitor hepático. 

 

2. Expansión de los HB derivados de las ES4 

La expansión de los HB derivados de las ES4 se llevó a cabo en un gel de MG. Una vez 

alcanzada la confluencia, las células eran pasadas y sembradas de nuevo. Al tratarse de 

progenitores bipotenciales, estos consiguieron ser expandidos hasta p10 (Figura 3).  

 

    

 

 

Figura 3: Expansión de los HB humanos derivados de las ES4 en MG GFR. 

 

p1 p8 p3 p10 

4x                                           4x                                           4x                                           4x 

A) 

B)                                                   C)                                                   D)     

20x                                               20x                                                20x   

10x 
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3. Caracterización de los HB derivados de las ES4 

La caracterización de los HB se llevó a cabo por RT-PCR, FC e IF. 

 RT-PCR 

La pluripotencia de las ES4 se verificó mediante RT-PCR (Figura 4). Como control positivo 

se utilizó otra línea embrionaria (H1) y como control negativo se emplearon las células 

endoteliales humanas de cordón umbilical (hUVEC). Se comprobó la pluripotencia de las 

células mediante la expresión de los marcadores de pluripotencia Oct4 y Rex1 (véase 

Apéndice). 

El proceso de diferenciación de las ESC humanas en HB se siguió mediante RT-PCR. La 

expresión del marcador de pluripotencia, Oct4, disminuye conforme aumentan los días 

en el proceso de diferenciación. Por su parte, la expresión de los marcadores de 

diferenciación hepática, FOXA2, GATA4 y HNF4α, aumenta conforme se van generando 

células más maduras. El marcador AFP, característico de progenitores bipotenciales, 

alcanza su máxima expresión sobre el día 16 de diferenciación. Conforme la maduración 

de los progenitores hepático, crece la expresión de los marcadores ALB, CYP3A4, CYP2C9 

y SULT. Como control endógeno se empleó el gen GAPDH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Caracterización de las células en las distintas etapas del proceso de diferenciación. A: 
Hígado adulto, F: Hígado fetal. 
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Mediante RT-PCR se mostró la expresión del marcador extracelular de SC adultas LGR 

(Figura 5). La expresión de LGR5 disminuye conforme aumentan los días de 

diferenciación y por lo tanto, la madurez de las células. 

 

 
 

Figura 5: Expresión Lgr5 en función de los días de diferenciación de las ES4. 
 

 Citometría de flujo 

Mediante FC se analizaron los siguientes marcadores: EpCAM, ALB y AFP a los 16 días de 

diferenciación. Como se observa en la Figura 6, las células fueron positivas para los 

marcadores de progenitores bipotenciales EpCAM (85,4 %) y AFP (56,3 %). ALB (68,3%), 

indicando una diferenciación hepática eficiente en este fenotipo. 

 

                      

 

Figura 6: Caracterización de los HB derivados de las ES4 por FC. 
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fueron positivas para los marcadores de progenitores bipotenciales CK19 y EpCAM. 

Mostraron una breve expresión de AFP y una expresión nula de ALB (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 7: Caracterización de los HB derivados de las ES4 por IF. 

 

4. Diferenciación Hepatocítica y Colangiocítica de los HB derivados de las ES4 

A los 7 días de diferenciación hepatocítica, se observa un cambio en la morfología de las 

células, donde éstas adquieren una morfología mucho más compacta (Figura 8). Como 

se muestra en la Figura 8, tras la diferenciación hepatocítica las células obtenidas poseen 

una mayor actividad de enzimática ASAT, ALAT, GLDH y expresan más ALB. Mientras que 

la LDH se mantiene más o menos estable. Tras los 9 días de diferenciación colangiocítica, 

se observa como comienzan a formarse los ductos biliares. Además, tras su 

caracterización mediante H&E e IF se observa como estas células expresan los 
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marcadores típicos de células colangiocíticas, CK19 y EpCAM y ya no expresan AFP 

característico de progenitores bipotenciales (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Diferenciación hepatocítica. A) Hepatocyte-like cells, B) Expresión de ALB, C) Expresión 
de ASAT, D) Expresión de ALAT, E) Expresión de GLDH, F) Expresión de LDH. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 9: Diferenciación colangiocítica. A) Cholangiocyte-like cells, B) Caracterización mediante 
H&E, C) Caracterización mediante IF 

280

320

360

400

ES4 EM ES4 DM

U
/L

 

ASAT

0

20

40

ES4 EM ES4 DM

U
/L

 

ALAT

0

50

100

ES4 EM ES4 DM

U
/L

 

GLDH

0

2000

4000

ES4 EM ES4 DM

U
/L

 

LDH

0,00

0,05

ES4 EM ES4 DM

m
g/

m
g

ALB

D)                                                    E)                                                      F) 

A)                                                     B)                                                     C) 

50 µm 

DAPI                              

50 µm 50 µm 

50 µm 

EpCAM/AFP/DAPI 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 

CK19                                                CK19/DAPI 

AFP                                  EpCAM                                      DAPI                              



Capítulo 2 

159 
 

5. Expresión de marcadores hematopoyéticos de los HB derivados de las ES4 

Como se muestra a continuación los HB generados a partir de las ES4, son capaces de 

producir GF esenciales para el crecimiento y diferenciación hematopoyética (Gráfica 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 10: Expresión de SCF, ANG-3, IGF-2, TPO, Ftl-3L, y EPO en función de los días de 
diferenciación de las ES4. 
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durante los últimos días de diferenciación. En cuanto a ANG-3, IGF-2 y TPO, éstos solo 

comienzan a expresarse en los últimos días de diferenciación a unos niveles mucho más 

bajos que el control. La expresión de Ftl-3L disminuye a partir del día 12 de 

diferenciación y termina aumentado los últimos días de diferenciación. Por su parte, la 

expresión de EPO va oscilando en función del día de diferenciación. 
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DISCUSIÓN  

Hoy en día el número de pacientes que esperan un trasplante de hígado excede al 

número de trasplantes realizados. Por ello, el posible trasplante con células 

madre/progenitoras hepáticas podría ser en una posible alternativa al trasplante de 

hígado, lo cual ha demostrado ser eficaz en estudios preclínicos con modelos 

animales1,2.  

El cultivo de los HB in vitro podría convertirse en la solución para obtener de manera 

indefinida progenitores hepáticos. Estas células son consideradas como una fuente 

celular potencialmente valiosa tanto para el estudio los diferentes aspectos de la 

fisiología y patología hepática así como para el cribado de fármacos en el tratamiento 

de enfermedades hepáticas. Sin embargo, debido tanto al acceso limitado a esta fuente 

así como a los problemas generados en su mantenimiento y propagación; la 

diferenciación de células PSC humanas en progenitores bipotenciales proporciona una 

posible solución a este problema. La mayoría de protocolos actuales para generar 

progenitores hepáticos a partir de ESC llevan el uso de células alimentadoras10, la 

expresión de genes mediante lentivirus11 o medios de cultivo muy complejos. Por lo 

tanto, aquí se plantea un nuevo protocolo para la generación y expansión de HB 

derivados de ESC in vitro en cultivo 3D con su posterior caracterización. 

El protocolo empleado para la generación de HB a partir de ESC humanas consistió en 

una adaptación del protocolo de Mallanna y Duncan15. Se trata de un protocolo con un 

alto grado de reproducibilidad ya que emplea un medio definido, libre de FBS y de 

células alimentadoras. Se reformuló la composición del medio basal para los distintos 

días de diferenciación, empleándose Advanced RPMI 1640 como medio basal y 

eliminándose el Hepes y los Aminoácidos no esenciales. Además, para los días 16-17-18-

19-20 de diferenciación se sustituyó el medio comercial Clonetics®Hepatocyte Culture 

Medium suplementado con 20 ng/mL de Oncostatina M por el medio basal Advanced 

RPMI 1640 suplementado con 1% (v/v) P/S, 2 mM L-Glutamina, 1% (v/v) B27 (con 

insulina), 0,1 µM Dexametasona, 20 ng/mL EGF, 20 ng/mL HGF y 20 ng/mL Oncostatina 

M. El motivo de este cambio se debe a un mayor control sobre la composición del medio 

de cultivo, ya que al tratarse de un medio comercial se nos escapa de las manos la 
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composición del mismo. Esta misma formulación, desarrollada por el grupo, ha dado 

también resultados bastante positivos en la expansión de otras células hepáticas. 

En la caracterización que se llevó a cabo durante las distintas etapas en el proceso de 

diferenciación, se muestra como aun replicando el protocolo existen diferencias de 

expresión de genes hepáticos y de pluripotencia entre los distintos batches (Figura 4). 

Sin embargo, poseen características muy similares. Prueba de esto, es el análisis 

mediante FC (Figura 6). Éste mostró la expresión de los marcadores de progenitores 

bipotenciales EpCAM, AFP y ALB, manteniéndose en todos los batches de células 

expandidas. Por último, y no menos importante fue la caracterización por IF. En él, se 

observó el marcaje membranal de EpCAM y el marcaje citoplasmático del filamento 

intermedio CK19. Ambos característicos de progenitores bipotenciales. En cambio, 

apenas se observa marcaje AFP y ALB (Figura 7). 

Para la expansión de los HB derivados de las ES4 se ha utilizado RSpondin1, un factor de 

crecimiento de la ruta de señalización Lgr5/Wnt descrita anteriormente como esencial 

en la expansión de células progenitoras hepáticas y de otros tejidos de origen 

endodérmico16,17. Este desarrollo presenta la novedad de que nunca antes había sido 

empleado en la expansión de HB derivados de ESC en cultivos 3D. Estas células 

consiguieron así expandirse hasta p10, pero es posible que, en condiciones de cultivo 

optimizadas, sea posible ir más allá, tal y como ha sido descrito por los autores 

anteriores en células madre hepáticas primarias. Por otro lado, considerando y 

asumiendo que los HB son progenitores bipotenciales y no células madre hepáticas, su 

capacidad de expansión es más limitada, y puede justificar el límite de expansión 

alcanzado. El análisis en profundidad de las redes transcripcionales activadas en estas 

células y de algunos marcadores diferenciadores entre células madre hepáticas y 

hepatoblastos, podría en el futuro aclarar un poco más el estadio de maduración de 

estas células20,21.  

Cuando se testó la capacidad de diferenciación de los HB hacia los linajes hepatocíticos 

y colangiocíticos, se observó la formación de estructuras celulares distintas. Los 

agregados celulares de hepatocitos revelaron células con un aumento en la expresión 

de varios marcadores hepáticos (Figura 8). De igual manera, se observó la presencia de 

ductos biliares en hidrogeles de colágeno y matrigel (Figura 9). 
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Por último, la expresión de marcadores hematopoyéticos por parte de los HB generados 

a partir de las ES4 era un punto importante a tener en cuenta, tal y como se verá en el 

Capítulo 3. Así, se ha detectado una variación de la expresión de estos factores de 

crecimiento a lo largo del proceso de diferenciación.  

Por un lado Flt3L, IGF2, TPO y ANG-3 parecían aumentar progresivamente a lo largo del 

proceso de diferenciación, mientras que SCF y EPO parecían tener un pico en días 

específicos de diferenciación (Figura 10). Esto revela que para generar un FL humano de 

bioingeniería que pueda soportar la hematopoyesis y la eritropoyesis fetal, sería quizás 

necesario usar una mezcla de estas células con distintos grados de diferenciación o 

maduración, con el objetivo de poder obtener una expresión máxima de estos GF en los 

nichos hematopoyéticos. Por lo tanto, los HB humanos derivados de ESC son capaces de 

expresar GF muy importantes para el desarrollo hematopoyético18,19.  

En este capítulo se ha demostrado la posibilidad de expandir progenitores hepáticos 

generados a partir de ESC humanas in vitro, de la misma manera que ocurre con células 

madre hepáticas primarias17. Estas células, con su capacidad de expresar varios GF 

importantes en la hematopoyesis y eritropoyesis, tienen el potencial de ser utilizadas en 

aplicaciones biomédicas que investiguen o intenten reproducir estos procesos ex vivo 

con fines terapéuticos o de investigación. Además, por su naturaleza bipotencial tendrán 

también la posibilidad de ser testadas y utilizadas en terapias celulares o en el campo de 

la bioingeniería hepática. 
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CONCLUSIONES 

1. Los HB generados a partir de las células embrionarias humanas, demostraron 

retener de manera estable el fenotipo típico de este tipo celular durante un 

cultivo prolongado en 3D y usando la vía de señalización Lgr5/Wnt. 

2. Los HB generados a partir de las ES humanas, demostraron ser células 

bipotenciales capaces de diferenciarse a células hepatocíticas y células 

colangiocíticas. 

3. Los HB generados a partir de las células embrionarias humanas, demostraron su 

capacidad para expresar GF hematopoyéticos específicos. 
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INTRODUCCIÓN 

Como se ha mencionado en la introducción de la tesis, el trasplante con HSTC 

proporciona una salida a una gran variedad de enfermedades hematológicas, sin 

embargo, alrededor del 70% de los pacientes que necesitan un HSTC no poseen un 

donante hermano compatible1. Además, la gran diversidad existente en cuanto a los 

orígenes raciales y étnicos se refiere, hace más complicado identificar un donante no 

emparentado compatible, por lo que es casi imposible llevar a cabo la intervención en 

un tiempo razonable2. El trasplante con UCB ha incrementado las posibilidades de 

encontrar un donante compatible ya que este tipo de trasplante puede realizarse incluso 

si solo existe una coincidencia parcial entre el donante y el receptor. Asimismo, la 

permanente escasez de glóbulos rojos (RBC) como consecuencia de las continuas 

transfusiones en pacientes crónicos, hace que sea necesaria una expansión y 

maduración de los progenitores eritroides ex vivo. 

Durante el desarrollo embrionario humano, las HSPC se expanden y maduran en un 

proceso muy complejo que involucra muchos sitios anatómicos, donde el FL es el 

principal sitio de hematopoyesis y eritropoyesis3. 

En la actualidad existen diversas técnicas para recrear este ambiente hepático. Entre las 

distintas técnicas destacan la formación de hepatoesferas, agregados, esferoides, o 

gotas colgantes (hanging drops). 

Los esferoides son agregaciones espontáneas no adherentes de células las cuales dan 

lugar a una construcción 3D. En el caso de los hepatocitos primarios, estos son capaces 

de formar estas estructuras denominadas hepatoesferas en las que la mayoría de las 

uniones entre células y ECM están conservadas, siendo esto crucial para el 

mantenimiento de la funcionalidad hepática4. Sin embargo, hay un aspecto bastante 

importante a tener en cuenta en la formación de los esferoides, y esto es el tamaño5. 

Glickis et al. demostraron que existe una disminución de la viabilidad celular conforme 

aumenta el tamaño de los esferoides. Crearon un modelo matemático basado en sus 

propias observaciones, de tal manera que esferoides hepáticos con un tamaño superior 

a los 100 µm podían bloquear la difusión del oxígeno, dando lugar a áreas necróticas en 

el centro del esferoide6. 
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En 1961, Moscona et al. describieron cómo a partir de ESC individuales era posible 

generar construcciones bajo unas condiciones controladas in vitro 7. El término 

“agregación” comenzó a usarse para describir la capacidad de ciertos tipos celulares 

para dar lugar a agregados en 24 h en determinadas condiciones. 

No obstante, no fue hasta la década de 1980 cuando Landry et al. comenzaron a usar la 

palabra “esferoide” para describir los agregados celulares en 3D8. En este trabajo 

cuando se evitaba la adhesión de las células hepáticas de ratón a la superficie, éstas se 

agregaban8. En un primer paso, los esferoides eran estimulados por la unión de las 

integrinas con la ECM dando lugar a agregados de células pequeñas. A continuación, 

estos agregados producían un esferoide a través de interacciones cadherina-cadherina. 

De esta manera, se conseguía una estructura más eficiente de energía al minimizar al 

máximo su superficie. La clave, en la formación de esferoides, era encontrar un 

protocolo reproducible capaz de reconstruir, en el caso del hígado, el tejido hepático. 

En la actualidad, existen varias técnicas para lograr esto, tales como: 1) placas de cultivo 

no adherentes en condiciones estáticas, 2) cultivos en agitación o 3) gotas colgantes. La 

forma más sencilla es sembrar los hepatocitos en una placa de cultivo poco adherente. 

Tras una fijación inicial a la superficie, los hepatocitos dan lugar a una monocapa que 

poco a poco se separa de la placa de cultivo formando esferoides. Además de los cultivos 

en condiciones estacionarias, se han desarrollado cultivos en agitación tales como los 

cultivos balanceados y rotatorios en placas de cultivo o biorreactores, con el fin de 

mejorar la producción de los esferoides. En el caso de los cultivos balanceados, la 

formación de esferoides es mayor debido al incremento en el número de veces que los 

hepatocitos chocan entre sí en comparación con los cultivos rotatorios9. En 2005, se 

desarrolló un novedoso biorreactor que era capaz de producir rápidamente esferoides 

cuando se cargaba con hepatocitos porcinos, los cuales mostraron una mayor viabilidad 

celular y un aumento de las funciones metabólicas en comparación con los cultivos en 

monocapa10.  

Sin embargo, todas las técnicas descritas anteriormente tienen varios inconvenientes, 

entre los se puede destacar la necesidad de lograr una población homogénea 

manualmente, puesto que generalmente se obtienen agregados con geometría 

irregular. Kelm et al. describieron un método universal para la formación de gotas 
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colgantes aplicable a muchas líneas celulares11. Este método consistía en la siembra de 

una pequeña cantidad de células en suspensión colocadas en la tapa de una placa de 

cultivo boca abajo. Las hepatosferas formadas poseían una alta reproducibilidad sobre 

el tamaño, con una variación de menos del 10%. 

Por otro lado, diferentes tipos de biomateriales también se han utilizado en 

bioingeniería de tejidos, con el objetivo de obtener una mayor reproducción del 

ambiente hepático. El alginato constituye uno de los biomateriales más ampliamente 

empleados debido a sus propiedades hidrófilas, adhesivas débiles, porosidad y 

biocompatibilidad12,13. Otro biomaterial bastante utilizado en bioingeniería es el 

chitosán. Se trata de un amino-hetero-polisacárido lineal derivado de la quitina con una 

estructura muy similar a los glicosaminoglicanos presentes en la ECM hepática. El ácido 

hialurónico, es otro ejemplo. Consiste en uno de los principales componentes de la ECM 

y desempeña un papel importante en la proliferación y migración celular, por ello es 

usado comúnmente en la bioingeniería del tejido hepático como scaffold14,15. Shan et al. 

construyeron una esponja hecha de chitosán galactosilado y ácido hialurónico para 

imitar el microambiente hepático, en el cual se sembraron hepatocitos y EC16. Por su 

parte el COL I también ha sido empleado ampliamente en modelos de hepáticos in vitro. 

Debido a la pérdida de las funciones y diferenciación de los hepatocitos en 2D, el 

sándwich de COL permite el mantenimiento de la polaridad de los hepatocitos así como 

de sus funciones metabólicas17. Esto es debido a su capacidad para imitar el 

microambiente hepático, promoviendo las interacciones célula-célula y célula-ECM18. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que no solo han sido empleados biomateriales 

naturales. Por ejemplo, el ácido poliglicólico, un biomaterial sintético, ha sido usado 

ampliamente al comienzo de este campo para generar tejido hepático. Cuando en él  se 

sembraron hepatocitos primarios, se observó la capacidad para secretar ALB y urea19,20. 

Además, se han creado polímeros capaces de conducir las cargas generando campos 

eléctricos locales dentro del scaffold, lo cual mejoría la unión celular y proliferación 

celular21.  

Otra técnica innovadora es la de usar la matriz acelular derivada de células en cultivo. 

Kanninen et al. demostraron que después de sembrar iPSC en una matriz acelular 

derivada de HepaRG, se producía un compromiso hepático por parte de las iPSC, 
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poniendo de manifiesto de esta manera la gran importancia de la matriz acelular en la 

diferenciación y maduración hepática22. Tiwari et al. emplearon esta misma táctica, pero 

sobre la matriz acelular sembraron HSC con el objetivo de expandirlas23. Aunque la 

mayoría de los trabajos mostrados terminaban generando un tejido hepático con un 

cierto grado de funcionalidad, el objetivo final de crear un tejido hepático totalmente 

funcional in vitro nunca ha sido logrado eficazmente. 

Como se ha mencionado en la introducción de esta tesis, la ECM representa un ambiente 

bastante dinámico y complejo, por lo cual constituye un excelente biomaterial para la 

bioingeniería de órganos y tejidos24,25. La generación de scaffolds mimetiza a la 

perfección el ambiente donde las células crecen in vivo de una manera más fisiológica. 

Proporciona un entorno excelente para llevar a cabo el estudio del crecimiento y 

comportamiento de múltiples tipos celulares in vitro26, ya que provee diferentes señales 

que afectan a la proliferación, migración y diferenciación celular27. Por otro lado, el 

objetivo durante el proceso de descelularización es la preservación de la ultraestructura 

y composición nativa de la ECM28,29, lo que maximiza la eliminación de material celular30. 

Todo esto convierte a los bioscaffolds en una poderosa herramienta con la que recrear 

e imitar un modelo de cultivo para aplicaciones toxicológicas, descubrimiento de 

fármacos y bioingeniería de órganos.  

En 2013, Takebe et al. mostraron, por primera vez, la generación de un hígado humano 

funcional a partir de iPSCs humanas in vitro. En él se producía una reorganización de los 

progenitores hepáticos imitando de esta manera las interacciones organogenéticas 

entre las EC y MSC. Además, era capaz de realizar funciones específicas del hígado como 

la producción de diversas proteínas y el metabolismo de fármacos específicos. A las 48 

h de ser trasplantado en un modelo de ratón de insuficiencia hepática letal inducida por 

fármacos, se producía la formación de una vasculatura funcional, lo cual estimulaba la 

maduración de las células, rescatándolo de la insuficiencia hepática31.  

Recientemente, Vyas et al. mostraron como células progenitoras fetales de hígados 

humanos cultivadas sobre la ECM procedente de hígados acelulares fueron capaces de 

formar organoides hepáticos 3D. Estos imitaban diversos aspectos de la organogénesis 

hepatobiliar dando como resultado la formación concomitante de hepatocitos, 

progresivamente más diferenciados, y de estructuras biliares32. En este estudio, tras tres 
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semanas en cultivo, se producía un cambio claro en el fenotipo de los HB humanos, lo 

cual sugería una especificación en paralelo tanto como hacia el linaje hepatocítico como 

al colangiocítico. Por lo tanto, los scaffolds procedentes de tejido hepático contienen 

determinadas moléculas procedentes de la ECM que regulan la diferenciación celular, 

función, expansión y regeneración33. 

Mokhtari et al. compararon la expansión de las HSC cuando éstas eran sembradas en 

combinación con HB humanos y estroma hepático sobre unas estructuras hepáticas de 

bioingeniería hechas a partir de ECM 3D o sobre cultivos 2D. Demostraron que era 

necesaria la inclusión de los distintos tipos celulares en las estructuras 3D para el 

mantenimiento de las HSPC. Además, estos constructos fueron capaces de mantener 

una subpoblación más primitiva de las HSPC (CD34+CD38-), donde el estroma hepático 

mostró ser un componente esencial tanto para la preservación de la población más 

primitiva como para la diferenciación celular34. 

Un gran desafío en la ingeniería de tejidos es la vascularización, por lo tanto, es 

extremadamente importante construir una red vascular funcional. Por esta razón, la 

introducción de EC en la producción de esferoides ha surgido como una posible 

solución35. No solo debido a la necesidad de crear nuevos vasos sanguíneos, sino 

también con el fin de aumentar la funcionalidad celular mediante la adición de una 

población de células no parenquimatosas. 

Otros investigadores con el fin de obtener una mayor expansión de las HSC, las pusieron 

en contacto directo con una monocapa alimentadora, ya que es sabido que producen 

citoquinas (G-CSF, IL-3, IL-6, SCF, Ftl-3L, TPO) con un efecto positivo sobre la expansión 

hematopoyética36. Inicialmente, se usaron las MSC procedentes de la BM de ratón37 o 

humano38-40 y a continuación, procedentes de UC41-43 o de la placenta44. Da Silva et al. 

investigaron el papel de las MSC procedentes de la BM sobre la expansión de las HSC 

procedentes tanto de BM como de UC38. Concluyeron que esta fuente de MSC, en 

presencia de las citoquinas apropiadas, era capaz de mantener las poblaciones de 

células mieloides y linfoides procedentes de la BM y UC. Por su parte, Huang et al. 

pusieron de manifiesto que las MSC procedentes del UC ofrecían valores similares de 

expansión, injerto y recuentos celulares similares a los obtenidos a partir de MSC de 

BM41. 
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Las MSC representan un tipo celular bastante atractivo debido a su capacidad de 

proliferación, diferenciación, modulación de las reacciones inmunitarias y secreción de 

factores tróficos. Se encuentran en multitud de tejidos, incluyendo BM, UC o tejido 

adiposo. Recientemente han sido aisladas también de hígado, las cuales no solo poseían 

las morfologías y funciones inmunes características de esta población, sino que además, 

producían niveles más altos de citoquinas pro-angiogénicas, antiinflamatorias y 

antiapoptóticas que las MSC procedentes de la BM45. 

Mokhtari et al. mostraron que el estroma procedente de FL proporcionaba el equilibrio 

perfecto entre la preservación de las HSC más primitivas y la diferenciación de las HSC 

procedentes del UC34. Anteriormente, Khan et al. habían puesto de manifiesto que los 

pericitos Nestin+NG2+, asociados a los vasos porta, formaban un nicho que promovía la 

expansión de las HSC46. 

Para la producción de RBC con fines clínicos se debe identificar una fuente adecuada de 

células que permita su producción a gran escala. Actualmente existen tres fuentes 

principales: células troncales y progenitoras circulantes de adultos o de UCB, PSC y 

progenitores inmortalizados.  

Un ensayo clínico demostró que aunque la expansión de RBC a partir de células madre 

y progenitoras circulantes resultó en células funcionales, su vida media fue muy corta47. 

Estos resultados sugerían que las condiciones de cultivo no eran las más idóneas. 

Usando las células madre y progenitoras presentes en una unidad de SCU, éstas se 

pueden expandir teóricamente hasta obtener más de 500 unidades de RBC48-51. Sin 

embargo, el principal inconveniente es su limitada capacidad proliferativa.  

El uso de progenitores inmortalizados podría resolver ese problema. Entre los diversos 

factores que regulan la proliferación y la inhibición de la diferenciación terminal y la 

muerte celular cabe destacar GATA-152, PU.153, BCL-254, p5355, c-Kit56 o c-Myc57. En los 

últimos 20 años se han llevado a cabo diversos estudios para inmortalizar células en 

pollos y ratones. Es importante destacar que este enfoque sería seguro ya que los RBC 

al perder el núcleo carecen de poder oncogénico. No obstante, queda demostrar si estas 

células podrían usarse a gran escala. Recientemente se ha establecido un método para 
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producir una línea hematopoyética inmortalizada a partir de ESC de ratón mediante el 

uso de estroma y citoquinas58,59. 

En 2007 se demostró la capacidad de las PSC humanas para diferenciarse hacia el linaje 

eritroide mediante cocultivo con una línea de BM murina60. A partir de este estudio, se 

han desarrollado otros métodos basados en otras líneas celulares de ratón61, 

monocapas de células alimentadoras62 o en la generación de cuerpos embrionarios63.  

También han sido desarrollado protocolos sin ningún componente xenobiótico, de tal 

manera, que podrían llevarse a la producción clínica64. 

Por lo tanto, la no existencia en la actualidad de un método robusto y definido para 

llevar a cabo una gran expansión de las HSC y de las HSPC de UCB, hace necesario la 

creación de nuevos constructos de bioingeniería en los cuales no solo es importante la 

composición celular sino también la ECM empleada. 
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OBJETIVOS 

Aunque el trasplante de HSC de UCB ha incrementado las posibilidades de encontrar un 

donante compatible en un tiempo razonable, el uso de esta fuente de HSC en pacientes 

adultos y adolescentes es bastante limitado como consecuencia del bajo número de 

células CD34+ por unidad de UCB y por la velocidad lenta de injerto debido a la 

naturaleza tan primitiva de las células. Además, es importante resaltar la ausencia de un 

método robusto para expandir progenitores eritroides in vitro con el objetivo de generar 

grandes cantidades de glóbulos rojos de manera eficiente. 

Por lo ello teniendo en cuenta todas estas limitaciones, es urgente desarrollar nuevos 

métodos que permitan llevar a cabo una expansión de las HSPC in vitro con el objetivo 

de poder obtener el número necesario para poder tratar a pacientes adultos y aumentar 

la velocidad de injerto gracias al incremento en el número de progenitores más 

maduros. 

Por lo tanto, planteamos la hipótesis de que una expansión de las HSPC procedentes de 

UCB puede ser lograda en unas condiciones más funcionales y eficientes mediante el 

uso de construcciones hepáticas humanas fetales de bioingeniería.  

Por ello, los objetivos de este capítulo son: 

1. Aislamiento y caracterización de los principales componentes celulares 

presentes en el FL. 

2. Recreación y caracterización del nicho hepático fetal. 

3. Expansión y caracterización de las HSPC procedentes de UCB mediante el uso de 

construcciones hepáticas humanas de bioingeniería. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Aislamiento, caracterización y almacenamiento de las células CD34+ de UCB 

1.1 Recogida de la UCB 

Las muestras biológicas y los datos asociados de los pacientes incluidos en el estudio 

fueron recogidos, procesados y cedidos por el Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud 

en el marco del Biobanco del Sistema de Salud de Aragón, siguiendo procedimientos 

normalizados de trabajo y con la aprobación del Comité de Ética y del Comité Científico. 

Una vez recogida la UCB, ésta era almacenada a 4˚C hasta su posterior procesamiento 

al día siguiente.  

 

1.2 Aislamiento de las células CD34+ de UCB 

Las HSPC se encuentran presentes en una frecuencia aproximada de 0,1-0,5% en la UCB, 

por lo que es necesario llevar a cabo el aislamiento y purificación de las mismas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Aislamiento de las células CD34+ de la UCB. Fuente: Miltenyi Biotec. 

 

Reactivos: 

Solución PBE 

DPBS pH=7,2, 0,5% de Albúmina de suero bovino (BSA) (Linus, P6154) y 2 mM de 

EDTA (Sigma, E5134). 

La SCU se diluyó 1:1 con DPBS y se procedió al aislamiento de las MNC mediante la 

adicción de 15 mL de Histopaque (Sigma, 10771) y 25 mL de la UCB diluida. Se centrifugó 

a 400xg durante 40 min a RT sin aceleración ni freno. Se recogió la interfase compuesta 

por las MNC y se procedió al marcaje de la población de interés con las microbeads 

 

Marcaje magnético CD34+    Separación magnética      Elución de las células CD34+ 
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CD34+ (Miltenyi, 130-046-702) como indica el fabricante. Dos ciclos de sorting fueron 

necesarios para cada muestra, con el fin de obtener un alto enriquecimiento de CD34+ 

(> 85 %) (Figura 1). 

 

1.3 Caracterización de las células CD34+ de UCB por FC 

Tras la obtención de la fracción positiva, ésta era marcada con los anticuerpos CD34 y 

CD45 (Tabla 1) para analizar mediante FC el porcentaje inicial de células CD34+ (véase 

Capítulo 2 sección 3.1). 

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución 

CD34-PE Inmunostep, 34PE 5:50 

CD45-APC BD, 555485 2,5:50 

Isotipo PE/FITC BD, 349526 5:50 

Isotipo APC BD, 345818 2,5:50 
 

Tabla 1: Lista de anticuerpos. 

 

1.4 Almacenamiento de las células CD34+ de la UCB 

Las células CD34+ obtenidas se congelaron en una solución comercial a -80˚C. Tras 24 h, 

se almacenaron en nitrógeno líquido. 

 

2. Aislamiento, expansión, caracterización y almacenamiento de las hUVEC 

2.1 Recogida del UC 

Las muestras biológicas y los datos asociados de los pacientes incluidos en el estudio 

fueron recogidos, procesados y cedidos por el Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud 

en el marco del Biobanco del Sistema de Salud de Aragón, siguiendo procedimientos 

normalizados de trabajo y con la aprobación del Comité de Ética y del Comité Científico. 

Una vez recogido el UC se procedía a su procesamiento y obtención de las hUVEC. 

 

2.2 Aislamiento de las hUVEC 

A partir del UC se procedía a la obtención de las hUVEC. 
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Reactivos: 

Medio de cultivo hUVEC 

MCDB 131 (Gibco, 10372-019), 5 % FBS (Gibco, 10270106), 2 mM L-Glutamina, 

1% (v/v) P/S, 5 ug/mL Insulina (Sigma, I9278), 10 ug/mL Transferrina (Sigma, 

T0665), 50 ng/ml VEGF (Peprotech, 100-20), 40 ng/ml EGF, 40 ng/mL FGF-2, 40 

ng/mL IGF-1 (Peprotech, 100-11R3).  

Se canuló la UV (Figura 2) con una cánula de 20 G (BD, BD393224) y se lavó con DPBS 

(Sigma, D8537). Se clampó un orificio de la UV y se inyectó 0,25% Tripsina-EDTA (Gibco, 

25200072) precalentada por el otro. A continuación, se clampó el orificio de entrada y 

se incubó el UC durante 5-10 min a 37˚C. Se neutralizó la Tripsina con FBS y se centrifugó 

a 400xg 5 min. Finalmente, se resuspendió el pellet en medio hUVEC suplementado con 

20% FBS. La suspensión celular se sembró en un pocillo de una placa de 6 pocillos, 

previamente tratado con FN al 0,03%. 

 

 

 

 

Figura 2: Aislamiento de las hUVEC. 

 

2.3 Expansión de las hUVEC 

Una vez que el cultivo alcanzó una confluencia del 80-90%, se pasaron las células a una 

nueva placa. 

El cultivo se trató con 0,05% Tripsina-EDTA (Gibco, 25300062) durante 5 min a 37◦C. Se 

neutralizó con DMEM F12 (Sigma, D8062) suplementado con un 10% FBS y se centrifugó 

a 400xg durante 5 min. Se sembró un número adecuado de células (6.000 células/cm2) 

Vena umbilical 

Arterias umbilicales 
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en una placa nueva de cultivo, previamente tratada con Gelatina al 0,2%, con medio 

hUVEC. 

 

2.4 Almacenamiento de las hUVEC 

Las hUVEC se congelaron en una solución compuesta de 90% medio hUVEC con un 10% 

DMSO (Sigma, D2650) a -80˚C. Tras 24 h, se almacenaron en nitrógeno líquido. 

 

2.5 Caracterización de las Células Endoteliales de UC 

RT-PCR 

Se llevó a cabo la extracción y cuantificación del RNA, síntesis de cDNA y RT-PCR (véase 

Capítulo 2 sección 3.1). Los cebadores empleados se muestran en la Tabla 2. 

 

Nombre Secuencia Tm (˚C) Amplicón (pb) 

SCF 
F: CCATTGATGCCTTCAAGGAC 

R: GGCTGTCTCTTCTTCCAGTA 
55 202 y 286 

Ftl-3L 
F: GAGCCCAACAACCTATCTC 

R: GGACGAAGCGAAGACA 
55 347 

G-CSF 
F: TGGCAGCAGATGGAAGAACT 

R: CGTTCTGCTCTTCCCTGTCTTT 
60 263 

ANG-1 
F: CTTGAGAATTACATTGTGGAAAAC 

R: TTGATTTAGTACCTGGGTCTC 
50 168 

Jagged-1 
F: CGGGAACATACTGCCATGAAAATA 

R: ATGCACTTGTAGGAGTTGACACCA 
55 97 

 

Tabla: Lista de cebadores. 

  

Inmunofluorescencia 

La caracterización de las hUVEC llevó a cabo mediante IF en una cámara de 8 pocillos 

(Nunc, 154534). 

Las células se fijaron con PFA 4% durante 20 min a RT. La autofluorescencia se redujo 

con la adición de Cloruro de amonio 0,01 M (Sigma, A9434). Las muestras se bloquearon 

con la Solución de Bloqueo durante 1 h a RT. A continuación, las muestras se incubaron 

con los anticuerpos primarios (Tabla 3) diluidos en la Solución de Bloqueo durante 24 h 
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a 4˚C en una cámara húmeda para evitar la evaporación. Al día siguiente las muestras se 

incubaron con los anticuerpos secundarios diluidos en la Solución de Bloqueo durante 1 

h a RT (Tabla 3). Finalmente, se desmontó la cámara y se añadió el Medio de montaje + 

1:1000 DAPI. Las muestras se analizaron en un microscopio invertido de fluorescencia. 

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución 

CD31 Máster Diagnóstica, MAD-002048QD-3 Listo para usar 

Vimentina Máster Diagnóstica, MAD-000326QD-3 Listo para usar 

Ve-Cadherina Santa Cruz Biotechnology, sc-9989 1:100 

CD34 Biorbyt, orb27549 1:50 

Alexa Fluor 488 Molecular Probes, A11029 1:400 

Alexa Fluor 568 Molecular Probes, A11036 1:400 
 

Tabla 3: Lista de anticuerpos. 

 

3. Aislamiento, expansión, caracterización y almacenamiento de las HpFEC y 

progenitores hepáticos procedentes de FL humanos 

3.1 Recogida del FL humano 

Las muestras de FL humanos han sido recogidas por el Biobanco del Hospital Vall 

D’Hebrón mediante consentimiento informado, según el protocolo aprobado por la 

comisión ética de esta institución. 

A continuación, la muestra era enviada de manera refrigerada. Una vez recogida, se 

procedía a su correspondiente procesamiento. 

 

3.2 Aislamiento de las células estromales y progenitores hepáticos fetales 

Reactivos: 

 Medio Kubota: 

RMPI 1640, 1% (v/v) P/S, 1x10-3% BSA (Sigma, P6154), 5,4x10-1 mg/mL 

Nicotinamida, 3,5x10-4% (v/v) β-Mercaptoetanol (Sigma, M3148), 5 µg/ml 

Insulina (Sigma, I9278), 10 µg/ml Transferrina, 300 pM Selenio (Sigma, S5261), 
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8,28.10-8 M Hidrocortisona (Sigma, H0888), 1x10-10 M Sulfato de zinc 

heptahidratado (Sigma, Z0251) y 7,6 uEq/L Ácidos grasos libres (Sigma).  

Medio MSC 

DMEM F12, 10 % FBS y 1% (v/v) P/S. 

El FL se digirió con una solución de 1 mg/mL Colagenasa IV (Sigma, C5138), durante 30-

45 min a 37˚C. Una vez digerido, se neutralizó con Advanced RPMI suplementado con 

un 10% FBS. La suspensión se pasó primero, por un tamiz de 100 µm y después por uno 

de 40 µm. A continuación, se realizó un gradiente de densidad con Histopaque durante 

30 min a 400xg a RT, sin aceleración ni freno. Se recogió por un lado la fracción de células 

estromales hepáticas (interfase) y por otro lado, los progenitores hepáticos (fondo) 

(Figura 3).  

 

 

Figura 3: Aislamiento de las HpFEC y progenitores hepáticos fetales mediante un gradiente de 
densidad. 

 

Se resuspendieron las dos fracciones con Advanced RPMI + 10% P/S y se lavaron con 

Advanced RPMI suplementado con un 10% FBS. Finalmente las HpFEC se sembraron en 

medio MSC en placas de cultivo tratadas previamente con gelatina al 0,2% y los 

progenitores hepáticos en medio Kubota suplementado con un 5% FBS, 50 ng/mL EGF, 

20 ng/mL IGF-1, 5 ng/mL HGF, 5 ng/mL FGF-2 y 10 µM FSK en placas de cultivo tratadas 
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previamente con 5 µg/cm2 COL IV (Sigma, C7521) Al día siguiente, se procedió al cambio 

de medio en ambos tipos celulares, retirando el FBS de las placas de progenitores 

hepáticos fetales. 

 

3.3 Expansión de las HpFEC y de los progenitores hepáticos fetales 

Una vez que las HpFEC alcanzaron una confluencia del 80-90%, las células se pasaron a 

una nueva placa. El cultivo se trató con 0,05% Tripsina-EDTA durante 5 min a 37◦C. Se 

neutralizó con DMEM F12 suplementado con un 10% FBS y se centrifugó a 410xg 

durante 5 min. Se sembró un número adecuado de células (6.000 células/cm2) en una 

placa nueva de cultivo, previamente tratada con Gelatina al 0,2% en medio MSC. 

En el caso de los progenitores hepáticos fetales, una vez que éstos alcanzaban la 

confluencia, eran usados en los distintos experimentos. Debido a las dificultades para 

mantenerlos en cultivo, los HB era aislados, expandidos (p0) y utilizados. 

 

3.4 Almacenamiento de las HpFEC 

Las HpFEC se congelaron en una solución compuesta de 90% medio MSC con un 10% 

DMSO a -80˚C. Tras 24 h, se almacenaron en nitrógeno líquido. 

 

3.5 Caracterización de las HpFEC 

Diferenciación adipocítica 

Las HpFEC se cultivaron durante dos semanas en un medio de diferenciación adipocítica 

(Sigma 811D). A las dos semanas, el cultivo se tiñó con Red Oil (Sigma, 0D625) como 

indica el fabricante para la detención de lípidos neutrales. 

RT-PCR 

Se llevó a cabo la extracción y cuantificación del RNA, síntesis de cDNA y RT-PCR (véase 

Capítulo 2 sección 3.1). Los cebadores empleados se muestran en la Tabla 4. 
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Nombre Secuencia Tm (˚C) Amplicón (pb) 

SCF 
F: CCATTGATGCCTTCAAGGAC 

R: GGCTGTCTCTTCTTCCAGTA 
55 202 y 286 

Ftl-3L 
F: GAGCCCAACAACCTATCTC 

R: GGACGAAGCGAAGACA 
55 347 

TGF-β1 
F: AATTGAGGGCTTTCGCCTTAG  

R: CCGGTAGTGAACCCGTTGAT 
60 87 

ANG-1 
F: CTTGAGAATTACATTGTGGAAAAC 

R: TTGATTTAGTACCTGGGTCTC 
50 168 

 

Tabla 4: Lista de cebadores. 

 

Inmunofluorescencia 

La caracterización de las HpFEC se llevó a cabo mediante IF (Tabla 5) en una cámara de 

8 pocillos (véase sección 2.5). 

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución 

CD31 Máster Diagnóstica, MAD-002048QD-3 Listo para usar 

Vimentina Máster Diagnóstica, MAD-000326QD-3 Listo para usar 

Nestin AbCAM, ab133617 1:200 

NG2 AbCAM, ab129051 1:200 

CD146 Miltenyi, 130-092-851 1:50 

Alexa Fluor 488 Molecular Probes, A11029 1:400 

Alexa Fluor 568 Molecular Probes, A11036 1:400 
 

Tabla 5: Lista de anticuerpos. 

 

4. Inactivación celular de las hUVEC y de las HpFEC 

La inactivación celular tanto de las hUVEC como de las HpFEC se llevó a cabo mediante 

el tratamiento con Mitomicina C. 
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Los cultivos se inactivaron con Mitomicina C (Sigma, M4287) diluida en DMEM F12 en el 

caso de las HpFEC y en MCBD 131 en el caso de las hUVEC. Se incubaron a 37◦C y 5% CO2 

a distintas concentraciones de Mitomicina C y a varios tiempos. Pasado el tiempo, se 

retiró la Mitomicina C y los cultivos se lavaron con DMEM F12 suplementado con un 20% 

FBS. A continuación, las células inactivadas se empleaban o se almacenaban en 

nitrógeno líquido hasta su posterior uso. 

 

5. Formación del nicho hepático fetal 

Para la recreación del nicho hepático fetal se llevaron a cabo dos estrategias distintas. 

Por una parte las células se sembraron sobre un scaffold de rata descelularizado 

(“Organoides Vyas/Baptista”) y por otro lado, se sembraron en MG (“Organoides 

Takebe”) (Figura 4). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Esquema de la formación del nicho hepático fetal. A) Matrigel y B) Scaffold hepático 
descelularizado. 

 

5.1 Scaffolds hepáticos descelularizados de ECM 

La extracción y descelularización de un hígado de rata, se llevó a cabo mediante la 

adaptación de un protocolo ya descrito previamente32,65,66.  

 

 

hESC 

HpFEC 

HB derivados 
de las ES4 

hUVEC 

A) 

Matrigel                                               Formación del organoide 

72 h 

B) 

Scaffold                                             Formación del organoide 

72 h 
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Reactivos: 

Medio hematopoyético (mHSC) 

StemSpan SFEM II (StemCell Technologies, 9655), 100 µg/mL SCF (Peprotech, 

300-07), 100 µg/mL Flt-3L (Peprotech, 300-19), 100 µg/mL TPO (StemCell 

Technologies, 78070), 100 µg/mL IL-6 (Peprotech, 200-06), 18,6 ng/mL EPO 

(Peprotech, 100-64). 

Extracción y canulación de un hígado murino 

Se realizó una incisión abdominal de manera longitudinal. Se diseccionaron los 

ligamentos falciformes, cardíacos y la PV, la cual además se cortó transversalmente. La 

CV se diseccionó por arriba y por debajo del hígado. Se eliminó cualquier adhesión al 

hígado y se extrajo con la cápsula intacta. Se eliminó la vesícula biliar y se canuló la PV 

con una cánula de 20 G. 

Descelularización de un hígado murino 

Se conectó la PV a una bomba peristáltica mediante unos tubos de silicona L/S14. Se 

lavó el hígado con miliQ a 1 mL/min durante aproximadamente 30 min a 4˚C. Se 

perfundieron 5 L de Tritón X-100 al 1% con Hidróxido de amonio al 0,1% a 1 mL/min a 

4˚C. Finalmente, se eliminó cualquier traza de detergente con 10 L de miliQ a 1 mL/min 

a 4˚C. 

Producción de scaffolds de rata de 4 mm 

El hígado descelularizado de rata se cortó en pequeños lóbulos. Se embebieron en 

Medio de congelación de tejidos (Leica Biosystems, 14020108926) y se congelaron. Las 

muestras se cortaron en un criostato (Leica CM1950) con un grosor de 250 µm. Con una 

cuchilla cilíndrica de biopsia se realizó un corte de 4 mm de diámetro (Kai Medical, BP-

40F). De esta manera se generó un disco hecho de tejido hepático descelularizado. Se 

introdujeron los discos en una placa de cultivo de 96 pocillos U (Sigma, SIAL0799) y se 

dejaron adherirse aproximadamente durante 1 h a RT. Se lavaron con PBS, se 

esterilizaron bajo VU durante 2 h y se almacenaron a 4˚C en PBS + 1% P/S hasta su 

posterior uso. 
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Recreación del nicho hepático fetal 

Los HB, las hUVEC y las HpFEC se expandieron como se ha mostrado anteriormente 

(véase Capítulo 2 sección 2.1 y Capítulo 3 sección 2 y 3, respectivamente). El día del 

experimento las células se levantaron con Tryple Express y se procedió al recuento 

celular. Los scaffolds de rata se pre-acondicionaron primero con el medio de siembra 

durante 30 min a 37˚C y a continuación, se dejaron secar al aire dentro de la cabina de 

bioseguridad durante 10-15 min. A continuación, se sembraron las células en una 

proporción 10 HB: 5 hUVEC: 2 HpFEC en 10 µL de EM suplementado con un 5% FBS, 20 

µg/mL IGF-1, 1 µg/mL VEGF y 3 µM CHIR99021 (Tocris, 4423) durante 1 h a 37˚C para 

facilitar la adherencia de las células al scaffold. Finalmente, se añadió el resto de medio 

y se incubó a 37˚C, 3% O2/5% CO2. A las 24 h se procedió al cambió del medio compuesto 

por mHSC suplementado con IGF-1 y VEGF para facilitar la supervivencia endotelial. A 

las 48-72 h se producía la formación del organoide. A los 7 días, se fijaron los organoides, 

se procesaron, se tiñeron con H&E y se llevó a cabo una caracterización por IF (Tabla 6) 

(véase Capítulo 1 sección 1.1 Capítulo 2 sección 3.3, respectivamente). 

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución 

EpCAM Santa Cruz Biotechnology, sc-25308 1:250 

CK19 Máster Diagnóstica, MAD-002163KD-3 Listo para usar 

AFP Invitrogen, PA5-16658 1:250 

Vimentina Máster Diagnóstica, MAD-000326QD-3 Listo para usar 

Ve-Cadherina Santa Cruz Biotechnology, sc-9989 1:100 

Alexa Fluor 488 Molecular Probes, A11029 1:400 

Alexa Fluor 568 Molecular Probes, A11036 1:400 
 

Tabla 6: Lista de anticuerpos. 
 

5.2 Mediante matrigel 

Para la recreación del nicho hepático fetal con MG se empleó una adaptación del 

protocolo descrito por Takebe67.  

Recreación del nicho hepático fetal 
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Los HB, las hUVEC y las HpFEC se expandieron como se ha mostrado anteriormente 

(véase Capítulo 2 sección 2.1 y Capítulo 3 sección 2 y 3, respectivamente). El día del 

experimento las células se levantaron con Tryple Express y se procedió al recuento 

celular. A continuación, se sembraron en una proporción 10 HB: 5 hUVEC: 2 HpFEC en 

EM suplementado con un 5% FBS, 20 µg/mL IGF-1, 1 µg/mL VEGF y 3 µM CHIR99021 

sobre un gel de MG diluido 1:1 con medio hUVEC (véase sección 2), previamente 

solidificado durante al menos 30 min a 37˚C en una placa de cultivo de 96 pocillos (Fisher 

Scientific, 167008). A las 24 h se procedió al cambió del medio compuesto por mHSC 

suplementado con IGF-1 y VEGF para facilitar la supervivencia endotelial. El cultivo se 

incubó a 37˚C, 3% O2/5% CO2. A las 48-72 h se producía la formación del organoide. A 

los 7 días, se fijaron los organoides, se procesaron, se tiñeron con H&E E y se llevó a cabo 

una caracterización por IF (Tabla 6) (véase Capítulo 1 sección 1.1 y Capítulo 2 sección 3.3, 

respectivamente). 

 

6. Expansión y caracterización de las HSC procedentes de SCU empleando 

organoides hepáticos de bioingeniería 

6.1 Experimentos control 2D 

En primer lugar, se llevó a cabo una serie de experimentos control para conocer el grado 

de expansión de las HSC cuando éstas eran sembradas sobre cada tipo celular presente 

en el nicho hepático fetal de manera independiente. 

Por lo tanto, en el caso de los HB, al día 16 de diferenciación se añadieron las CD34+ -

UCB (Figura 5). Se testaron también en condiciones de fluídica (Figura 6). Para ello, se 

diseñó una placa de 48 pocillos con una entrada y una salida por la cual fluía el medio 

de cultivo. Éste era inyectado a través de una jeringa montada sobre una bomba 

peristáltica (Micrux, NE-4000), de tal manera que se producía un cambio de medio sin 

necesidad de hacerlo manualmente. El medio entraba a través de un orificio a la placa 

de cultivo y salía al interior de la placa por otro orificio. 
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Figura 5: Esquema de la expansión de las CD34+-UCB en cultivo 2D de HB derivados de las ES4. 

 

 

 

 

 

                                                   
 

 

Figura 6: Condiciones de fluídica. 

 

En el caso de las hUVEC y de las HpFEC, en primer lugar, la monocapa de células se 

trataron con Mitocina C (véase Apéndice) con el objetivo de impedir su proliferación, 

pero permitiendo que éstas secretaran los GF producidos al medio. 

Tras la adaptación celular, se añadieron 125.000 CD34+-UCB. Además, se testaron dos 

tipos de condiciones, una en el que las células se sembraron en mHSC y otra en la que 

solo se sembraron con el medio basal, StemSpan SFEM II. Los cultivos se incubaron a 

37˚C, 1% O2/5% CO2 durante 7 días. Cada día se procedió al cambio de mitad de medio. 

Como control del experimento, se sembraron también las CD34+-UCB sobre plástico en 

las mismas condiciones. A los 7 días, se procedió al recuento celular y al análisis de las 

células hematopoyéticas mediante ensayos clonogénicos. 
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Figura 7: Esquema de la expansión de las CD34+ -UCB en cultivo 2D de hUVEC y HpFEC. 
 

Ensayos clonogénicos 

Los ensayos clonogénicos fueron llevados a cabo en triplicado en Metilcelulosa 

(StemCell Technologies, 4034) tanto sobre las poblaciones iniciales como sobre las 

poblaciones expandidas hematopoyéticas a los 7 días de expansión, con el objetivo de 

conocer e identificar la naturaleza de las poblaciones presentes en el cultivo. 

Se diluyó un número adecuado de células progenitoras en IMDM (Sigma, I3390) 

suplementado con 25 mM Hepes, en un volumen final de 1 mL. Se transfirieron 200 µL 

de esta mezcla a una alícuota de 2 mL de metilcelulosa. Se vorteó y se transfirieron 500 

µL a tres pocillos de una placa de cuatro pocillos (Nunc, 176740). Para disminuir la 

evaporación y evitar que se seque la metilcelulosa, se añadió DPBS en el cuarto pocillo. 

Se incubó durante 2 semanas a 37◦C y 5% CO2. Finalmente, las colonias se identificaron 

y se clasificaron en CFU-GEMM, CFU-GM y BFU-E usando los criterios estándares (Figura 

8). 
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Figura 8: Ensayos clonogénicos. A) Protocolo para la siembra de los progenitores 
hematopoyéticos en metilcelulosa. B) Morfología de las colonias mieloides humanas. Fuente: 
HSC Manual de STEMCELL Technologies. 

 

A continuación, se realizó un experimento en el que a los 15 días de diferenciación de 

los HB derivados de las ES4, se realizó un sorting de EpCAM, con el objetivo de obtener 

una población lo más pura posible (Figura 9). Para ello, se levantaron los HB con Tryplex 

Express, se incubaron con el anticuerpo EpCAM (Santa Cruz Biotechnology, sc-66020) 
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durante 30 min a 4˚C y se marcaron con unas microbeads (Miltenyi, 130-048-401) como 

indica el fabricante durante 15 min a 4˚C. Finalmente, se llevó a cabo un ciclo de sorting. 

Las células obtenidas se sembraron en una placa de 48 pocillos (Biolite, 130187) en 

medio de diferenciación Día 11-15 (véase Capítulo 2 sección 1) suplementado 3 µM 

CHIR99021 y 10 µM Thiazovivina. Tras la adaptación celular de 24-48 h, se añadieron las 

células CD34+ en mHSC y en StemSpan SFEM II. Los cultivos se incubaron a 37˚C, 1% 

O2/5% CO2 durante 7 días. Cada día se procedió al cambio de mitad de medio. Como 

control del experimento, se sembraron también las CD34+-UCB sobre plástico en las 

mismas condiciones. A los 7 días, se procedió al recuento celular y al análisis de las 

células hematopoyéticas mediante ensayos clonogénicos. 

 

 

 

 

Figura 9: Esquema de la expansión de las CD34+ -UCB en cultivo 2D de HB purificados.  

 

6.2 Experimento control 3D: Expansión de las HSC usando organoides hepáticos de 

bioingeniería con HB fetales humanos primarios. 

Se llevó también a cabo un experimento control en el que los HB procedían de fetos 

humanos de 18 a 22 semanas de gestación (n=1) (Figura 10). 

Los HB humanos, las hUVEC y las HpFEC se expandieron como se ha mostrado 

anteriormente (véase Capítulo 3 sección 3 y Capítulo 3 sección 2 y 3, respectivamente). 

El día del experimento las células se levantaron con Tryple Express. A continuación, se 

procedió al recuento celular y se sembraron en una proporción 10 HB: 5 hUVEC: 2 HpFEC 

en medio (1:1) hUVEC/medio Kubota suplementado con un 5% FBS, 50 ng/mL EGF, 20 

ng/mL IGF-1, 5 ng/mL HGF, 5 ng/mL FGF-2 y 10 µM FSK sobre un gel de MG diluido 1:1 

con medio hUVEC (véase sección 2), previamente solidificado en una placa de 96 pocillos 

durante al menos 30 min a 37˚C. Al día siguiente, se procedió al cambio de medio 

añadiendo en unas condiciones mHSC y en otras mHSC/hVUEC con el objetivo de 

averiguar cuál era el mejor medio para la expansión de las células hematopoyéticas. A 
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las 72 h se producía la formación del organoide momento en el que se añadían 62.500 

células CD34+-SCU. Cada día se procedió al cambio de mitad de medio. Como control del 

experimento, se sembraron también las CD34+-UCB sobre plástico en las mismas 

condiciones. A los 7 días, se procedió al recuento celular y al análisis de las células 

hematopoyéticas mediante ensayos clonogénicos (véase sección 6.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Esquema de la expansión de las CD34+-UCB empleando organoides de bioingeniería 
humanos (experimento control 3D). 

 

5.3 Experimento 3D: Expansión de las HSC usando los organoides hepáticos de 

bioingeniería 

A continuación, se llevó a cabo la expansión de las HSC procedentes de UCB. Para ello, 

en un primer lugar, se llevó a cabo la reproducción del microambiente hepático 

mezclando los tres componentes principales: HB, hUVEC y HpFEC. Como se muestra en 

la sección 5, se intentaron dos estrategias distintas, la primera empleando MG 

(“Organoides Takebe”) y la segunda usando un scaffold hepático descelularizado 

(“Organoides Vyas/Baptista”) (Figura 11). En ambos casos, a las 72 h se produjo la 

formación del organoide hepático, momento en el que se añadieron 62.500 células 

CD34+-UCB. Cada día se procedió al cambio de medio. Los cultivos se incubaron a 37˚C, 

1% O2/5% CO2. Como control del experimento, se sembraron también las CD34+-UCB 

sobre plástico en las mismas condiciones. A los 7 y 14 días, se procedió al recuento 

celular y al análisis de las células hematopoyéticas mediante ensayos clonogénicos 

(véase sección 6.1) y FC (Tabla 7) (véase sección 3.5). 
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Figura 11: Esquema de la expansión de las HSC procedente de UCB empleando dos tipos de 
organoides de bioingeniería humanos. A) Matrigel y B) Scaffold hepático descelularizado. 

 

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución 

c-kit Santa Cruz Biotechnology, sc-5535 0,5:50 

CD34-PE Inmunostep, 34PE 5:50 

CD45-APC BD, 555485 2,5:50 

CD38-FITC StemCell Technologies, 10415 2,5:50 

CD71-APC BD, 561940 5:50 

Isotipo PE/FITC BD, 349526 5:50 

Isotipo APC BD, 345818 2,5:50 

Alexa Fluor 488 Molecular Probes, A11029 1:400 
 

Tabla 7: Lista de anticuerpos.

HB derivados de 
ES4 

hUVEC 

HpFEC 

A) Organoides Takebe 

Matrigel                                                                Formación organoide 
72 h 

CD34-SCU 

B) Organoides Vyas/Baptista 

Scaffold                                                                 Formación organoide 

72 h 

CD34-SCU 
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RESULTADOS 

1. Caracterización de las células CD34+ -UCB 

Como se muestras en la Figura tras los dos ciclos de sorting manual de CD34 se obtuvo 

una población bastante pura (86,4%) y con una alta viabilidad (86,3%) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Caracterización de las CD34+-UCB. A) Caracterización mediante FC, B) Representación 
de la pureza y viabilidad de las células CD34+-UCB. 

 

2. Caracterización de las hUVEC 

Como muestra la Figura 13 las hUVEC son células con una morfología poliédrica y con 

uniones estrechas entre sí, lo cual da lugar a una organización de “empedrado”68. 

Asimismo, como son capaces de expresar en cultivo ciertos GF para la expansión de las 

HSC69,70. Entre ellos cabe destacar SCF que induce el mantenimiento y la 

autorrenovación de las HSC71,72, Ftl-3L que regula la proliferación de las células 

hematopoyéticas más primitivas36, G-CSF que induce la retención y quiescencia de las 

HSC73,74 y Jagged-1 que apoya la autorrenovación y previene el agotamiento celular75,76. 

En cambio, la expresión de la ANG-1, relacionada con la autorrenovación y 

supervivencia77, es bastante baja. 

Tras la caracterización por IF, se demostró que la población aislada a partir de UC, es 

positiva para CD31 y Ve-cadherina78. En el caso de CD34, se sabe que las EC humanas 

vasculares son positivas para este marcador, sin embargo, la expresión de esta proteína 

extracelular desaparece tras el cultivo79,80, aunque una pequeña porción de las células 

pueden seguir expresándolo81 (Figura 14). 
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Figura 13: Caracterización de las hUVEC. A) hUVEC en cultivo. B) Expresión de GF 
hematopoyéticos.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Caracterización de las hUVEC por IF. 
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3. Caracterización de las HpFEC y de los progenitores hepáticos procedente de 

FL humanos 

Como muestra en la Figura 15, las HpFEC son células adherentes con una morfología 

fibroblastoide mientras que por su parte los HB humanos se caracterizan por la 

formación de colonias compuestas por células muy compactas. 

Además, esta población celular es capaz de expresar determinados GF importantes para 

la expansión de las HSC69,70 (Figura 15). Entre ellos cabe destacar, al igual que en el caso 

de las hUVEC, la expresión de SCF71,72 y Ftl-3L36. En cambio la expresión de ANG-177 y 

TGF-β1, involucrada en el mantenimiento de la quiescencia83,84, es bastante baja. 

 

 

          

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: A) HpFEC en cultivo. B) Progenitores hepáticos en cultivo. C) Expresión de GF 
hematopoyéticos. 
 

Una de las características que define a las MSC es su capacidad de poderse diferenciar 

en varios tipos celulares: osteocitos, condrocitos y adipocitos82. Tras 2 semanas de 

diferenciación adipocítica, se puede observar la acumulación de gotas lipídicas en el 

citoplasma (Figura 16). 
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Figura 16: Diferenciación adipocítica de las HpFEC. 

 

Una característica de las MSC es la no expresión de marcadores hematopoyéticos como 

CD34, CD45 y CD3885. Como se muestra en la Figura 17, las HpFEC no expresan ninguno 

de los marcadores hematopoyéticos mencionados. En cambio, y tal como se esperaba, 

esta población fue positiva para CD146 y Nestin85.  

 

 

                                         

 

                
 

 

 

Figura 17: Caracterización de las HpFEC por FC. 

 

En la caracterización del HpFEC por IF, se puede observar que esta población celular es 

positiva para Vimentina, Nestin, CD146 y NG2 (Figura 18). Se sabe que tanto los hígados 

adultos como los fetales albergan pericitos, los cuales son similares a los encontrados en 

otros órganos y distintos a las células estrelladas hepáticas. Recientemente, ha sido 
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descrita la identificación, purificación y caracterización de este tipo celular en hígados 

humanos adultos y fetales. Éstos fueron localizados alrededor de los vasos periportales, 

los cuales son positivos para NG2, Vimentina y CD14686. Mientras que son negativos para 

marcadores de células epiteliales endoteliales y hematopoyéticas86. Por otro lado, Khan 

et al. habían puesto de manifiesto que los pericitos Nestin+NG2+, asociados a los vasos 

porta, formaban un nicho que promovía la expansión de las HSC46. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Caracterización de las HpFEC mediante IF. 

 

4. Caracterización del nicho hepático fetal 

Para la recreación del nicho hepático fetal se llevaron a cabo dos estrategias distintas, 

como hemos como se entado anteriormente. Por una parte las células se sembraron en 

MG (“Organoides Takebe”) y por otro lado, sobre un scaffold de rata descelularizado 

(“Organoides Vyas/Baptista”). 

En el caso de los “Organoides Vyas/Baptista”, se puede observar una alta colonización 

del scaffold por parte de las células. Además, gracias a la IF se puede percibir los tres 
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tipos celulares presentes: HB derivados de las ES4 (CK19 y EpCAM), hUVEC (Ve-

cadherina) y HpFEC (Vimentina) (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Caracterización de los “Organoides Vyas/Baptista” por H&E e IF. 
 

 

 

En el caso de los “Organoides Takebe”, se puede observar igualmente una alta densidad 

celular con presencia de las tres poblaciones celulares distribuidos homogéneamente 

por todo el organoide (Figura 20).  
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Figura 20: Caracterización de los “Organoides Vyas/Baptista” por H&E e IF. 
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5. Expansión y caracterización de las HSC procedentes de UCB empleando 

organoides hepáticos de bioingeniería 
 

Experimentos control 2D 

Como se observa en la Figura 21, en el caso del co-cultivo en 2D de los HB derivados de 

las ES4 con las CD34+-UCB, se puede observar un mantenimiento de los progenitores 

eritroides y un ligero aumento de los mismos en la condición dinámica tras 7 días en 

cultivo. Además, si se compara esta condición con su respectivo control, se observa 

como en el control no se produce el mantenimiento de esta población celular. Sin 

embargo, se produjo una reducción en el número de colonias de progenitores más 

primitivas y maduras. Cuando se retiran los GF del medio de cultivo se observa una 

reducción de las tres poblaciones, lo cual es comparable con su respectivo control. 

Además, al comparar los recuentos celulares a los 7 días se expansión, se observa que 

en nuestro sistema no se produce una expansión tan grande como en su respectivo 

control, lo cual pensamos que es debido a un cambio en el ratio de células presentes 

con un claro incremento en el ratio de progenitores eritroides. 

 

 

Figura 21: Número de colonias formadoras en el experimento control 2D con los HB derivados 
de las ES4 en condiciones estáticas y dinámicas. 

 

En el caso de las hUVEC y de las HpFEC, previamente inactivadas con Mitomicina C (véase 
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23). Tanto en nuestro sistema como en los respectivos controles se puede observar 

gráficas similares, indicando que estas poblaciones por sí solas no poseen una 

contribución. Al igual que ocurría con los HB derivados de las ES4, al retirar los GF del 

cultivo, se produce una reducción en el número de colonias formadoras de manera 

equiparable entre nuestro sistema y los controles. En cambio, en estos experimentos el 

ratio de células es muy similar tanto en nuestro sistema como en el control, lo cual nos 

sugiere que no ocurre la misma situación que con los HB derivados de las ES4. 

 

 

Figura 22: Número de colonias formadoras en el experimento control 2D con las hUVEC. 

 

 

Figura 23: Número de colonias formadoras en el experimento control 2D con las HpFEC. 
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de diferenciación a otro. Por ello, con el objetivo de obtener una población más 

homogénea, se procedió a la selección de la población mediante el marcador 

extracelular EpCAM. Como se puede observar en la Figura 24, los datos de colonias 

formadoras fueron bastante similares a los ya obtenidos sin realizar la selección de la 

población. Sin embargo, un dato muy curioso es la expansión de los progenitores 

eritroides en la condición sin GF. Esto puede ser debido como resultado de la selección 

de la población de partida, ya que como se ha demostrado esta población es capaz de 

producir diferentes GF como SCF y EPO. 

 

 

Figura 24: Número de colonias formadoras en el experimento control 2D con los HB derivados 
de las ES4 tras la selección EpCAM. 

 

Experimento control 3D: Expansión de las HSC usando los organoides hepáticos de 
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Como control de nuestros experimentos en 3D, se usaron HB humanos fetales primarios. 

Para conocer qué medio era el más idóneo para obtener la mayor expansión de las HSPC, 

se testaron dos medios distintos: 1) Medio hematopoyético (mHSC), 2) Medio 

hematopoyético/Medio endotelial 1:1. Tras 7 días en cultivo, se sacaron las células 

hematopoyéticas del MG y se embebieron en metilcelulosa con el fin de identificar y 

cuantificar los diferentes progenitores presentes en el cultivo. Como se aprecia en la 

Figura 25 se obtuvo una gran expansión de los progenitores más primitivos (CFU-GEMM) 

y una gran expansión eritroide (BFU-E). Además, se obtuvo una gran proliferación de las 
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células más maduras (CFU-GM), lo cual es más evidente en la condición con el medio 

hematopoyético/endotelial. Probablemente esto es debido a la presencia de GF 

presentes en el medio endotelial. Por lo tanto, si se comparan los resultados obtenidos 

en nuestro sistema 3D con los controles tras 7 días en cultivo, se puede concluir que las 

células primarias del FL humano pueden mantener la hematopoyesis y eritropoyesis in 

vitro. 

 

 

Figura 25: Número de colonias formadoras en el experimento control con HB humanos. 

 

Experimento: Expansión de las HSC usando los organoides hepáticos de bioingeniería 

Tras 14 días de expansión de las HSC, se estudió la naturaleza de las células expandidas. 

Para ello, se escogieron cuatro marcadores de células hematopoyéticas como son CD34 

(selección positiva de HSC y HSPC), CD38 (selección positiva de células más 

diferenciadas), c-kit (receptor de SDF-1) y CD71 (selección positiva de progenitores 

eritroides). De esta manera, mediante FC se estudiaron dichos marcadores. 

En el caso de las células hematopoyéticas expandidas mediante los “Organoides Takebe” 

se puede observar que las células expandidas poseen una naturaleza mucho más 

primitiva que las células hematopoyéticas expandidas en los controles 2D (Figura 26).  

En los ensayos clonogénicos, se puede observar una expansión moderada de los 

progenitores eritroides a los 7 días de expansión, lo cual es más evidente a los 14 días 

así como un mantenimiento en el número de CFU-GEMM. Si se compara el número de 
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gran expansión como ocurre en el control. Creemos que esto es debido a un cambio en 

el ratio de progenitores hematopoyéticos tal y como ocurría en los experimentos control 

2D (Figura 27). 
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B)  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 26: Análisis de la población hematopoyética expandidas a los 14 días mediante FC. A) 
Control 2D, B) “Organoides Takebe”. 
 

 

 

 
 

Figura 27: Número de colonias formadoras en los “Organoides Takebe”. 
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En el caso de los “Organoides Vyas/Baptista” obtuvimos unos resultados similares a los 

“Organoides Takebe”. Como se puede observar en la Figura 28, la naturaleza de las HSPC 

en nuestro sistema de bioingeniería es mucho más primitivas que la población obtenida 

en los controles 2D. 
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Figura 28: Análisis de la población hematopoyética expandidas a los 14 días mediante FC. A) 
Control 2D, B) “Organoides Vyas/Baptista”. 

 

Por su parte, en los ensayos clonogénicos se pueden observar resultados similares a los 

reportados en los “Organoides Takebe” a los 7 días de expansión. Sin embargo, a los 14 

días se produce una robusta expansión tanto de los progenitores hematopoyéticos 

como de las células más maduras, así como, un ligero incremento en el número de 

células más primitivas. Estos resultados sugieren que se puede lograr una gran 

expansión de la población BFU-E usando estos organoides hepáticos de bioingeniería in 

vitro. En este caso al igual que en los “Organoides Takebe”, pero de una manera más 

marcada, se ha producido un incremento en el ratio de progenitores eritroides (Figura 

29). 
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Figura 29: Número de colonias formadoras en los “Organoides Vyas/Baptista”. 
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DISCUSIÓN  

El trasplante de HSC de UCB ha aumentado las posibilidades de encontrar un donante 

compatible en un tiempo razonable. No obstante, el uso de esta fuente de HSC en 

pacientes adolescentes y adultos es bastante limitado como consecuencia del bajo 

número de células CD34+ por unidad de UCB y por la velocidad lenta de injerto debido a 

la naturaleza tan primitiva de estas células. Asimismo, la permanente escasez de RBC 

hace que sea necesaria una expansión y maduración de los progenitores eritroides ex 

vivo. 

Sin embargo, actualmente no existen protocolos robustos que permitan la expansión de 

HSPC in vitro, Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevos métodos que permitan 

la obtención de los números necesarios de células tanto para poder tratar pacientes 

adultos como para aumentar la velocidad de injerto gracias al incremento en el número 

de progenitores más maduros. Basándonos en la premisa de que durante el desarrollo 

embrionario, el FL posee un papel bastante importante sobre la hematopoyesis y la 

eritropoyesis3, nuestro objetivo es la expansión de HSPC procedentes de UCB mediante 

el uso de organoides hepáticos humanos de bioingeniería.  

Para reproducir en un primer lugar el nicho hepático fetal, se llevó a cabo el aislamiento 

y caracterización de los distintos componentes celulares presentes en el hígado fetal: 

HB derivados de ESC (Capítulo 2), hUVEC, HpFEC y las HSC procedentes de UCB.  

Todas estas células han sido caracterizadas como se ha descrito anteriormente y 

representan poblaciones bastante puras. Para las HSPC de UCB se obtuvieron unas 

poblaciones con una pureza de 86,4%. Los datos de caracterización de las hUVEC y de 

las HpFEC mostraron también poblaciones bastante homogéneas.  

Las hUVEC analizadas fueron capaces de expresar ciertos GF hematopoyéticos (SCF, Ftl-

3L, G-CSF, ANG-1 y Jagged-1) muy importantes en la autorrenovación, proliferación y 

quiescencia de las HSC69. Se sabe que las HSC y HSPC se encuentran en estrecha 

asociación con las células que forman su microambiente87-91, por ello se han 

desarrollado diferentes sistemas ex vivo con cultivos sobre monocapas de células 

alimentadoras de estroma. Se ha demostrado que las células estromales, 

particularmente las MSC, son capaces de promover la expansión de las células más 
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primitivas ex vivo en un proceso que se debe no solo al contacto células-célula sino 

también a la secreción de citoquinas hematopoyéticas42,92. Adicionalmente, Mokhtari et 

al. ha demostrado que el estroma procedente de FL proporcionaba el equilibrio perfecto 

entre la preservación de las HSC más primitivas y la diferenciación de las HSC 

procedentes del UC34. Anteriormente, Khan et al. habían puesto de manifiesto que los 

pericitos Nestin+NG2+, asociados a los vasos porta, formaban un nicho que promovía la 

expansión de las HSC46. Por todo ello, se decidió aislar y caracterizar el estroma hepático 

fetal humano. Estas células mostraron tener una morfología fibroblastoide y cierta 

capacidad para diferenciarse hacia el linaje adipocítico82. Al igual que las hUVEC, estas 

células fueron capaces de expresar ciertos factores de crecimiento hematopoyéticos 

(SCF, Ftl-3L, ANG-1 y TGF-β1) muy importantes en la autorrenovación, proliferación y 

quiescencia de las HSC69. En la caracterización por citometría de flujo, se demostró la 

ausencia de expresión de marcadores hematopoyéticos (CD34, CD45 y CD38)85 y la 

expresión de CD146 y Nestin85. En la caracterización del HpFEC por inmunofluorescencia, 

se observó que esta población celular era positiva para para Vimentina, Nestin, CD146 y 

NG2. Recientemente, ha sido descrita la identificación, purificación y caracterización de 

pericitos en hígados humanos adultos y fetales. Estas células positivas para NG2, 

Vimentina y CD146 y negativas para marcadores de células epiteliales endoteliales y 

hematopoyéticas, fueron localizadas alrededor de los vasos periportales86. Además, 

Khan et al. pusieron de manifiesto que los pericitos Nestin+NG2+, asociados a los vasos 

porta, formaban un nicho que promovía la expansión de las HSC46. Por ello, se puede 

concluir que la población estromal aislada a partir de FL, será muy probablemente estas 

células pericíticas. 

En cuanto al aislamiento y caracterización de los progenitores hepáticos procedentes de 

hígados fetales humanos, cabe destacar como ya se ha mencionado anteriormente que 

su acceso no es nada fácil y su cultivo y expansión in vitro es realmente un reto. Tras el 

aislamiento de los HB humanos, estos fueron expandidos en p0 y usados a continuación.  

Unas vez aislados y caracterizados todos los tipos celulares, se llevó a cabo la recreación 

del nicho hepático fetal. Para ello, se emplearon distintas conformaciones con el 

objetivo de reproducir al máximo el microambiente fetal hepático. Finalmente, se 

llevaron a cabo dos estrategias distintas: “Organoides Takebe” y “Organoides 
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Vyas/Baptista”. Takebe et al. habían demostrado, por primera vez, la generación de un 

hígado humano funcional a partir de iPSC humanas in vitro31. En él, se producía no solo 

una reorganización de los progenitores hepáticos, sino que además ha sido capaz de 

rescatar a un modelo murino de insuficiencia hepática letal inducida por fármacos, 

mediante la maduración de las células gracias a la formación de una vasculatura 

funcional31. Por otro lado, Vyas/Baptista han demostrado la formación de organoides 

hepáticos 3D con hepatocitos y ductos biliares cuando sembrados con células 

progenitoras fetales de hígados humanos sobre la ECM de hígados acelulares. Estos 

organoides ha sido capaces de imitar diversos aspectos de la organogénesis hepatobiliar 

dando como resultado la formación concomitante de hepatocitos, progresivamente más 

diferenciados, y estructuras biliares32. Esto demostraba que los scaffolds procedentes 

de tejido hepático contenían determinadas moléculas procedentes de la ECM que 

regulaban la diferenciación celular, función, expansión y regeneración33. 

Adicionalmente, se usaron también condiciones de cultivo en hipoxia (1% O2). El motivo 

de incubar los cultivos en condiciones de hipoxia, se basó sobre los conocimientos 

actuales que existen sobre disponibilidad de oxígeno tanto en la BM como en el FL. Se 

sabe que en la región endosteal de la BM existe un gradiente de oxígeno donde las HSC 

se distribuyen de manera selectiva a lo largo de la región más hipóxica93. Además, se 

conoce que el lóbulo derecho hepático en el feto posee una mayor actividad 

hematopoyética que el izquierdo94, lo cual coincide con el hecho de que la UV irriga las 

porciones izquierda y central del FL humano, mientras que la PV lo hace en el lóbulo 

derecho95. 

El día de la siembra de los organoides el medio elegido fue el medio de cultivo de 

expansión de los HB derivados de ES4 con el fin de no crear un cambio muy brusco el 

día de la siembra. Sin embargo, al día siguiente se procedió al cambio de medio, 

añadiendo un medio hematopoyético suplementado con IGF-1 y VEGF, para aumentar 

la supervivencia de las hUVEC. 

En ambos organoides, se observó una alta colonización celular. El marcaje con CK19, 

EpCAM y AFP reveló la presencia de los HB derivados de las ES4, el marcaje con Ve-

cadherina la presencia de EC y el marcaje con Vimentina la presencia del HpFEC. Sin 

embargo, cabe destacar la morfología celular en los “Organoides Takebe”, se puede 
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observar igualmente una alta densidad celular. En este caso también se pueden percibir 

los tres tipos celulares, sin embargo, observamos una morfología celular bastante 

peculiar. Esto puede ser debido a la existencia de cierta diferenciación celular de los HB 

derivados de las ES4 hacía la línea colangiocítica. 

En el co-cultivo en 2D con los HB derivados de las ES4, se testaran tres tipos de cultivo: 

estático, dinámico y sorting de la población. En el cultivo estático, se observó un 

mantenimiento de los progenitores eritroides tras 7 días de expansión. En cambio, se 

observó un aumento moderado de los progenitores eritroides. Sin embargo, se produjo 

una reducción en el número de colonias de progenitores más primitivos y maduros. Al 

comparar el número de colonias de progenitores eritroides (BFU-E) con el control en 2D, 

vemos como en este último no se produce ningún mantenimiento en el número de 

progenitores eritroides. Además, si se tiene en cuenta el recuento celular a los 7 días de 

expansión, no se obtuvo una expansión celular tan grande como ocurrió en el control. 

Creemos que esto es debido a un cambio en el ratio de las células presentes con un claro 

incremento en el ratio de progenitores eritroides. Para la condición en dinámico se 

diseñaron varios dispositivos hechos tanto en una impresora 3D como de una manera 

“más casera”. Los dispositivos generados con la impresora 3D tenían el inconveniente 

de que estaban hechos con un material que no permitía el paso de la luz, por lo que para 

poder seguir el cultivo al microscopio era necesario añadirle como base un cubreobjetos 

(datos no mostrados). El problema de este dispositivo fue una baja adherencia celular, 

por lo que se prefirió realizar un dispositivo a partir de una placa de cultivo de 48 

pocillos. Como se muestra, se realizó una entrada y salida y se eliminaron el resto de 

pocillos, pudiendo funcionar así de reservorio de desecho. Sin embargo, el motivo de 

realizar el resto de experimentos en estático y no en dinámico a pesar de la obtención 

de mejores resultados, se debe a las dificultades asociadas a estos dispositivos: 

formación de burbujas, fugas de medio o disminución de la adhesión celular con el 

tiempo, entre otros. 

Con el fin de intentar homogenizar la población de partida entre diferenciación y 

diferenciación, se llevó a cabo un sorting de la población inicial gracias al marcador 

extracelular EpCAM, marcador presente en las células madre/progenitoras hepáticas96. 

Los ensayos clonogénicos llevados a cabo sobre la población celular tras 7 días de 
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expansión, revelaron resultados similares a los ya obtenidos sin realizar la selección 

inicial de la población. Sin embargo, se observó un dato muy curioso en la condición sin 

GF, donde se obtuvo una gran expansión de los progenitores eritroides. Esto puede ser 

debido como resultado de la producción de factores de crecimiento hematopoyéticos 

(SCF y EPO) (Capítulo 2) por parte de una población más pura de HB derivados de ES4. 

En el co-cultivo en 2D con las hUVEC y las HpFEC no se observaron diferencias entre 

nuestro sistema y el control, lo cual indica que estas poblaciones por sí solas no poseen 

una contribución sobre la hematopoyesis/eritropoyesis. Además, al igual que ocurría 

con los HB derivados de las ES4, al retirar los factores de crecimiento del cultivo, se 

produce una reducción en el número de colonias formadoras de manera equiparable 

entre nuestro sistema y el control. En cambio, en estos experimentos el número de 

células es bastante similar entre condiciones, lo cual nos sugiere que en estos casos no 

existe un aumento en el ratio de progenitores hematopoyéticos. 

A continuación se llevó la expansión de las HSC pero sobre unos organoides 3D 

compuestos por HB fetales humanos, hUVEC y HpFEC. La obtención de una gran 

expansión de los progenitores eritroides, de las células más primitivas y de las células 

más maduras. Esto demuestra que el FL humano puede mantener la hematopoyesis y 

eritropoyesis in vitro, lo cual ya había sido demostrado anteriormente34. 

Tras los experimentos controles, se llevó a cabo la expansión de las células CD34+-SCU 

usando los organoides hepáticos de bioingeniería (“Organoides Takebe” y “Organoides 

Vyas/Baptista”). En ambos casos, los cultivos se llevaron hasta las dos semanas. Tras ese 

tiempo se quiso estudiar la naturaleza de las células expandidas. Para ello, se escogieron 

cuatro marcadores de células hematopoyéticas más primitivas y más maduras, como 

son CD34, CD38, c-kit y CD71, y se estudiaron mediante citometría de flujo. En ambos 

casos las células obtenidas tras 14 días de expansión eran mucho más primitivas que las 

células obtenidas en los controles (Figura 26 y 28). En los ensayos clonogénicos de las 

células expandidas usando los “Organoides Takebe”, se observó una moderada 

expansión de los progenitores eritroides a los 7 días, siendo más evidente a los 14 (Figura 

27). Además, se mantuvo el número de colonias de CFU-GEMM. En cambio, al comparar 

estos resultados con los de las células expandidas empleando los “Organoides 

Vyas/Baptista”, a los 14 días se observó una robusta expansión tanto de los progenitores 
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hematopoyéticos como de las células más maduras y un ligero incremento en el número 

de células más primitivas (Figura 29). En ambos sistemas, si se compara el número de 

células obtenidas a los 7 y 14 días de expansión, se percibe que no hay una gran 

expansión y diferenciación celular como ocurre en el control, sino que lo se está 

observando es un cambio en el ratio celular con un claro incremento de progenitores 

eritroides. 

Los resultados obtenidos al utilizar los “Organoides Vyas/Baptista” sugieren que se 

puede lograr una gran expansión de la población BFU-E a partir de UCB mediante el uso 

de estos organoides hepáticos de bioingeniería in vitro. De esta manera el 

microambiente hepático fetal podría ser usado para obtener RBC a gran escala y suplir 

por lo tanto las necesidades clínicas que a día de hoy existen. Sin embargo, sería 

necesario prolongar en el tiempo la expansión de estas células con el objetivo de 

obtener una mayor producción celular. Asimismo, sería conveniente realizar algún 

ensayo de funcionalidad para verificar que las células obtenidas poseen las 

características propias de los RBC.  
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CONCLUSIONES 

1. Los HB generados a partir de las células embrionarias humanas, generaron una 

población de células que expresan factores de crecimiento específicos que 

respalda el mantenimiento y expansión de las HSC y BFU-E. 

2. Ambos organoides hepáticos mantuvieron un mayor número de HSPC que los 

controles. 

3. Los “Organoides Vyas/Baptista” produjeron un mayor número de BFU-E en 

comparación con los controles 2D o los “Organoides Takebe”. 

4. Los organoides hepáticos (fetales) humanos de bioingeniería mostraron un papel 

importante en el mantenimiento de las HSC y de la eritropoyesis, por lo que 

podrían ser usados como un modelo in vitro para estudiar la hematopoyesis fetal 

humana/eritropoyesis. 
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Estudio proteómico 

Tubulointerstitial nephritis antigen like 1 

Se trata de una glucoproteína procedente de la ECM la cual es conocida por jugar un 

papel importante en la adhesión celular y en la interacción con receptores celulares1, así 

como con otras proteínas de la ECM como la LN, COL y FN. Recientemente, se ha 

conocido que la expresión de esta proteína podría jugar un papel importante en mujeres 

con preeclampsia2.  

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Myeloid derived growth factor  

Inicialmente se pensó que la función de esta proteína era la de sustentar la proliferación 

de las células linfoides, por lo que se consideró una interleuquina. Sin embargo, 

recientemente le ha sido atribuida la función paracrina de reparación tisular y función 

cardiaca3. Sintetizada por monocitos y macrófagos de la MO, promueve la supervivencia 

y la angiogénesis de los miocitos cardíacos tras un infarto de miocardio3.  

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis hepática fetal. 

Azurocidin 

Se trata de una glucoproteína con actividad antimicrobiana de amplio espectro y 

actividad quimiotáctica sobre los monocitos y macrófagos, sintetizada durante la etapa 

promieolocítica del desarrollo de los neutrófilos4. Sin embargo, pronto se hizo evidente 

que esta proteína, al igual que otras proteínas antimicrobianas, era capaz no solo de 

ejercer actividad microbiana sino que además era capaz de modular la función inmune. 

Se encuentra almacenada tanto en vesículas secretoras como en gránulos primarios, de 

esta manera es liberada durante la extravasación de los leucocitos polimorfonucleares 

en el lugar de la inflamación5. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis hepática fetal. 
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EMILIN-1 y Multimerin-2 

El dominio EMI es un pequeño dominio rico en cisteínas. Se encuentra preferentemente 

en el extremo N terminal de proteínas extracelular que son compatibles con la 

formación de multímeros y un C-terminal globular (C1q)6.  

EMILIN-1 y Multimerin-2 son dos glicoproteínas homotriméricas que se ensamblan en 

multímeros de gran peso molecular. Se expresan predominantemente en la ECM y 

contribuyen a diferentes funciones celulares gracias a la asociación a otros dominios 

C1q7. 

EMILIN-1 es una glucoproteína de la ECM perteneciente a la familia C1q/TNF8, la cual 

está probablemente implicada en la deposición de la EL6. Forma una red fibrillas en la 

ECM en cultivos in vitro y en la matriz de varios tejidos, codistribuyéndose con la EL en 

la mayoría de los sitios8. Se le ha atribuido también actividad proadhesiva tanto a líneas 

celulares hematopoyéticas como no hematopoyéticas7,9. 

Por su parte, Multimerin-2 ha sido encontrada a lo largo de los vasos sanguíneos, en 

proximidad a las EC, tanto en vasculaturas normales como tumorigénicas. Además, 

contribuye a la homeostasis del mantenimiento de los vasos sanguíneos mediante su 

implicación en el sistema VEGF-A/VEGFR2. Recientemente, se ha descubierto la 

implicación de esta proteína en la regulación de la activación plaquetaria, la formación 

de trombos y la retracción del coágulo10. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de estas proteínas sobre la 

hematopoyesis hepática fetal. 

Lectin, mannose binding 2 

Esta una proteína perteneciente al grupo de las colectinas, un subgrupo de lectinas. Es 

producida por el hígado y juega un importante papel en el sistema inmunitario innato 

de los mamíferos. Reconoce residuos de manosa y n-acteilglucosamina situados en las 

membranas de numerosos microorganismos, favoreciendo su eliminación por 

fagocitosis gracias a la activación del complemento11,12. Recientemente, se ha puesto de 

manifiesto que la unión al complemento desempeña un papel fundamental en la 

movilización de las HSC y HSPC desde la BM a la PB13. 
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Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis hepática fetal. 

High mobility group protein B2 

Se trata de una proteína multifunción. En el compartimento extracelular actúa como un 

potente antimicrobiano14 y como una quimioquina, ya que promueve la proliferación y 

migración de las EC15. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Collagen type XIV alpha 1 chain y Collagen type XXI alpha 1 chain 

El Collagen es la proteína estructural más abundante en mamíferos. Se encuentra 

presente en el espacio extracelular de diversos tejidos conectivos y conjuntivos como la 

piel, las articulaciones y los huesos. Esta superfamilia comprende un total de 28 

miembros ordenados en números romanos (I-XXVIII), cuya estructura está formada por 

una triple hélice homo o heterotrímera16. Ambas proteínas pertenecen al grupo de COL 

asociados a fibrillas con triple hélices interrumpidas. Estas proteínas parecen conectar 

las fibrillas de COL a otros componentes o células de la matriz17. El Collagen type XIV 

alpha 1 chain se encuentra en asociación con el Collagen I de la piel, tendones, 

pulmones, hígado, placenta y de las paredes de los vasos. Además, participa en la 

regulación de la fibrilogénesis18. En 1998 se demostró la presencia de esta proteína 

sobre la BM humana la cual era capaz de adherirse, lo más probable, mediante 

receptores compuesto por proteoglicanos de heparansulfato a poblaciones definidas de 

células hematopoyéticas19. El Collagen type XXI alpha 1 chain es secretada a la ECM de 

las paredes de los vasos sanguíneos por parte de las células del músculo liso. Se encarga 

de contribuir al ensamblaje de la ECM de la red vascular durante la formación de los 

vasos sanguíneos20.  

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Fibrillin 2 
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Glucoproteína secretada a la ECM donde se une a otras proteínas para formar 

filamentos filamentosos llamados microfibrillas. Esta proteína se produce durante el 

desarrollo y remodelación tisular21,22. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Microfibril associated protein 2 

Se trata de una glucoproteína perteneciente a la familia microfibril-associated 

glycoproteins la cual se asocia covalentemente con las microfibrillas y posee capacidad 

para interactuar con los factores de crecimiento de la familia TGF-β y Notch23-25. Se ha 

puesto de manifiesto que esta proteína podría tener funciones discretas en la 

hematopoyesis, ya que la pérdida de la proteína no solo altera significativamente la 

masa ósea y su arquitectura, sino que ratones deficientes para esta proteína son 

neutropénicos26. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis hepática fetal. 

Kynurenine aminotransferase 1 y Kynurenine aminotransferase 3 

Estas enzimas catalizan la síntesis del ácido quinurénico. Niveles anormales de estas 

enzimas en cerebros humanos, están asociados a esquizofrenia, Alzheimer y otros 

trastornos neurológicos27. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis hepática fetal. 

Elastase, neutrophil expressed 

Serín proteasa sintetizada por neutrófilos cuya función es la de hidrolizar proteínas tanto 

dentro de los lisosomas como en la ECM. Jassinskaja et al. encontraron una fuerte 

expresión de varias serín proteasas por parte de las HSPC adultas en comparación con 

las fetales, donde actuaba como un regulador negativo de la producción de neutrófilos 

en las HSPC fetales28. En la etapa promieolícitca del desarrollo estas proteínas son 

sintetizadas en gránulos primarios donde sus principales funciones son las de 
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eliminación de patógenos intracelulares y la degradación tisular en sitios de 

inflamación29,30. Sin embargo, esta alta expresión era aún más notoria en las ST-HSC que 

en las LT-HSC, como consecuencia de una mayor presencia de progenitores ya que 

promiolocitos son más frecuentes en el FL que en la BM31.  

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Aromatic-L-amino-acid decarboxylase 

Se trata de una enzima liasa, la cual cataliza diversas reacciones de descarboxilación. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Asporin 

Pertenece a la misma familia de proteoglicanos ricos en leucina que biglycan y decorin32. 

A diferencia de otros miembros de la familia, carece de un sitio de unión a los 

glicosaminoglicanos, por lo que, no es un proteoglicano estricto33. Está presente en 

muchos tejidos humanos como la aorta, útero corazón o hígado. Al igual que la decorin, 

esta proteína se une directamente al TGF-β y al COL34. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Nephronectin 

Se trata de una proteína perteneciente a la ECM que inicialmente se identificó en el 

desarrollo embrionario de los riñones35, sin embargo, posee un papel importante en el 

desarrollo y función de otros tejidos como los pulmones, hígado, huesos y músculo. 

Inagaki et al. mostraron como la expresión de esta proteína se encuentra elevada en 

modelos murinos tanto de hepatitis aguda como crónica, donde ésta era principalmente 

secretada principalmente por MSC y, en menor medida, por colangiocitos36. Sin 

embargo, la expresión ectópica por parte de los hepatocitos conlleva al reclutamiento 

de células T CD4+ o células NKT en los focos de inflamación36. 
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Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

Latent transforming growth factor beta binding protein 1 

Se trata de una proteína secretada perteneciente a la familia de proteínas 

transportadoras latent transforming growth factor beta binding protein. Interactúa con 

una gran variedad de proteínas de la ECM y juega un papel importante en la regulación 

de la biodisponibilidad de TGF-β. Latent transforming growth factor beta binding protein 

y fibrillins son moléculas con una alta homología, donde la colocalización de ambas ha 

sido descrita en cultivos celulares. Isogai et al. demostraron que se trata de una proteína 

asociada a la fibrilina presente en ciertos tejidos37. Recientemente, se ha propuesto un 

nuevo papel de esta proteína como biomarcador para diferenciar el carcinoma 

hepatocelular de una hepatitis crónica38. 

Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito ningún papel de esta proteína sobre la 

hematopoyesis fetal. 

 

Inactivación celular 

Las HpFEC se inactivaron con 20 µg/mL de Mitomicina C durante 1 h de Mitomicina C y 

las hUVEC con 5 µg/mL durante 30 min (Gráfica 1 y 2). 

 

 

Gráfica 1: Tratamiento de las HpFEC con Mitomicina C.  
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Gráfica 2: Tratamiento de las hUVEC con Mitomicina C. 

 

Integridad del RNA 

Para verificar y comprobar la integridad y calidad del RNA; las muestras se cargaron en 

un chip comercial siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-Rad, 700-7103). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 1: Integridad del RNA. 
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El Chip ExperionTM de Bio-Rad no solo ofrece la concentración del RNA y el ratio 28S:18S 

sino además, sino que también es un indicador de la calidad del RNA (RQI). De este 

modo, ratios con valor de 10 corresponden a una muestra intacta de RNA, mientras que 

valores de 1 muestra degradación total del RNA. Por lo que valores con un RQI > 7 se 

consideraron aceptables, tal y como indica el fabricante. Como se muestra en la Tabla 

1, todas las muestras de RNA resultaron óptimas. La integridad y la calidad del RNA se 

muestra en la Figura 1, donde se observan dos bandas correspondientes a los ácidos 

ribonucleicos ribosómicos (rRNA) 28S y 18S. El tamaño de los rRNA 28S y 18S de 

mamífero poseen un tamaño de aproximadamente 5 kb y 2 kb, por lo que el ratio teórico 

28S:18S es alrededor de 2,7: 1; sin embargo, una relación de 2:1 es considerada 

aceptable. 

 

Muestra Ratio [28S:18S] RQI 

Día 12 2,41 9,8 

Día 13 2,20 9,4 

Día 14 1,15 9,5 

Día 15 1,20 7,0 

Día 16 2,27 9,8 

Día 17 1,70 8,5 

Día 18 2,01 10,0 

Día 19 1,73 9,2 

Día 20 1,49 9,6 

Día 21 1,65 8,1 
 

Tabla 1: Ratios [28S:18S] y RQI de las muestras. 

 

Caracterización de los HB derivados de las ES4 

La pluripotencia de las células se comprobó mediante la expresión de los marcadores 

de pluripotencia Oct4 y Rex1 (Figura 2). 
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Figura 2: Pluripotencia de las ES4. Control positivo: H1, Control negativo: hUVEC. 
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