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la proliferación espontánea y conduce a la depen-
dencia de citoquinas exógenas. Demostraron que 
los andamios compuestos por poliuretano o áci-
do poliláctico-co-glicólico (PLGA) proporcionan 
una e� ciencia de siembra y un crecimiento leucé-
mico óptimos sobre otros materiales de soporte 
porosos. Otros métodos de cultivos 3D incluyen 
el uso de polímeros biomédicos e hidrogeles sin-
téticos7,8,9,10, que se pueden complementar con 
factores de crecimiento y nutrientes dependien-
do de la naturaleza del experimento. Estos mode-
los 3D pueden incluso combinarse con células en-
doteliales y vasculares11 y sistemas de perfusión 
dinámica12,13, que tratarían de simular el � ujo 
sanguíneo � siológico en la médula ósea. 

El uso de organoides resulta especialmente 
bene� ciosos en investigación biomédica, ya que 
sus características los  convierten en un mode-
lo e� caz para comprender el desarrollo de los 
órganos, la morfogénesis de los tejidos y las ba-
ses genéticas o moleculares de las enfermeda-
des. Además, pueden ser usados para  conocer 

INTRODUCCIÓN
Organoides
Un organoide es una reproducción in vitro en 

miniatura de un órgano determinado, con una 
estructura biológica similar, tanto en función 
como en arquitectura, a su equivalente in vivo. 
Por tanto, es un tipo de cultivo celular en tres 
dimensiones que contiene tipos de células espe-
cí� cos de un órgano que pueden mostrar la or-
ganización espacial y replicar algunas de las fun-
ciones del órgano en cuestión.  Existen organoi-
des de diferentes tipos, procedentes de tejidos 
complejos como puede ser el de hígado, riñon, 
cerebro, etc, o tejidos tumorales establecidos 
a partir de explantes de biopsias de neoplasias, 
tanto de animales de experimentación como de 
origen humano. Hoy en día, pueden formarse a 
partir de una célula madre embrionaria o de una 
célula madre pluripotente, que puede estar ubi-
cada en un órgano adulto o ser una célula madre 
pluripotente inducida (iPSCs), aunque el campo 
de investigación de los organoides empezó hace 
muchas décadas1. 

En la década del 2000, se demostró que los cul-
tivos tridimensionales (3D) eran una excelente 
forma de comprender los mecanismos del desa-
rrollo y el impacto que tienen sobre el desarrollo 
de las enfermedades. Los métodos de cultivo 3D, 
abordan la falta de espacio y estructura trabecular 
en los cultivos tradicionales 2D  y tratan de pro-
porcionar puentes para que las células formen es-
tructuras basándose en su capacidad para unirse 
espontáneamente en formaciones multidimen-
sionales como los esferoides2,3 (� gura 1). Algunos 
enfoques que se están investigando en el contex-
to de estos cultivos son los andamios para el creci-
miento celular fabricados con diversas sustancias 
biomiméticas4,5, pero en general, los estudios 
son escasos. Por ejemplo, T.M. Blanco6 investigó 
los materiales más óptimos para andamios en 
cultivos ex vivo de leucemia mieloblástica aguda, 
basándose en la hipótesis de que la carencia de 
interacciones célula-célula y de contacto con la 
matriz extracelular de los cultivos 2D obstaculiza 
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 Figura 1: Formación de esferoide de células mieloides 
leucémicas en matriz de hidrogel (metilcelulosa) genera-

do en el Biobanco A Coruña (20x - Abril/2022)
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el impacto celular a diversos tratamientos; para 
valorar la capacidad de respuesta a fármacos, así 
como para el estudio de nuevos biomarcadores 
o incluso emplearse en la terapia de reemplazo 
de tejidos14. 

Los organoides reconstruyen una aproxima-
ción más ajustada al nicho natural que los cul-
tivos celulares tradicionales bidimensionales y 
pueden además disminuir o evitar el uso de ani-
males de experimentación. 

Leucemia Mieloblástica Aguda (LMA)
En la última convocatoria de la Plataforma del 

Instituto Carlos III fue realizada una propues-
ta para la generación de organoides junto con 
otros biobancos de España como una iniciativa 
de I+D+I traslacional. En nuestro caso, hemos de-
cidido trabajar en el desarrollo de organoides de 
medua ósea de leucemias mieloides agudas en 
su primera fase y posteriores procesos mielopro-
liferativos crónicos, siempre de origen humano.

La LMA es una neoplasia hematológica clonal, 
caracterizada por la proliferación de células in-
maduras llamadas blastos, que desplazan el te-
jido hematopoyético normal de la médula ósea 
con la consiguiente aparición de anemia, neutro-
penia y trombocitopenia. Con los regímenes de 
tratamiento actuales, se obtienen tasas de res-
puesta a la quimioterapia (Idarrubicina-Citarabi-
na) en torno al 60-80% en pacientes jóvenes, y 
del 40-60% en pacientes mayores de 60-65 años. 
Aun así, existe una alta tasa de recaída de la en-
fermedad, con tasas de supervivencia global del 
27% a los 5 años, siendo el Trasplante Alogénico 
de Progenitores Hematopoyéticos (Alo-TPH) la 
única opción curativa para las LMA de interme-
dio y alto riesgo. Este procedimiento, sin embar-
go, no está al alcance de todos los pacientes ya 
que requiere de un donante compatible, y ade-
más presenta en la actualidad tasas de mortali-
dad tóxica entre el 20-30%. En los últimos años, 
la inmunoterapia celular basada en los CAR-Ts, 
técnica acreditada recientemente en el Hospital 
A Coruña, ha generado expectativas sin prece-
dentes en el tratamiento del cáncer, mostrando 
respuestas clínicas robustas en pacientes con 
hemopatías malignas de células B, sin embargo 
esta terapia continúa siendo un reto para la LMA 
debido a la ausencia de un antígeno objetivo 
universal para esta patología.

El mejor conocimiento de la biología de la LMA 
ha permitido identi� car por un lado a aquellos 
pacientes con mayor riesgo de resistencia a los 
tratamientos convencionales (ej, LMA con mu-
tación TP53) y por otro lado identi� car posibles 
dianas terapéuticas para la aplicación de trata-

mientos dirigidos (inhibidores de IDH1 e IDH2 
para LMA con mutaciones IDH, inhibidores FLT3 
para LMA FLT3 mutada … ).  En cuanto al estu-
dio mutacional de la LMA, destacar que ésta es 
una enfermedad policlonal, y que con frecuencia 
se objetiva la aparición de nuevas mutaciones y 
clones leucémicos en los momentos de recaída/
progresión. Por ello, es de suma importancia el 
desarrollo de modelos leucémicos que ayuden a 
conocer los mecanismos que llevan a esta evolu-
ción clonal y mutacional, para así poder diseñar 
mejores estrategias terapéuticas y poder indivi-
dualizar los tratamientos. En este último punto 
de individualización del tratamiento, existen en 
la actualidad varios fármacos ya desarrollados y 
aplicados en ensayo clínico, e incluso aprobados 
para uso asistencial por las Agencias Regulado-
ras (inhibidores FLT3, inhibidores IDH, Ac mono-
clonales anti CD33… ). Sin embargo, éste es un 
campo todavía con una gran área de mejora, con 
un importante abanico de moléculas en desa-
rrollo, cuya incorporación a la clínica requiere de 
mejoras en los modelos preclínicos.  

OBJETIVO Y JUSTIFICACIÓN
Como objetivo central del presente proyecto del 

Biobanco A Coruña, está la construcción de un mo-
delo in vitro tridimensional de organoides de mé-
dula ósea que reproduzca lo más � elmente posible 
las  propiedades estructurales y arquitectura de la 
médula ósea nativa, con el � n de proporcionar un 
modelo para el estudio en profundidad de la LMA, 
ensayo de nuevos fármacos y evaluación de su e� -
cacia. 

Para ello seguiremos el protocolo ya diseñado 
por Khan, A. et al.21,,el cual puede ser sintetizado 
en cuatro pasos:

1. Agregación de células  mesenquimales 
(MSCs).

2. Agregación de células progenitoras hemato-
poyéticas (HPSC), entre las que se hayan las 
células mieloblásticas leucémicas proceden-
tes de un mismo individuo diagnosticado 
con LMA.

3. Inclusión de agregados celulares  en anda-
mio o soporte celular.

4. Cultivo en placas ULA.

Las células MSCs se encargarán de la creación 
y mantenimiento de la matriz extracelular. Las 
células HPSCs se encargarán de la generación, 
mantenimiento y renovación de los tipos celu-
lares hematopoyécticos, y las células mieloblás-
ticas leucémicas interaccionarán con el resto de 
células con� gurando al organoide como leucé-
mico y cuya actividad será el objeto clave de es-
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(q22;q22.1), reorganizaciones 11q23.3, 
inv(16)(p13.1q22)/t(16;16)(p13.1;q22). 

6. Análisis molecular por NGS: ASXL1, CALR, 
CBL, CEBPA, DNMT3A, EZH2, FLT3, GATA2, 
IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, MLL, 
NPM1, NRAS, PTPN11, RUNX1, SETBP1, 
SF3B1, SRSF2, TET2, TP53, U2AF1, WT1. 

Tercera fase. Organoides como servicio de 
biobanco.

1. Establecer un biobanco de organoides de 
LMA para el desarrollo de terapias dirigidas.

2. Servir de plataforma para el desarrollo de 
nuevos proyectos a nivel cooperativo
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tudio en ensayos futuros para conocer mejor la 
enfermedad. 

En relación al andamiaje que dará soporte al 
crecimiento celular tridimensional y tras haber 
estudiado el estado de las técnicas de bioinge-
niería actuales en organoides de médula ósea, 
se realizarán pruebas con diferentes soportes ce-
lulares para conseguir in vitro unas propiedades 
y arquitectura similar a la médula ósea in vivo. 
Entre estas estructuras se pueden destacar los 
hidrogeles de metilcelulosa15 o polientilengli-
col16, matrigeles17, estructuras generadas por 
impresión 3D18 e incluso hueso humano, para 
cuyo desarrollo contaremos con el apoyo de la 
Unidad de Criobilogía del CHUAC (proveedor 
de fragmentos de hueso esponjoso humano), 
la plataforma de biomodelos del Instituto de 
Investigación Biomédica A Coruña (INIBIC) y del 
Centro de Investigaciones Cientí� cas Avanzadas 
(CICA) de la Universidad de A Coruña , el cual ya 
desarrolla cultivos celulares tanto con células 
madre como con iPSCs.  

Las muestras de medula ósea serán obtenidas 
del servicio de Hematología del CHUAC. El equi-
po de Terapia Celular y Molecular del INIBIC apor-
ta una línea celular mesenquimal ya establecida, 
y la caracterización histológica y molecular se 
realizará en colaboración con los servicios hospi-
talarios del CHUAC de: Anatomía Patológica (H/E, 
inmunohistoquímica y NGS), Genética (carioti-
pos), Hematología (citometría de � ujo) e Inmu-
nología (tipaje HLA).

La actividad del biobanco para el desarrollo 
de estos organoides se dividirá en las siguientes 
fases:

Primera fase. Estudio piloto de factibilidad.
1. En una primera fase se llevará a cabo un es-

tudio piloto de factibilidad, en el que se analizará 
y optimizará el desarrollo adecuado de los orga-
noides, mediante el análisis en diferentes mo-
mentos:

• Análisis morfológico.
• Analisis fenotípico (CD16, CD13, CD34, 

CD117, CD11b, CD71, HLADR uy CD45). 

Segunda fase. Estudio prospectivo.
1. Análisis morfológico.
2. Analisis fenotípico (CD16, CD13, CD34, 

CD117, CD11b, CD71, HLADR uy CD45). 
3. Análisis fenotípico de las diferentes subpo-

blaciones leucémicas y de las aberrancias 
halladas por citometría de � ujo.

4. Análisis citogenético por cariotipo.
5. FISH de las alteraciones frecuentes: ; 

t(15;17)(q24.1;q21.2), Trisomia 8, t(8;21)


