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Modelo de cardiomiopatía no compactada del ventrículo izquierdo (LVNC) en células 
madre pluripotentes inducidas de pacientes. 
 
La cardiomiopatía no compactada del ventrículo Izquierdo (LVNC) es una cardiomiopatía 
caracterizada por excesiva trabeculación con profundas hendiduras en la pared ventricular. 
La clínica se presenta desde asintomática a insuficiencia cardiaca. Hemos identificado dos 
mutaciones en la línea germinal en el gen MIND BOMB-1 (MIB1) humano, que codifica una 
ubiquitina ligasa E3 que media la endocitosis de los ligandos de Notch: Delta y Jagged. 
Estas mutaciones en MIB1 causan LVNC de forma autosómica dominante y como 
consecuencia, los individuos afectados muestran una reducción en la actividad de NOTCH1. 
Una de las mutaciones es una sustitución en heterocigosis del nucleótido G2827T del exón 
20. Esta sustitución genera un cambio en el aminoácido Val943Phe. Este aminoácido está 
ubicado en una región hélice-hélice que separa los tres dominios ring fingers que median 
la interacción proteína-proteína y constituyen el sitio activo de la ubiquitina ligasa de MIB1. 
La otra mutación es una sustitución en heterocigosis del nucleótido C1587T en el exón 11 
de MIB1. Este cambio genera un codón de parada anticipada en lugar de arginina 
(Arg530X) en la región de repeticiones de ankyrina de MIB1. Esta mutación se rastreó en 
dos generaciones de individuos afectados con LVNC, mostrando una co-segregación con la 
LVNC 1. 
 
Generación de células madre pluripotentes inducidas (induced pluripotency stem cell, 
iPSC) de un individuo con cardiomiopatía no compactada del ventrículo izquierdo 

Generamos hiPSC a partir de fibroblastos dérmicos obtenidos de biopsias de piel 
del brazo provenientes de un donante con cardiomiopatía no compactada del ventrículo 
izquierdo y una mutación en el nucleótido C1587T del exón 11 del gen MIB1 que provoca 
un STOP prematuro en la Arg530, utilizando el protocolo descrito en 2. Brevemente, la 
reprogramación de fibroblastos se llevó a cabo empleando dos rondas de infección 
retroviral usando los siguientes factores de reprogramación: OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC. 
Entre los días 30 y 60 se observaron colonias que similares a iPSC.  

Obtuvimos colonias con aspecto de iPSC del paciente con LVNC. Conseguimos 
seleccionar y expandir colonias de células que mostraban una morfología similar a iPSc. Se 
expandieron y caracterizaron para comprobar la expresión endógena de marcadores 
pluripotentes y la capacidad de diferenciación pluripotente in vitro. 



 

ANEXO 1 

1- Test de pluripotencia  
a. Test de fosfatasa alcalina.  
La actividad de la fosfatasa alcalina se analizó directamente utilizando el kit ‘alkaline 
phosphatase blue membrane substrate solution kit’ (Sigma) según las instrucciones del 
fabricante. Las colonias de las iPSC procedentes del paciente con LVNC, línea LVNC-FiPS-
MIB1STOP1 mostraron una tinción fuerte de fosfatasa alcalina (Figura 1) 

 
Figura 1. Tinción de fosfatasa alcalina de la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1. 
 
  



 

b. Test de detección de marcadores de pluripotencia mediante qRT-PCR, 
inmunocitoquímica.  
El RNA de iPSC del paciente con LVNC se aisló y se analizó la expresión de marcadores de 
pluripotencia mediante RT-PCR cuantitativa. Los oligonucleótidos se obtuvieron a través 
de SIGMA (oligoarchitect).  
La qRT-PCR mostró que la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 expresaba genes de pluripotencia 
entre los que se incluyen: OCT4, KLF4, SOX2, REX1, CRIPTO y NANOG. Este perfil de 
expresión génica es comparable a otras líneas de células madre embrionarias humanas 
(ES4), y está ausente en fibroblastos dérmicos humanos (HDF) (Figura 2). 
 

 
Figura 2. Expresión relativa de RNA de los genes de pluripotencia OCT4, KLF4, SOX2, REX1, CRIPTO y 
NANOG en células madre embrionarias humanas (ES4), fibroblastos dermales humanos (HDF) y LVNC-
FiPS-MIB1STOP1.  
 
  



 

Para confirmar la expresión de los genes de pluripotencia realizamos inmunocitoquímica 
en la línea celular LVNC-FiPS-MIB1STOP1 usando los siguientes anticuerpos primarios: 
OCT4 (C-10) (SantaCruz, #SC-5279; 1:100), NANOG (Everest Biotech, #EB06860; 1:100), 
TRA1-81 (EMD Millipore, MAB4381; 1:100) y SSEA4 (Developmental Studies Hybridoma 
Bank, #MC-813-70; 1:2) de la Universidad de Iowa. Los anticuerpos utilizados fueron de la 
serie Alexa Fluor de Invitrogen (1:500). Las imágenes se obrtuvieron usando el microscopio 
BX51 Olympus con una cámara DP71 Nikon y el programa CellA controller o el microscopio 
confocal Olympus Fluoview FV-1000.  
La línea celular LVNC-FiPS-MIB1STOP1 mostró expresión de todos los marcadores de 
pluripotencia analizados: OCT4, NANOG, TRA-1-81 y SSEA4 (Figura 3).  

 
Figura 3. Immunofluorescencia de la línea celular LVNC-FiPS-MIB1STOP1 que muestra la 
expresión de los factores de transcripción OCT4, NANOG, y los marcadores embrionarios 
TRA 1-81 y SSEA4. 
  



 

ANEXO 2 
2- Test de diferenciación in vitro (EBs).  
a. Detección de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) en los 
embryoid bodies generados en placas de cultivo, mediante inmunocitoquímica. Mínimo un 
marcador por capa germinal. 

Evaluamos el potencial de diferenciación de la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 tal y 
como está descrito en 3. Las células LVNC-FiPS-MIB1STOP1 fueron capaces de formar 
cuerpos embrioides (EBs) que dieron lugar a derivados de las tres capas germinales 
embrionarias: mesodermo, actina de músculo liso(SMA); endodermo, α-fetoproteina (AFP) 
y ectodermo, Tuj1 (Figura 4). Para la detección por inmunocitoquímica las células 
crecieron en cámaras de plástico para cultivo y se fijaron en 4% PFA. Se utilizaron los 
siguientes anticuerpos: SMA-FITC, α-fetoprotein (1:400; Dako) y Tuj1 (1:500; Covance), y 
los anticuerpos secundarios de la serie Alexa Fluor de Invitrogen (1:500). Se obtuvieron las 
imágenes usando el microscopio BX51 Olympus con una cámara DP71 Nikon y el programa 
CellA controller o el microscopio confocal Olympus Fluoview FV-1000. 
 

 
 
Figura 4. Diferenciación In vitro de la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 en las tres capas 
primarias germinales (Mesodermo-SMA, Endodermo-AFP, y Ectodermo-Tuj1). 
  



 

ANEXO 3 
3- Test de diferenciación in vivo (teratomas). 
a. Detección de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) en los 
teratomas generados en ratones, mediante inmunohistoquímica sobre secciones del 
teratoma.  
Formación de teratomas 

Para analizar la capacidad de inducción del teratoma de las células LVNC-FiPS-
MIB1STOP1 se usaron ratones beige SCID (inmunodeficiencia severa combinada) de 
Charles River Laboratories, tal y como se indica en 4. Todos los experimentos con animales 
se llevaron a cabo siguiendo las pautas y protocolos previamente establecidos y aprobados 
por el instituto del comité ética sobre experimentación con animales en plena 
conformidad con las leyes y reglamentos al nivel nacional español y europeo.  

 
La inyección de las células LVNC-FiPS-MIB1STOP1 en los ratones beige SCID 

inmunodeprimidos generaron teratomas intra-testiculares complejos. Pudimos identificar 
las estructuras y tejidos derivados de las tres capas germinales mediante tinción con H&E 
(Figura 5). 

 
Figura 5. Diferenciación In vivo de la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 en las tres capas 
germinales primarias. 
  



 

ANEXO 4 
Cariotipo. Convencional por bandas G.  
Realizamos un análisis citogenético como se describe en 3. El análisis citogenético mostró 
que la línea celular LVNC-FiPS-MIB1STOP1 presentó un cariotipo normal 46XX después de 
más de 10 pases, y pudiéndose mantener en cultivo por lo menos 20 pases (Figura 6). 

 
Figura 6. Cariotipado para la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1. El cariotipo de bandas g de alta 
resolución indica un contenido cromosomal diploide normal de mujer.  
  



 

Anexo 5 
5- Identificación celular: Huella genética por análisis de microsatélites/STR de la línea 
celular LVNC-FiPS-MIB1STOP1 
A continuación se muestran los datos obtenidos por el servicio de genómica del CNIO.  

9 loci de repeticiones cortas en tamdem (SRT), más Amelogenina para determinar el 
sexo fueron amplificadas mediante PCR con el kit GenePrint 10 (Promega) La línea 
celular fue analizada con un ABI Prism 3730xl Genetic Analyzer. Los datos se analizaron 
usando un software Osiris v2.6 (NCBI,NIH) 

 



 

 

 



 

 



 

 
  



 

Anexo 6 

6- Test de integración/silenciamiento. 

La integración y silenciamiento de los transgenes retrovirales (OCT4, KLF4, SOX2, MYC) de 
la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 se confirmó mediante qRT-PCR. La integración se 
determinó con la reexpresión de genes de pluripotencia endógenos correctamente 
activados por los transgenes OCT4, KLF2, SOX2 y c-MYC (Figura 8, endo). Los transgenes se 
consideraron silenciados cuando el nivel de expresión era muy bajo o indetectable, inferior 
al 3% de la expresión génica de GAPDH (Figura 8, trans).  

 

 

 

    
Figura 8. Integración y silenciamiento retroviral en la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1. RT-
PCR cuantitativa que muestra la reexpresión de los 4 genes endógenos activados por los 
transgenes retrovirales (Endo). Expresión de los 4 genes retrovirales silenciados por debajo 
del 3% de la expresión de GAPDH (trans). 
  



 

Anexo 7 
Confirmación de diagnóstico genotípico.  
La secuenciación del ADN genómico de la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 derivada de un 
paciente con LVNC mostró un doble pico C/T en el nucleótido 1587 del exon 11 del gen de 
MIB1 indicando heterocigosis (Figura 9).  
 

 
Figura 9. Secuencia del ADN genómico la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 mostrando un doble 
pico C/T en el nucleótido 1587 del exón 11 del gen MIB1.  
  



 

 
Anexo 8 
Test Micoplasma  
La línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 fue analizada para un test de micoplasma mediante PCR. 
Las muestras resultaron ser negativas para la presencia de micoplasma (Figura 9) 

 
Figura 9. PCR para detectar micoplasma en la línea LVNC-FiPS-MIB1STOP1 (Carril 3, 
STOP1), mostrando que la muestra está libre de micoplasma. (Carriles 1 y 2, otras 
muestras); carriles C- controles negativos; C+ control positivo. 
 

Pase que se entrega para registro y banqueo: Máximo, pase 15.  

LVNC-FiPS-MIB1STOP1 pase 3 
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