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Glosario de abreviaturas.

DNA: (Deoxyribonucleic acid), es el compuesto quimico que forma el material genético de todos
los seres vivos.

CD: (Cluster of Differentiation). Son un grupo de proteinas de membrana que sirven para
identificar diferentes tipos células que no son distinguibles a nivel morfologico. Por lo regular se
escribe CD seguido de un namero y/o letras para cada una de las diferentes proteinas y se
identifican por citometria de flujo.

c-Myc: La nomenclatura proviene de la enfermedad aviar Myelocytomatocis, donde fue
descubierto por primera vez como un oncogén y un factor de transcripcion. Myc es la familia y
existen diversos genes Myc. c-Myc en particular es uno de los cuatro genes canonicos que fueron
capaces de reprogramar células diferenciadas a estados pluripotentes.

DPP4: (Dipeptidil peptidasa 4). Es la enzima encargada de degradar a GLP-1 una de las
incretinas que genera la primera alza en los niveles de insulina después de la ingesta de los
alimentos.

EPC: (Erythroid Progenitor Cell). Son progenitores tempranos eritroides utilizados en el presente
estudio. Su inmunofenotipo se encuentra en el apartado de procedimientos experimentales.

FDR: (False Discovery Rate). Es un estadistico utilizado para medir la cantidad de errores tipo 1
cuando se efectian multiples comparaciones para una prueba de hipotesis
nula.

fHSC: (Fresh Hematopoietic Stem Cells). Células troncales hematopoyéticas obtenidas frescas
y sin modificacion en el laboratorio posterior a su purificacion y seleccion.

GRN: (Gene Regulatory Networks). Redes de regulacién transcripcional, es un concepto
emergente, pero en general se refiere a las interacciones gue tiene los fatores de transcripciéon
entre si y con otros genes para regular su expresion.

GSEA: (Gene Set Enrichment Analysis). El enriquecimiento de categorias génicas permite ver
cuando un conjunto de genes se esta expresando de forma arménica y permite inferir la
posibilidad de que una funcién biologica asociada con ese conjunto pudiera estar activa aun sin
medir dicha funcién.



HIF-alfa: (Hipoxia Inducible Factor). El factor inducible de hipoxia se descubrié como el principal
actor en a la activacion de la respuesta celular a bajos niveles de exigen. Ahora se conocen como
una familia de genes, el candnico es el gen alfa.

HLA: (Human Leucocyte Antigen). Estos son los antigenos de histocompatibilidad en seres
humanos, se requiere ser compatible en ellos para poder llevar a cabo trasplantes de 6rganos.

HSC: (Hematopoietic Stem Cells). Células troncales hematopoyéticas son las células que pueden
sostener al hematopoyético a lo largo de la vida de un individuo. Tienen la capacidad de
autorrenovarse y de diferenciarse.

IPSC: (induced Pluripotent Stem Cells). Son células con propiedades pluripotentes, muy similares
a las células troncales embrionarias, que se generaron mediante expresion ectdpica de 4 factores
de transcripcion a partir de células maduras diferenciadas originalmente fibroblastos de ratén.

ivHSC: (in vitro generated Hematopoietic Stem cells). Son células tronceles hematopoyéticas
generadas in vitro a partir de HSC frescas. Las condiciones de cultivo se presentan en el apartado
de métodos.

KIf4: (Kruppel Like Factor 4). Es un factor de transcripcion con estructura de dedo de zinc que
regula diversos procesos y cuya familia de genes se encuentra conservada desde el pez cebra
hasta el ser humano. Este gen es uno de los cuatro genes candnicos que fueron capaces de
reprogramar células diferenciadas a estados pluripotentes.

miRNA: (micro RNA). Son RNAs cortos que tiene la capacidad de silenciar la expresion de un
gen, una vez que el mRNA de dicho gen haya sido sintetizado.

MPC: (Myeloid Progenitor Cells). Células progenitoras Mieloides. El inmunofenotipo utilizado
para su purificacion se presenta en el apartado de métodos.

MRNA: (Messenger RNA). Existen diversos tipos de RNA en las células y tejidos, con diferentes
funciones. Este tipo de RNA se encarga de llevar la informacién necesaria al ribosoma para
construir una proteina.

Oct3: (Octomer binding transcription factor 3). Este factor de transcripcion se ha utilizado como
un marcador de pluripotencia nhbv. Es ademas es uno de los cuatro genes canénicos que fueron
capaces de reprogramar células diferenciadas a estados pluripotentes.

OP9: Es una linea celular de mesénquima de medula 6ésea de embrion de ratdén, ha demostrado
la capacidad de diferenciar a células pluripotentes a linajes hematopoyéticos. Se utilizan
principalmente como capa de sostén en el presente estudio durante el protocolo de expansion.

PCA: (Principal Component Analysis). Técnica que permite reducir el numero de dimensiones
para cada muestra de estudio centrandose solo en la maxima variacion y reduciendo estas
variaciones a maximo 3 dimensiones.



PCR: (Polymerase Chain Reaction). La reaccion en cadena de la polimerasa se utiliza para
amplificar fragmentos de DNA.

RNA: (Ribonucleic Acid). Es una de las cinco biomoléculas fundamentales para la vida y cumple
funciones cataliticas, estructurales y de trasporte de informacion en la célula y los tejidos.

RNAseq: (RNA sequencing). Es una técnica que permite secuenciar los RNA expresados en una
muestra biolégica. Permite cuantificar la expresion de cada gen mejor que la técnica de
microarreglos.

Sox2: (SRY-box transcription factor 2). Es un factor de transcripcion en el desarrollo embrionario
y sexual. Ademas, es uno de los cuatro genes canonicos que fueron capaces de reprogramar
células diferenciadas a estados pluripotentes.

TAC: (Transcriptome Array Console). Es un programa que permite llevar acabo analisis de
expresion diferencial, PCA y t-SNE, entre otros. De forma automatica sin la necesidad de saber
como utilizar el lenguaje de programacion R.

TF: (Transcripcion Factor). Son proteinas que pueden activar la expresion un gen al colocarse
en el promotor y entonces reclutar la maquinaria de transcripcion.

t-SNE: (t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding). Es un método de reduccion de la
dimensionalidad que permite tener indicadores estadisticos sobre la reduccién. Es un método
gue si se tiene una cantidad cercana a 300 o mayor de muestras es mas precisa.

UCB: (Umbilical Cord Blood). Es sangre obtenida del cordén umbilical usualmente de la vena
umbilical.

UMAP: (Uniform Manifold Approximation and Projection). Es un método de reduccién de la
dimensionalidad como t-SNE o PCA. Este método conserva mejor la estructura global inicial, de
los datos al analizarlos, comparado con PCA o t-SNE.

VGF: (Vascular Growth Factor). Es un factor que promueve el crecimiento de vasos sanguineos
por lo regular en respuesta a condiciones de hipoxia.



Resumen.

La expansion in vitro de células troncales hematopoyéticas (HSC) es una meta clave para la
hematologia experimental debido a su amplio potencial terapéutico. Se ha demostrado con
anterioridad que las HSC generadas in vitro y las HSC frescas difieren en términos funcionales y
transcriptdmicos. En el presente estudio se ha expandido un andlisis transcriptomico previo, para
encontrar redes de regulacion transcripcional que sean de relevancia en el control transcripcional
en ambas HSC (generadas in vitro y frescas). En el presente estudio se identifico a JUN como
uno de los factores de transcripcion mas conectados de la red y al 6xido de metilarsina como un
posible farmaco para mejorar el protocolo de expansion actual. También se encontré que las
HSC generadas in vitro poseen enriquecimiento en siete complejos de remodelacion epigenético
asociados a activacién transcripcional. Es posible tomar ventaja de conocer estas diferencias
para llevar a cabo modificaciones en el protocolo de expansién que lleven a las HSC generadas
in vitro mas cerca, en términos bioldgicos, a sus analogos frescos.

Introduccion.

Las células troncales hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés) son las encargadas de
producir la fraccién celular de la sangre [1]. Estas células se denominan troncales por poseer dos
propiedades muy particulares: la autorrenovacion y la diferenciacion. La primera se refiere a la
capacidad de llevar a cabo mitosis, dando lugar a dos células con propiedades practicamente
idénticas a las de la primera. La segunda, a poder dividirse dando lugar a una o mas células
distintas a la célula original [1]. La autorrenovacién permite que estas células sean trasplantadas
de un individuo a otro sin que se agoten sus capacidades para reconstituir el sistema
hematopoyético. El hecho de poder ser utilizadas en trasplantes les da una alta relevancia en el
campo de la medicina, ya que pueden ser parte de tratamientos para diversas enfermedades,
desde el cancer hasta el lupus [2], [3]. Existen tres fuentes de HSC: Sangre periférica movilizada,
medula 6sea y sangre de corddén umbilical (UCB, por sus siglas en inglés), las dos primeras son
fuentes adultas, su obtencion presenta diversos problemas técnicos y una elevada tasa de
enfermedad del injerto contra hospedero que desencadena multitud de complicaciones post
trasplante [4]. La UCB tiene muchas ventajas metodolégicas entre las que se encuentra su facil
obtencion, su almacenamiento en bancos de sangre conectados a lo largo el mundo y su
capacidad para tener mayor compatibilidad inmunoldgica. Esta ultima permite utilizar donadores
aungue éstos no tengan compatibilidad completa en los antigenos HLA. Debido a esto la
enfermedad de injertdé contra hospedero también se presenta con menor frecuencia al utilizar
HSC de UCB [5]. Sin embargo, las HSC de UCB presentan un problema: en una unidad de UCB,
los numeros de HSC son muy inferiores a los obtenidos en fuentes adultas, por lo que en muchos
casos no son suficientes para trasplantar adultos. Es por esto que investigadores a lo largo del



mundo se encuentran en una cruzada por encontrar un método para poder aumentar los nimeros
de HSC, sin que éstas pierdan sus caracteristicas funcionales, lo que se denomina expansion
[6]. A pesar de la diversidad de protocolos para expandir a las HSC de UBC que se han
desarrollado [7], s6lo uno ha podido ser utilizado sin emplear una unidad de HSC secundaria [8].
Por lo que aun queda un largo camino por recorrer en la busqueda de un protocolo de expansion
eficiente, barato y seguro.

Para medir la expansion de una poblacion debe tomarse en cuenta al menos un parametro, la
poblacion que se expande debe de aumentar en nimero de células y mantener el parametro en
estas células semejante a la poblacion original. ElI parametro puede ser la expresion de algun
marcador de superficie, una capacidad funcional o algun otro tipo de parametro que se defina.
Nuestro grupo de investigacion ha logrado llevar a cabo expansion en términos de la expresion
del marcador CD34, la no expresion de los marcadores CD38 y marcadores asociados a linaje,
utilizando una combinacién de siete citocinas: eritropoyetina, trombopoyetina, interleucina 6,
interleucina 3, factor de células troncales, factor estimulador de colonias de granulocitos, factor
estimulador de colonias de granulocitos/monocitos y células estromales OP9 [6]. Si bien esto
ultimo representa un avance en la busqueda de aumentar los humero de HSC de UCB, la
poblacién troncal no estd bien definida por los marcadores utilizados, entonces es necesario
utilizar mas marcadores y ensayos funcionales muy especificos como parametros de expansion.
Es por esto que nuestro grupo utilizé el mismo sistema de expansién antes mencionado sobre
una poblacién inicial denominada fHSC, pero se determiné la expansion de esta poblacién en
términos de la expresion del marcador CD34 y la no expresion de: CD45RA CD71 y los
marcadores asociados a linaje. Por otra parte, se llevaron a cabo ensayos funcionales para
determinar su capacidad de diferenciacion mediante ensayos de formacion de colonias en cultivo
semisolido y su capacidad de autorrenovacion. Esto se midio utilizando ensayos de células
iniciadoras en cultivo a largo plazo (LTCIC), después de 7 dias bajo las condiciones de expansion
antes mencionadas. A esta poblacion se le denominé ivHSC [9]. Lo que se obtuvo comparando
la poblacion inicial fHSC y la poblacion después de 7 dias ivHSC fue una ligera expansion, 1.3
veces, en términos de los marcadores de superficie. Sin embargo, no se encontrd expansion en
términos de los LTCIC, de hecho, no se logré obtener ningan LTCIC. En cuanto a los ensayos
de formacién de colonias estos se vieron alterados en el potencial para diferentes linajes,
especialmente el mieloide. Ademas de las diferencias en estado funcional las ivHSC y las fHSC
presentaron diferencias en la expresion génica medida mediante microarreglos (HTA 2.0). Estas
diferencias entre la poblacién original y la poblacién generada in vitro mediante el protocolo de
expansion, muestran que las ivHSC son diferentes a nivel de la expresién génica global, con
respecto de las fHSC, presentan un sesgo mieloide y no presentaron capacidad de
autorrenovacion. Lo que nos lleva a la siguiente pregunta: de cémo se podrian minimizar las
diferencias entre ambas poblaciones. La respuesta puede encontrarse en los factores de
transcripcion, ya que, se conoce como estos controlan en términos funcionales a las poblaciones
gue se encuentran en el apice de la jerarquia hematopoyética [10]. La informacién necesaria para
determinar los cambios en la expresion de factores de transcripcion (TF), con el fin de acercar
transcripcional y funcionalmente a dos diferentes poblaciones celulares se encuentra en el
transcriptoma [11].

Desde el descubrimiento de la capacidad que tan solo cuatro TF: Oct3, Sox2, c-Myc y Klf4 tienen
para reprogramar células a estados pluripotentes (iPSC), es decir, con capacidad de formar un



organismo completo [12], diversos grupos han tratado en encontrar formas de predecir qué
factores son esenciales para adquirir una identidad celular particular [12,15]. La naturaleza del
funcionamiento de los factores de transcripcién se presta a una descripcion por modelos que
describen muchos elementos que interactian entre si de variadas maneras. La teoria de redes y
la teoria de la informacion son las dos teorias base para la mayoria de estos modelos. [16,17].
El uso de estos enfoques en la biologia de células troncales ha arrojado un conglomerado de
conceptos que juntos forman una nueva area de la ciencia, denominada ingenieria celular [19].
Si bien las iPSC se consiguieron utilizando expresion ectépica de TFs, se han conseguido
también utilizando farmacos (moléculas pequefas) y la regulacién de micro RNAs (miRNAS)
[19,20]. Aunado a esto, se conoce ampliamente que diferentes farmacos pueden regular la
expresion de diversos TF [21,22]. Por lo tanto, cabe pensar en regular la identidad y el
comportamiento celular utilizando farmacos que controlen los TF que las metodologias antes
descritas arrojen como fundamentales para el control de la identidad celular. Utilizar farmacos
puede reducir los costos de experimentacion y evitar las malignidades que pueden surgir al llevar
a cabo expresion ectopica.

En el presente trabajo se efectia un analisis de las redes de regulacion transcripcional de los
microarreglos del protocolo antes mencionado [9]. Dado que la plataforma con que se llevaron a
cabo los micro arreglos, HTA2.0, tiene restricciones para utilizar los métodos antes mencionados,
se utilizaran analisis bioinformaticos, como el analisis de enriquecimiento de categorias génicas,
sobre las redes de regulacion transcripcional o TF ya encontrados por estos métodos [15].

Marco teodrico.

Hematopoyesis.

La sangre es un fluido corporal indispensable para la vida de la especie humana. Se encuentra
compuesta de una porcion celular y otra humoral. Al proceso por el cual se producen las células
de la sangre se le denomina hematopoyesis. Entender los mecanismos por los cuales la
hematopoyesis tiene lugar es fundamental para entender diferentes enfermedades, desde
enfermedades propias de la sangre como la anemia de Fanconi, enfermedades del sistema
inmune, hasta diferentes tipos de canceres [24]. La hematopoyesis es uno de los conceptos mas



antiguos en el campo de la medicina y su estudio ha servido de modelo para diferentes areas de
la biomedicina[25].

Uno de los principales objetivos en el estudio de la hematopoyesis es encontrar el origen de todas
las células del tejido hemético: A través de experimentos, que median el uso de timidina marcada
radiactivamente por las células de la sangre y experimentos donde se infundian células
sanguineas igualmente marcadas, se concluy6 que la mayoria de las células que componen la
sangre tienen una vida corta. Por lo que para mantener a tejido hematico se requiere la
produccion constante de células sanguineas. Llevo décadas el descubrimiento y caracterizacion
del origen de esta renovacion constante de células en el tejido hematico. Los experimentos
pioneros de Till y MacCulloch en 1961 hicieron avanzar abruptamente el campo de la
hematopoyesis, sus experimentos consistieron en inyectar de manera intravenosa células de la
médula 6sea a ratones, que fueron antes expuestos a radiacion letal, los ratones sobrevivieron
mas tiempo conforme mas células les fueron inyectadas. Por otra parte, un analisis morfolégico
de los drganos de dichos ratones revel6 nodulos en el vaso, el nUmero de nodulos se
correspondia de forma lineal con el nUmero de células inyectadas a los ratones. Por lo anterior
se dedujo que dichos nédulos eran de origen clonal y que las células iniciadoras de dichos
nodulos eran capaces de dar lugar a diferentes células del tejido hematico, a esta ultima
propiedad se le conoce como diferenciacion celular. A estas células iniciadoras de nddulos se le
dio el acrénimo de CFU-S (por sus siglas en inglés) [26]. Analisis posteriores demostraron que
dentro de los nédulos se encontraban también CFU-S, esto indica que dichas células tienen la
propiedad de auto renovarse, es decir, de dar lugar a células practicamente idénticas a ellas
mismas.

Las CFU-S fueron un hito en el campo de la investigacion en hematologia y hematopoyesis
debido a que fueron las primeras en ser entendidas como las células troncales hematopoyéticas
(HSC por sus siglas en ingles). Sin embargo, su estudio presentaba diversas complicaciones: se
demostré que estas células son solo una pequefia fraccion de las células de la medula 6sea,
representando solo el 0.005% del componente celular. Por otra parte su morfologia es
practicamente indistinguible de la morfologia de un linfocito, por lo que aislarlas era complicado
y los intentos por cultivar los componentes celulares de la medula 6sea parecian infructiferos. A
pesar de estas complicaciones, diversos hallazgos permitieron comprender la fisiologia de estas
células. En 1966 se implementaron cultivos solidos, con agar y células de sostén que permitieron
obtener colonias de granulocitos y monocitos, ademas de permitir llevar a cabo estudios
cuantitativos. Estos estudios demostraron que dichas colonias eran de origen clonal y que
ademas era separables tanto de la poblacién inmadura con morfologia de tipo linfoide, como de
las CFU-S. Por lo anterior se denomind a estas células progenitores comprometidos a linaje.
Posteriormente se consiguid crecer en cultivos solidos colonias de eritrocitos y linfocitos, estas
también se demuestran de origen clonal, dando lugar al concepto de jerarquizacion en sistema
hematopoyético. Es decir que la célula troncal da lugar a los progenitores y éstos a su vez dan
lugar a las células maduras [27].



Hoy en dia se entiende a la hematopoyesis como un proceso jerarquizado, que se divide,
conceptualmente, en compartimentos. En el apice de la jerarquia se encuentra el compartimento
troncal, en este se encuentran las células troncales, de morfologia linfoide, con capacidad de
autorrenovarse y diferenciarse. Estas células dan lugar al compartimento de las células
progenitoras, también de morfologia linfoide, sin embargo, éstas poseen escasa o nula capacidad
de autorrenovarse. En este compartimento se encuentran dos tipos de progenitores, los
progenitores multipotentes y los progenitores comprometidos a linajes especificos. Este Ultimo
compartimento da lugar al compartimento de los precursores, este se encuentra compuesto por
células que poseen morfologias distintas dependiendo del linaje al que pertenecen. Estas células
daran lugar a las células maduras del tejido hematico, las células maduras componen el cuarto y
altimo compartimento. Si sigue un linaje celular a través de la hematopoyesis, se puede notar
gue a medida que se avanza en el proceso se pierde la capacidad de auto renovacion y al mismo
tiempo se obtiene un estado mayormente diferenciado, mientras que la ventana de diferenciacién
se cierra. Es decir que la ventana de posibles linajes a los que la progenie celular pude llegar
disminuye [25][28].

El panorama clasico de la hematopoyesis muestra que en el compartimento de células
progenitoras se pueden encontrar a los progenitores multipotentes (MPP, por sus siglas en
ingles), a los progenitores multipotentes con sesgo linfoide (LMPP, por sus siglas en ingles), a
los progenitores mieloides comunes (CMP, por sus siglas en ingles), a los progenitores granulo-
monociticos (GMP, por sus siglas en ingles), a los progenitores comunes linfoides (CLP, por sus
siglas en ingles) y a los progenitores megacareo-eritroides (MKEP, por sus siglas en ingles). La
célula troncal hematopoyética da lugar al MPP, este progenitor a su vez da lugar a dos
progenitores, por un lado, a los LMPP y por otro al CMP. El CMP dara lugar MKE, mientras que
el LMPP dara lugar a GLP y ambos daran lugar al GMP. Sin embargo, la progenie posterior al
GMP se encuentra dividida entre neutréfilos y células dendriticas, cuando el linaje parte desde
LMPP, mientras que cuando el linaje parte desde GMP se daran monocitos y eosindfilos. En el
caso CLP su progenie derivara terminalmente en células linfoides tanto linfocitos B como T y NK.
Por otra parte, la progenie de MKEP seran megacariocitos y eritrocitos [29]. Para mas detalle ver
figura 1.
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Figura 1. Organizacion jerarquica del sistema hematopoyético. Al menos 4 compartimentos separados estan
comprendidos dentro del sistema hematopoyético. El primer compartimento corresponde a las células troncales
hematopoyéticas (HSC), que son capaces tanto de autorrenovacién como de diferenciacion multilinaje. Se han
identificado dos subconjuntos diferentes de HSC, capaces de reconstitucion a largo plazo (LT) y a corto plazo (ST),
respectivamente. Las HSC dan lugar a células progenitoras hematopoyéticas (HPC), incluidas las progenitoras de
linaje multiple y aquellas comprometidas con linajes sanguineos especificos. Las HPC, a su vez, generan células
precursoras morfolégicamente reconocibles que, finalmente, dan lugar a células circulantes completamente
maduras. Abreviaturas: MPP, progenitor multipotente; ELP, progenitor linfoide temprano; CLP, progenitor linfoide
comun; CMP, progenitor mieloide comin; GMP, progenitor granulocito-macrofago; MKEP, progenitor
megacariocito-eritroide; T, célula T; NK, célula asesina natural; B, célula B; b, basdfilo; e, eosindfilos; n, neutrdfilos;
m, monocito; Mk, megacariocito; p, plaquetas; e, eritrocito. Tomado de [29].



Este modelo clasico sobre la hematopoyesis se desarrollado a lo largo de varias décadas
utilizando estudios in vitro e in vivo [24]. Dentro de los estudios in vitro existen estudios que
permiten medir el potencial de diferenciacion, este es al caso de los cultivos semisolidos en
metilcelulosa que permiten observar la formacién de colonias de uno o varios linajes permitiendo
saber que tan amplia es la ventana de diferenciacion de un progenitor. Por otra parte, diferentes
ensayos se han llevado a cabo para poder encontrar proteinas de superficie, que funcionen como
marcadores, para caracterizar a las diferentes poblaciones de células hematopoyéticas. A este
conjunto de proteinas de superficie se le denomina inmunofenotipo. Con este inmunofenotipo es
posible aislar poblaciones particulares, mediante sort celular, para estudiar su comportamiento
en modelo murino. Uno de los ensayos mas comunes para estudiar el comportamiento de las
HSC humanas in vivo es utilizando ratones inmunodeficientes. Estos son sometidos a radiacion
letal y luego se les inyecta HSC humanas, obtenida por citometria de flujo acoplada a sort celular,
posteriormente se evaluar el comportamiento de dichas células mediante citometria de flujo.
Técnicas mas avanzadas han permitido utilizar ratones humanizados que comparten
caracteristicas moleculares con el ser humano [30]. La capacidad que esa poblacién celular tenga
para recuperar el tejido hematico del raton irradiado y el tiempo que lo pueda mantener hablara
mucho de sus capacidades de autorrenovacion. Por otra parte, utilizando citometria de flujo se
puede evaluar qué porcentaje de las células maduras proviene del trasplante humano y de esta
forma evaluar su potencial de diferenciacion in vivo.

El sistema hematopoyético esta regulado por diferentes factores. Dentro de los primeros en ser
descubiertos se encuentran los factores solubles, entre éstos se encuentran proteinas de bajo
peso molecular que pueden regular la funcion celular, a éstas se les denomina citocinas. Pueden
promover proliferacion celular, quiescencia, activacion de alguna propiedad biol6gica particular o
la expresion de ciertos receptores de superficie. La eritropoyetina (EPO, por sus siglas en inglés)
es la citocina encargada de regular positivamente la produccion de eritrocitos durante la
hematopoyesis, a este proceso se le conoce como eritropoyesis. Cuando el organismo se
encuentra en bajos niveles de oxigeno el riidn responde con un aumento la produccion de esta
citocina. Esta citocina ejerce su accidon a nivel de los progenitores eritroides tardios, inhibe su
apoptosis e incrementa su proliferacion como consecuencia ultima se genera una expansion de
células rojas [31]. Una misma citocina puede actuar en diferentes niveles de la jerarquia
hematopoyeética, tal es el caso de la trombopoyetina (TPO, por sus siglas en ingles), que, si bien
actua a nivel de las unidades formadoras de colonias de megacariocitos, para amplificar la
poblacion de plaquetas, también se ha encontrado que puede afectar positivamente la expansion
y mantenimiento de las HSC [32]. Otra citocina con la capacidad de actuar en la poblacion troncal
es el factor de células troncales (SF, por sus siglas en inglés), este factor posee la capacidad de
expandir a las poblaciones tanto troncal como progenitora en el sistema hematopoyético [33].
Las HSC no son solo blancos de diferentes citocinas sino también son productoras de ellas. El
ligando de FIt-3 (FL, por sus siglas en inglés), es un claro ejemplo de ello, esta citocina producida
por las HSC y tiene escasos efectos en esa misma poblacion, a menos que ejerza sus efectos
en paralelo con otras citosinas como son SF, el factor estimulador de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF, por sus siglas en ingles), el factor estimulador de colonias de granulocitos
(G-CSF, por sus siglas en ingles), IL-3 y IL-6. En estos casos el efecto es sinérgico, generando
un incremento de las HSC y células progenitoras hematopoyéticas [34]. Esta misma combinacion
sinérgica tiene efecto proliferativo sobre los progenitores mieloides y precursores de linfocitos B.



Las citocinas antes mencionadas son un ejemplo de factores extrinsecos que regulan el
comportamiento de las HSC. Asi mismo el microambiente en el que la HSC se encuentre, es un
factor extrinseco, que puede ser determinante para controlar su comportamiento. Existen
microambientes especializados donde la HSC pueden habitar, a éstos se les conoce como
nichos. Al momento se conocen tres nichos: el osteoblastico, el vascular y el reticular [35]. Los
osteoblastos del primer nicho promueven quiescencia en las HSC a través de sefiales como
Flamingo, Frizzled-8 y osteopontina [35]. En nicho vascular, constituido por células que recubren
las sinusoides, parece tener una accion inductora de la autorrenovacion y por ultimo el nicho
reticular parece ser el lugar donde se inician los procesos de diferenciacion temprana. En este
nicho se produce CXL12, que fundamentalmente permite la adhesion de HSC al nicho, y es
producida principalmente por células estromales. ElI nicho cambia de ubicacion conforme el
desarrollo del individuo procede. Se sabe que la hematopoyesis en la etapa fetal se desarrolla
en el higado para posteriormente ocurrir en la medula 6sea. Ademas del cambio de ubicaciones
el sitio donde se lleva a cabo la hematopoyesis atraviesa un proceso de envejecimiento donde el
tejido medular va desapareciendo en favor de tejido adiposo, las HSC por su parte comienzan a
tender a producir mayor extirpe mieloide, se empieza a observar un sesgo a dicho linaje [36].

Los efectos finales que las citocinas y otros factores externos son capaces de generar, en las
HSC, son en realidad llevados a cabo por factores de transcripciéon y factores epigenéticos. Un
concepto fundamental para entender dicha regulacién de la hematopoyesis es la polifonia de
linaje: Bajo el esquema clasico de la hematopoyesis se puede encontrar una correspondencia
clara entre los factores de transcripcion asociados a linaje y los marcadores de superficie que
conforman el inmunofenotipo de los linajes que conforman la jerarquia hematopoyética. Sin
embargo, esto no ocurre en el apice de la jerarquia hematopoyética. Donde se puede observar
la expresion de reguladores de la transcripcion, como TF y potenciadores asociados a diferentes
linajes, expresados de forma basal en estas poblaciones, a esto se le conoce como polifonia de
linaje. Se piensa en la HSC, no, como una hoja en blanco donde se escribiran los linajes a los
que se comprometerd, sino, como una batalla entre los diferentes linajes por expresar su voz. Ir
suprimiendo a los demas linajes hasta que uno prevalezca. Un ejemplo claro de este fenémeno
es la expresion de los TFs, con ID, GATA- 1 y PU.1. El primero es un factor de transcripcion
promueve la diferenciacién eritroide, mientras que el segundo promueve la diferenciacion
mieloide. Utilizando el modelo de pez cebra se demostré que los dos TFs antagonizan
mutuamente de forma fisica. Al inhibir GATA-1 utilizando morfolinos en MPP se genera que su
diferenciacion sea mieloide y mientras que al inhibir a PU.1 se observa la formacién de linaje
eritroide [37], [38]. Este mismo caso antagonico se repite en los TFs EKLF y FLI-1, para promover
linaje eritroide 0 megacareocitico, respectivamente [39].

En cuanto a autorrenovacion se han encontrado varios TFs asociados con esta, entre éstos se
encuentran ZFP90, HOXA9, HOXB4 SOX8, SOX18, MYC, RUNX1, JUN Y NFIB [40]-[46], entre
otros. Esto puede indicar que existen diferentes formas de promover o evitar la autorrenovacion.
Los sistemas bioldgicos en general han demostrado ser dependientes del contexto, por lo que
cabe pensar, que dependiendo de las diferentes condiciones en las que estos experimentos se
han efectuado, las HSC respondan diferentes factores, ya que la condicién particular, en la que
se encuentran las hace competentes a dicha repuesta, algunos de estos actores comparten vias
de sefializacién [47]. Si bien los TFs han demostrado ser claves en la regulacion del curso natural



del comportamiento de las HSC. Artificialmente se ha conseguido que una célula, ya
comprometida a linaje, obtenga una identidad de HSC. A este proceso le conoce como
desdiferenciacion celular. Esto se logré utilizando la expresion ectopia de 8 TFs en progenitores
mieloides y linfoides [45], [48].

Algunos de los TFs antes mencionados interactian con complejos que son capaces de remodelar
la cromatina y con complejos que permiten colocar marcas epigenéticas como son acetilaciones
en las histonas y metilaciones en el DNA: En el raton se ha demostrado la importancia de los
genes, con ID, GATA y FOG para el desarrollo de del linaje eritroide y megecareocitico. Los
productos de ambos genes forman un complejo que se une al complejo de remodelado de la
cromatina NURD, esta asociacion parece permitir el acceso de GATA a sus promotores blanco
[49]. Otros ejemplos son el del producto del gen con ID IKAROS, que de igual manera forma un
complejo con NuURD en este caso para generar heterocromatina en otras palabras cromatina en
estado cerrado, en genes relacionado a linajes diferentes al linfoide [50]. El producto del gen,
con ID EKLF, se asocia fisicamente con el complejo de remodelacion de la cromatina Swi/Snf,
cuando esta asociacion se rompe en ratones con una mutacion que impide la asociacién entre
los factores antes mencionado esto lleva a la muerte durante la etapa embrionaria [50]. En lo
referente a marcas de acetilaciéon o metilacion, se sabe que el TF NEF2 se asocia con el MLL2,
una enzima capaz de metilar en la lisina 4 de la histona 3, esto es crucial para la expresion de
la beta globina en los eritrocitos y precursores de dicho linaje [52]. El represor de dedos de zinc,
Gfi, se asocia con complejo de desmetilacién LSD1, el cual es capaz de reprimir la expresion de
genes asociados a los linajes eritroide, megacareocitico y mieloide para controlar la
diferenciacion [53]. Se ha encontrado que la acetilacion tiene una gran importancia para regular
la autorrenovacion. Cuando se utiliza el acido valproico, un inhibidor de la acetilacion de las
histonas, se observa un aumento significativo de la autorrenovacion de células humanas CD34+,
esto se prob6 mediante ensayos de repoblacion en ratones inmunodeficientes [54], [55]. Por lo
anterior los mecanismos de control epigenéticos parecen tener un rol primordial, junto con los
TFs, para controlar el proceso de diferenciacion y autorrenovacion en el sistema hematopoyético.

Complejidad en sistemas bioldgicos.

Historicamente la ciencia ha tratado de explicar los fendmenos naturales mediante la reduccion
de éstos a unas pocas variables y a las relaciones entre ellas. Desde el advenimiento de la



mecanica clasica, con obras como “Principios Matematicos de la Filosofia Natural” de Issac
Newton, la ciencia en general, y no solo la fisica, se ha regido con dicho enfoque [56]. Tomemos
un ejemplo en biomedicina: la mayoria de las enfermedades infecciosas pueden ser explicadas
tan solo pensando en el agente infeccioso, erradicando dicho agente la cura ésta encontrada,
reducimos todo un fendmeno patolégico a una Unica variable: el agente infeccioso.
Consecuentemente se debe encontrar un veneno que pueda matar de forma selectiva a dicho
agente infeccioso, en el caso de bacterias un antibiotico, en el caso de hongos un antimicético,
en el caso de un virus un antiviral y en el caso de un parasito un antiparasitario y buenas medidas
de higiene. Por supuesto existen agentes infecciosos que exceden esta norma y cuyo control no
puede ser alcanzado con medicamentos y medidas de higiene. A pesar de esto, en la biomedicina
un enfoque reduccionista ha sido de gran utilidad durante los ultimo 100 afios. Sin embargo,
durante el siglo XX comenz6 a aumentar el nUmero de pacientes con enfermedades que se han
resistido a estos enfoques reduccionistas, aunque se conocen estas enfermedades desde hace
siglos no hemos sido capaces de curarlas [57]. Tomemos como ejemplo la diabetes mellitus tipo
2, esta enfermedad esta caracterizada por una insensibilidad a la hormona insulina por parte de
diferentes células del cuerpo, principalmente el musculo esquelético. Esto genera que los niveles
de glucosa se eleven descontroladamente y se propone a la gluco-lipo toxicidad como el agente
causante de las manifestaciones patoldgicas de la enfermedad [58]. Luego entonces se espera
que, al disminuir los niveles de glucosa mediante diferentes farmacos con alta eficacia para
disminuir la glucosa en sangre, como: secretagogos (Diamicron) o inhibidores de la DPP4
(Exenatide), se lograse evitar dicho fendmeno patolégico, como en el caso de las enfermedades
infecciosas. Sin embargo, estos farmacos tan efectivos en el control glucémico no confieren
ninguna proteccion contra las manifestaciones patolégicas mas mortales: las complicaciones.
Mientras que otros farmacos que proporcionan un control glucémico no tan eficaz si logran una
alta proteccion contra complicaciones (Dapaglifozina) [59]. Entonces se puede pensar que reducir
esta enfermedad al aumento de glucosa en sangre nunca sera suficiente, para poder describirla
y entonces curarla. Mas aun no es posible predecir cuando alguien va a desarrollar diabetes con
certeza, sabemos que para que alguien se contagie de hepatitis tiene que haber tenido contacto
con alguien infectado o con algo infectado, pero para la diabetes solo contamos con factores de
riesgo, no tenemos un agente causal. Parece que este tipo de enfermedades son complejas, ya
que, cuentan con muchos elementos que controlan su comportamiento [60]. Asi mismo puede
gue sean o estén al borde del caos: es decir que con pequefias variaciones en las condiciones
iniciales se obtienen resultados muy distintos en el comportamiento de un sistema. Este punto
de vista sobre los sistemas biologicos puede dar explicacion a fenbmenos, que se podrian pensar
en un principio como no relacionados: La probabilidad de desarrollar diabetes y eficiencia en el
proceso de desdiferenciacién celular pueden parecer fendmenos sumamente lejanos. Sin
embargo, tomar a ambos procesos como eventos complejos al borde del caos permite explicar
porque solo uno de dos gemelos con estilos de vida muy parecidos desarrolle diabetes tipo 2 y
el otro no [61], [62] y al mismo tiempo que la eficiencia para desdiferenciar a células a estados
pluripotentes sea tan baja, porque todas esas células, al desdiferenciar, poseen variaciones muy
sutiles en sus condiciones iniciales antes de la expresion ectopica [63], al igual que los gemelos
en sus primeros afios de vida. Decir que los sistemas biolégicos son cadticos no se refiere a que
son desordenados sino a que existe en ellos, una gran sensibilidad a ciertos tipos de variaciones,
por pequefias que éstas puedan parecer, y decir que son complejos, se refiere, a que en realidad
no podemos reducir y entender su comportamiento fijandonos en unas pocas variables, debemos
tomar en cuenta la mayor cantidad de variables y detalles posibles, para lograr dicho objetivo.



Dichas enfermedades y muchos fenOmenos en biomedicina presentan ciertas propiedades
Unicas de los sistemas complejos, debido a esto, diversos grupos de investigacion han intentado
conceptualizar problemas y fendmenos biomédicos bajo un enfoque de ciencias de la
complejidad [64]. Los sistemas complejos presentan ciertas propiedades que no pueden ser
comprendidas a partir de conocer las propiedades de los elementos que conforman el sistema,
a estas propiedades se les conoce como emergentes [65]. En el sistema hematopoyético, un
ejemplo es la anemia falciforme, donde un cambio en la glutamina 6 de la hemoglobina por una
valina, acarrea un cambio morfolégico en los eritrocitos y esto un cambio a nivel organico, méas
aun, confiere una ventaja contra la malaria [66]. Este fenotipo no es predecible partir de conocer
la mutacion y es un efecto colectivo de los elementos, en este caso moléculas de hemoglobina.
Una de las propiedades mas destacables de los sistemas complejos es que se encuentran entre
lo aleatorio y lo determinista [61]. A pesar de presentar un comportamiento regular y predecible,
un pequefio cambio en ciertas condiciones pueden llevarlo a un comportamiento aleatorio.
Ejemplo de esto es el largo debate sobre la generacion de diversidad que ocurre en el
compartimento troncal hematopoyético. En donde las caracteristicas como: autorrenovacion,
diferenciacion y cinética de repoblacion en modelo murino, son heterogéneas [67]. Diferentes
modelos han surgido para tratar de explicar dicho fendbmeno: el modelo intrinseco plantea dos
vertientes, la determinista y la estocastica. Para ambos modelos existen evidencias y es probable
gue ambos modelos sean correctos, simplemente cambios pequefios en ciertas variables pueden
dar un comportamiento en direccion deterministica o en direccion estocéstica. Las dificultades
experimentales para diseccionar estos fendmenos con cierta precision pueden ser la causa de
no conocer las variables que nos permiten obtener un resultado estocastico o determinista: Los
sistemas complejos se encuentran al borde del caos. A pesar de que los sistemas complejos
presentan aleatoriedad en su regulacion y propiedades emergentes no triviales en su prediccion,
también presentan robustez. Es decir que, a pesar de los a dichos estimulos, los sistemas
biolégicos continuardn comportdndose en la forma previa a los estimulos. En el sistema
hematopoyético podemos observar esta robustez en diferentes fenbmenos, tomemos dos como
ejemplo: cuando una persona sufre una hemorragia y su sistema hematopoyético es capaz de
reconstituir la sangre perdida, claro que depende de la cantidad de sangre perdida que tanto
podra el sistema hematopoyético restablecer las condiciones normales. Siempre serd una lucha
entre qué tan robusto sea el sistema y qué tan determinante sea el estimulo.

Un sistema cadtico es un sistema que no es aleatorio per se, pero se percibe como uno a largo
plazo, debido a la limitada precision de las mediciones que se pueden efectuar. Por otra parte,
un sistema complejo es aquel que se encuentra compuesto de una cantidad enorme de partes y
que puede o no comportarse de forma cadtica, por lo regular los sistemas biol6gicos son sistemas
complejos que se encuentran al borde del caos. Sin embargo, sus peculiaridades estan aun
descubriéndose.



Ciencias 6micas.

Si se desea comprender a las entidades biolégicas en términos de las ciencias de la complejidad,
y con esto salir del enfoque reduccionista, es necesario obtener datos holisticos. De forma
candnica se ha obtenido informacion funcional sobre moléculas especificas adjudicandole a
estas la importancia mayoritaria en cierto proceso Un ejemplo de esto es el uso que se le dio a
la eritropoyetina para medir la falta de oxigeno durante los experimentos que condujeron al
entendimiento del mecanismo de respuesta a hipoxia, galardonado con el premio Nobel de
medicina vy fisiologia 2019 [68]. En este proceso es claro que una postura reduccionista es de
suma utilidad para entender el fendmeno. Sin embargo, aunque los actores principales de la
respuesta hipoxia son los genes: HIF-alfa y VGF, en realidad existen mas de 300 genes lo que
se activan durante este proceso. Estos pueden variar en los diferentes tejidos y el efecto colectivo
de estos genes puede que sea imposible de estudiar bajo un enfoque reduccionista. Es de hecho
gracias a las tecnologias 6micas que tenemos conocimiento del cambio en la expresion de estos
300 genes.

Los sistemas bioldgicos, en su enorme mayoria, estan compuestos principalmente de: lipidos
carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos. Normalmente se estudia una proteina, un lipido, un
carbohidrato, un acido nucleico RNA o DNA y se asocia con algun fenédmeno o entidad biolégica
en particular: la expresion de la proteina de membrana CD34 fue asociada con la poblacion
troncal hematopoyética [69]. Asi mismo el estudio de poblaciones especificas, en la ciudad de
San Luis en los alrededores de Maracaibo Venezuela, en donde existe una alta tasa de pacientes
con corea de Huntington, permiti6 encontrar un gen y asociarlo con dicha enfermedad y asi
explicar su caracter familiar [70]. De esta forma, son innumerables los logros que tuvo y contindia
teniendo el enfoque reduccionista en la biomedicina. Sin embargo, tener informacién de multitud
de moléculas acercandose a la totalidad de los componentes celulares, nos permite tener
informacion no solo asociativa sino mecanistica, causal y explicativa, que seria dificil de obtener
mediante experimentos convencionales. Gracias a diversas metodologias bioinformaticas, es
posible inferir relaciones, no triviales, entre diversas biomoléculas y éstas pueden ser explicativas
de fendmenos bioldgicos e incluso de fendmenos emergentes [71].

La gendmica es la ciencia que estudia multitud de genes, en principio todos ellos, que en conjunto
se conocen como genoma y no solo un gen o un par como lo hace la genética, de esta manera,
existe también la protedmica que estudia la totalidad de proteinas y no solo algunas de ellas [72],
la metabolémica que estudia la totalidad de metabolitos [73], la epigenedémica que mide en
conjunto marcas en el DNA y las histonas [74], la transcriptomica que estudia la totalidad de
transcritos de RNA o por lo menos eso se intenta [75]. Cada una de estas ciencias en conjunto,
conocidas como ciencias 6micas, son posibles gracias a los avances en la capacidad que se
tiene para medir cada una de las biomoléculas de manera colectiva, de manera masiva y son un
regalo poderoso en sobre manera, que los quimicos le han brindado a los bidlogos. Cada una de
estas Omicas presenta innovaciones en técnicas quimicas y bioquimicas. Sin embargo, el
colectivo inmenso de datos que estas técnicas arrojan carece de sentido, de utilidad y de
practicidad, si no se utilizan métodos que puedan extraer la informacién esencial de ese colectivo
norme de datos y esta tarea no es trivial, es de hecho uno de los cuellos de botella méas
importantes en la biologia actual, que impide extraer el maximo significado de datos dmicos [76].



Aunado a lo anterior tratar de sobre explotar estas tecnologias y dejar de lado el disefio
experimental, es otro de los grandes problemas que esta area del conocimiento presenta y que
impide utilizarlas de la forma mas inteligente y oportuna. Experimentos pobremente disefiados
sosteniéndose Unicamente sobre este tipo de técnicas no arrojan conclusiones solidas que
permitan el avance de la ciencia [77].

El presente trabajo se limita a dar una breve explicacion del funcionamiento de la tecnologia de
mricroarreglos. Dado que medir el transcriptoma es de vital interés, pero los costos de
secuenciacion eran muy elevados hasta el afio 2015, se cred un conjunto de sondas (fragmentos
de DNA) cada una de las sondas corresponde al mMRNA de un gen en particular, al fragmento
necesario para diferenciarlo de los demas genes. De esta forma se tiene un conjunto de sondas
que representan una cantidad considerable del genoma. Cada una de estas sondas se adhiere
a la misma plataforma de silicona, pero, en lugares especificos, como si de un tablero de ajedrez
se tratara cada sonda tiene una posicion clara y definida por un conjunto cardinal, por ejemplo:
sabemos que la sonda para el gen HER2 se encuentra en la posicion 2,3 de la plataforma. A este
arreglo microscopico de sondas se le denomind microarreglo. Para utilizar los microarreglos el
primer paso es extraer el mRNA de la muestra analizar, posteriormente este mMRNA se amplifica
mediante PCR. Esta PCR tiene dos caracteristicas destacables: la primera es que en lugar de
uracilo tiene timina de esta forma la amplificacién va de RNA a DNA, conocido como cDNA, y por
otra parte incorpora fluoréforos al producto de amplificacion. Una vez amplificado este material
se pasa por la plataforma que contiene la sondas. Debido a la complementariedad de secuencia
entre los productos de la amplificacion y las sondas de la plataforma estos productos se quedad
adheridos. Una vez las sondas estan adheridas se les excita con un laser y éstas emiten luz,
dependiendo de la intensidad de la luz se estima el nUmero relativo de productos de amplificacion
del gen adherido en cada posicion respectiva de la plataforma. Si para un determinado gen en
su posicion dentro de la plataforma solo hay una sonda, ese sera el nUmero maximo de productos
de amplificacién que este microarreglo podra medir para ese gen. Lo anterior genera un sesgo
estadistico significativo, ya que, dependido del nimero de sondas que cada gen posea en un tipo
de microarreglo determinado (habiendo gran variedad en las clases y tipos de microarreglos)
podr4 encontrarse mas o0 menos representado dentro del conjunto total de genes. Su
funcionamiento se basa en la amplificacion del RNA procedente de la muestra a estudiar, pero
esta amplificacion se lleva acabo con fluoréforos que se quedan unidos a las nuevas copias de
DNA. Posteriormente este DNA marcado, procedente del RNA muestra, se vierte sobre el
microarreglo y se une por afinidad de secuencia con sus respectivas sondas, una vez unido el
DNA marcado con la sonda, ésta se excita con un laser y un lector registra si hay sefal del
fluoroforo, de pendiendo de la intensidad de esta sefial se estima la cantidad de RNA, de ese
gen en particular, que se encontraba en la muestra. Informacion mas detallada puede
encontrarse en [78], [79] Figura 2.
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Figura 2. Esquema del funcionamiento de los microarreglos. A) Se muestra como se toma el mRNA de una
muestra de tejido y esta se transforma hacia cDNA marcado con fluoréforos. B) Se muestra un microarreglo, de
forma esquematica se muestran solo 2 casillas con sondas para un gen cada una. C) Se muestra la hibridacién de
los fragmentos de cDNA, generado a partir del mMRNA proveniente del tejido, con el DNA complementario en le
microarreglo. D) Las cajas rojas muestran la cantidad de luminosidad medida para la casilla 1.2 del microarreglo y
la 1,2 la luminosidad medida para la casilla 1,2, éstas corresponden con el nimero original de mMRNA mensajeros
provenientes del tejido. E) Imagen real de cémo se ve un microarreglo bajo el microscopio, cada punto representa
una casilla y casa casilla contiene sondas para un gen, se estima la expresion de cada gen dependiendo de qué
tan iluminado ésta. Modificado de [78].

Por supuesto que existen diversos inconvenientes con esta tecnologia en comparacién con la
tecnologia de RNAseq como: que no todos los polimorfismos de un gen se encontraran
representados, las mediciones son relativas a la cantidad de sondas que cada gen posea y existe
un sesgo de medicion dado que todo gen tiene un numero limitado de sondas y esto varia en las
diferentes plataformas de mricroarreglos. Los microarreglos que poseen una enorme cantidad
de sondas para tener una medicion amplia de la mayoria de los genes en el genoma se



denominan cuantitativos. Por otra parte, los microarreglos que tienen un namero muy limitado de
sondas para cada gen se denominan de medicidn relativa, ya que, es la comparacion entre las
mediciones de los genes la que nos da una idea de la expresion en general [78],[79].

El Human Transcriptome Array 2.0 (HTA) fue el microarreglo de eleccion para el estudio que se
discute en la presente tesis, este transcriptoma es de mediciones relativas y no cuantitativas, por
otra parte, contiene 18,000 genes codificantes especificos de Homo sapiens repartidos en
250,000 variantes de splicing y 40,000 micro RNAs (miRNA). Este chip fue disefiado para
investigacion biomédica basica y traslacional.

Bioinformatica.

El termino bioinformética hace referencia a la ciencia que estudia datos biolégicos de manera
global. Gracias a diferentes organizaciones se han creado bases de datos para almacenar
diferentes tipos de informacion bioldgica, desde secuencias de proteinas en Uniprot, estructuras
cristalograficas de las mismas en PDB, hasta transcriptomas completos en GEO. Entonces estos
datos pueden ser analizados, no solo por las personas que fueron capaces de obtener la
informacion, sino por cualquier persona con una computadora y acceso a internet. Cabe destacar
que esta computadora debe tener cierto poder de cémputo para que pueda llevar a cabo los
analisis adecuadamente [80].

Los datos transcripcionales son enormes en cuanto a cantidad de variables se refiere y su analisis
no se puede llevar acabo de forma trivial con métodos estadisticos convencionales, como el
analisis de varianza. Se debe proceder con ingenio y aprovechar datos, ya existentes en la
literatura, para cada uno de los genes que componen al transcriptoma. Una primera aproximacion
es relacionar la expresion de ciertos genes con una caracteristica funcional. Tomese como
ejemplo la glucolisis, para que esta ruta metabdlica se active, es necesario la presencia de todas
las enzimas que la componen y es sobre este principio que el analisis de enriquecimiento de
categorias génicas o GSEA, por sus siglas en inglés, trabaja. Este andlisis toma en cuenta la
expresion de manera coordinada de un grupo de genes, una categoria génica, cuya funcion sea
conocida a priori, de esta forma, si su expresion es coordinada se asume que esta funcién
bioldgica puede estar activa. El objetivo final es proponer qué vias y qué funciones bioldgicas se
encuentran activas en una muestra mediante el analisis de la expresion génica. El instituto Broad
contiene una base de datos con categorias génicas de todo tipo: desde vias metabdlicas a
complejos de remodelacion de la cromatina. Cabe destacar que el GSEA no esta limitado a las
categorias que se encuentran en la base de datos antes mencionada, en realidad cada quien
puede definir su propia categoria génica la veracidad de esta recaera en la evidencia previa que
esta tenga sobre su existencia y su relevancia en el sistema a estudiar. GSEA sera mas confiable
conforme mas transcriptomas se analicen de la misma entidad bioldgica bajo las mismas
condiciones experimentales [81].



En ocasiones se tiene transcriptomas de células diferentes y se quiere saber qué tan cercanos
son estos transcriptomas, dado que se podria tratar de entender la cercania en identidad de un
numero n de células diferentes mediante diversos ensayos funcionales o andlisis morfoldgico,
una mirada al transcriptoma podria arrojar informacion relevante sobre la similitud de diferentes
tipos celulares. Podria mirarse la expresion de un gen en particular y comparar esa entre 3
diferentes tipos celulares, para saber cuél es la relacién de expresion entre dichos tipos celulares.
Por otra parte, se podria tomar la expresion de 3 genes y graficar a los tipos celulares segun su
correspondiente, cada gen representaria una coordenada en un plano cartesiano de tres
dimensiones.

Si se quiere conocer de manera global qué tan semejantes son entre si un grupo de
transcriptomas, pertenecientes a diferentes tipos celulares, no seria posible graficar la expresion
de cada uno de los 30,000 genes, que componen nuestro genoma, ya que estamos limitados a
3 dimensiones y por ende no podriamos graficar 30,000 dimensiones. Témese como ejemplo el
caso de un analisis por citometria de flujo que permita la medicién de 21 fluorocromos, como lo
permite el FACSinphony de BD, habra 21 dimensiones que graficar, Claro esta que esa cantidad
de dimensiones es imposible de graficar, hasta 30 dimensiones es posible sub-graficar, es decir
tomar elementos de tres dimensiones filtrarlos en funcion de su alta o baja presencia de una de
las variables y graficar ahora en funcione tres variables distintas y esto se continda haciendo
hasta analizar todas las dimensiones. Sin embargo, cuando la cantidad de variables a graficar
ronda los miles, sub-graficar se convierte en una tarea titanica y poco informativa. Debido a este
problema se han desarrollado diversos métodos de reduccion de la dimensionalidad, estos
métodos buscan contraer esas 30,000 dimensiones a solo 3 e incluso 2. Entre estos métodos se
encuentra el PCA o analisis de componentes principales, el t-SNE y el UMAP, etc [82], [83]. En
este trabajo se abordara de forma simplificada el PCA, debido a que la matematica detras de
este método exige un nivel de rigor fuera de la intencidén de esta tesis y porque éste fue, de entre
todos los métodos, el de eleccion para el andlisis de los datos aqui presentados. De manera
superficial el PCA genera una dimension a partir de la maximizacion de la varianza entre todas
las variables, en este caso, genes de las diferentes muestras, en este caso transcriptomas, a
esta dimension se la denomina primer componente principal, después se busca generar una
dimension ortogonal, es decir, perpendicular la primer componente principal, que de la misma
forma maximice la varianza, a esta segunda dimension se le denomina segundo componente
principal. Posteriormente se genera una tercer dimension con la maximizacion de varianza de
forma ortogonal tanto al primer como al segundo componente principal. Es asi como se termina
de construir un plano cartesiano tridimensional en el que cada punto es un transcriptoma y
conforme mas alejados se encuentren dichos transcriptomas mas diferentes son de manera
global y entre mas cercanos se encuentren en el plano més parecida es su expresion global [84].

Los sistemas complejos no presentan una conceptualizacion que permita un formalismo
matematico convencional, por lo que, diversos métodos han sido utilizados para tratar de predecir
su comportamiento. Uno de los métodos mas ampliamente utilizados es la teoria de redes, una
rama de la teoria de grafos, que se encarga de aplicar los principios de la teoria de grafos a
problemas practicos. Las redes se representan por puntos y lineas que conectan dichos puntos
entre si, este esquema permite generar una abstraccidon sobre las interacciones entre elementos
biolégicos, por ejemplo: interaccion entre proteinas dentro de la célula, interaccion entre TF y sus
blancos, interaccion entre células en un tejido, interaccion entre 6rganos en un sistema, etc. Las



interacciones pueden ser dirigidas o no dirigidas, cuando las interacciones de un TF con su gen
blanco no son mutuas, es decir que el TF regula al gen A pero el gen A no regula al TF, entonces
puede hablarse de una interaccion dirigida y en la red puede ser representada como una flecha
que parte del TF a €l gen A. Por lo tanto, podemos hablar de redes dirigidas y redes no dirigidas.
Estas redes pueden representarse de forma dindmica o de forma estatica, cuando son
representadas de forma estatica se pueden utilizar diferentes métricas para obtener informacién
de la estructura de dichas redes. Una de las métricas mas fundamentales es el grado de un nodo.
El grado es la cantidad de interacciones que dicho nodo tiene con otros nodos, en el caso de una
red no dirigida. Cuando analizamos el grado de los nodos en una red dirigida, el grado puede
distinguirse entre el grado de salida y el grado de entrada, cada uno representa la cantidad de
flechas que salen del nodo y la cantidad de flechas que apuntan al nodo respectivamente. A partir
del grado de cada nodo, en una red podemos generar la distribucion de la red, esto es la cantidad
de nodos con un cierto grado, en un conjunto de redes generadas de forma aleatoria, por un
programa de ordenador, la mayoria de ellas tiene una distribucién de grado de Poisson. Sin
embargo, la mayoria de redes bioldgicas siguen una distribucion de grado que asemeja una
distribucion de ley de poder, en donde hay muchos nodos poco conectados y muy pocos hodos
altamente conectados. Esta propiedad de la estructura de las redes bioldgicas parece
conveniente para explicar la robustez de los sistemas biologicos, ya que, el sistema de manera
global se ve poco afectado al quitar un nodo con poca conectividad. Por otra parte, el tener nodos
muy conectados puede explicar fenomenos como que, a partir de la expresion ectdpica de tan
solo 4 factores de transcripcion, las células somaticas se conviertan en células troncales
pluripotentes. Otro ejemplo son los eritrocitos estos se cuentan por millones en el tejido hematico.
Sin embargo, no representan una fuente importante de regulacién para este tejido, en cambio las
HSC son muy pocas, pero son las encargadas de la regulacion global de dicho tejido. Desde el
advenimiento de las ciencias dmicas, es posible facilitar la construccion de redes biolédgicas a
partir de las grandes cantidades de datos que estas técnicas arrojan. Asi mismo estas técnicas,
especialmente las que permiten la medicion del transcriptoma, permiten reflejar el estado de la
célula a nivel fisiologico y a nivel de identidad [85]-[88].

Algunas herramientas computacionales para generar redes a partir del estado del arte respecto
genes y farmacos son: STRING que es una plataforma web que permite construir una red de
interacciones proteicas a partir de un conjunto de genes dados, a partir de informacion literaria,
bioguimica y asociaciones genémicas y STITCH que es una herramienta web que predice redes
de interaccién proteica tomando en cuenta la interacciéon de las proteinas de la red con farmacos
[89], [90].

Control de los sistemas celulares.

Entender en profundidad los mecanismos que las diferentes entidades bioldgicas utilizan para
regular su comportamiento es sumamente importante, dado que a través de ese conocimiento
se planea tratar de controlarlos con diferentes fines, en el caso de la biomedicina el objetivo es
curar diversos padecimientos. La palabra clave es “controlar,” esta es una menta a la que cada



vez se acerca mas el ser humano. Sin embargo, las entidades biologicas son tan complejas que
la mayoria de conocimientos que tenemos sobre cOmo controlar sus comportamientos vienen
dados por la prueba y el error, es decir, por conocimiento empirico, que podria socavar un poco
la frase “entender en profundidad” y a pesar de que se han tratado de generar marcos
conceptuales tedricos para tratar de predecir el comportamiento y entonces “controlar”, estos no
han tenido tanto éxito. Sin embargo, la utilizacion de datos 6dmicos aunado a técnicas de
inteligencia artificial y teoria de la informacion han traido nuevos marcos conceptuales que estan
teniendo un impacto nunca antes visto en nuestro entendimiento a nivel teorico del control celular
y de la identidad celular [91]. Que tanto el transcriptoma es un reflejo de la identidad celular y del
estado bioldgico de la célula es algo que aun se debate [92]. Sin embargo, diversos métodos han
logrado avances significativos en el establecimiento de TFs especificos de identidad a partir de
datos transcripcionales. Tres métodos han tomado la delantera como los principales en cuanto a
la prediccién de los factores de transcripcion especificos de identidad celular: CellNet: es un
meétodo que tiene como objetivo el identificar las redes de regulacion transcripcional asociadas a
tipos celulares especificos, una vez establecidas dichas redes de regulacion se utilizan para
analizar el transcriptoma de una célula o poblacion celular alterada de forma in vitro, y de esta
forma ver como cambian en el establecimiento de sus redes de regulacion transcripcional.
CellNet infiere las redes de regulacion transcripcional para un tipo celular dado, por ejemplo,
macrofagos, mediante el analisis de una cantidad considerable de transcriptomas, originalmente
medido mediante microarreglos: especificamente la plataforma Human Genome U133 Plus 2.0.
Los macrofagos de los cuales se obtendrd RNA para hacer la medicidon del transcriptoma se
encuentran en al menos 10 condiciones distintas y el transcriptoma se mide en al menos 60
muestras, esto permite obtener los genes que se mantienen a pesar del cambio en las
condiciones. El algoritmo llamado “Probabilidad de relacion en contexto”, que tiene como base
un arbol aleatorio, es la base de CellNet y permite estimas relaciones entre expresion de genes
tanto lineales como no lineales, por lo que su precision es mayor a la de otros métodos que
estiman correlaciones estadisticas como los métodos de correlacion de Pearson [11]. Método de
entropia: A partir de datos transcriptomicos, obtenidos con la misma plataforma que CellNet
utiliza, este método asigna a cada factor de transcripcidon puntajes que representa que tan
especifico dicho factor es para un tipo celular dado, es decir, un factor A tendré varios puntajes
para diferentes tipos celulares. De esta forma se genera un atlas de factores de transcripcion
asignados a diferentes tipos celulares. La forma en la que se calcula el puntaje es mediante un
ranqueo basado en entropia no paramétrica de dos propiedades que un factor debe cumplir para
ser considerado especifico de identidad: que se exprese de manera alta en un tipo celular
comparado con otros tipos celulares y que su expresion en otros tipos celulares sea muy baja.
De esta forma se construye un atlas que contiene mas de 200 tipos celulares y los TF asociados
con los puntajes mas altos asociados a cada tipo celular [17].



Problema de estudio.

Las HSC de UCB han demostrado ser superiores a las HSC de otras fuentes, esto en términos
de las funciones bioldgicas que se cree son de interés clinico para llevar a cabo trasplantes
hematopoyéticos efectivos. Aunado a esto son de todas las fuentes las més faciles de obtener,
ya que se recolectan durante el parto, son también la fuente que se almacena con mayor facilidad
en el mundo y las que permiten mayor flexibilidad en cuento a la compatibilidad inmunolégica
para el trasplante hematopoyético [5]. Sin embargo, los resultados clinicos de esta fuente de HSC
han sido inferiores a lo 6ptimo, esto es en gran medida adjudicado a la baja cantidad de HSC
que cada unidad de SCU posee. Diversas aproximaciones se han llevado a cabo para tratar de
aumentar la cantidad de HSC en una anidad de SCU, sin embargo, solo una aproximacion ha
conseguido llevar acabo trasplantes Unicamente con unidades que fueron expandidas de forma
ex vivo [8]. El analisis de los transcriptomas obtenidos mediante la comparacion de poblaciones
frescas y expandidas in vitro pueden darnos una vision profunda de los mecanismos que se estan
viendo alterados entre estas poblaciones y que pueden ser objeto de estudio mas detallado o
incluso proponerse como blancos para mejorar el proceso de expansion ex vivo. En este trabajo
presentamos dicho analisis.

Objetivo.

Realizar un analisis del transcriptoma de células troncales hematopoyéticas (HSC), progenitores
eritroides y mieloides, frescos y generados in vitro, mediante bioinformatica, redes de regulacién
transcripcional, bases de datos de farmacos y factores epigenéticos, para poder proponer
farmacos que permitan acercar la identidad celular de las HSCs generadas in vitro a la identidad
de las HSCs frescas.



Metodologia.

Métodos experimentales

Los métodos experimentales mediante los cuales se obtuvieron los microarreglos, que en el
presente trabajo se analizan, se encuentran en [9]. Las poblaciones celulares con las cuales se
trabaja en este estudio son todas obtenidas de UCB: células troncales hematopoyéticas con
inmunofenotipo CD34+ CD38- CD45RA- CD71- Lin- (fHSC), células progenitoras mieloides con
inmunofenotipo CD34+ CD38+ CD45RA+ CD71- Lin- (MPC), células progenitoras eritroides con
inmunofenotipo CD34+ CD38+ CD45RA- CD71+ Lin- y células troncales hematopoyéticas
generadas in vitro, mediante un protocolo de expansion en cual las fHSC fueron cultivadas en
medio StemSpam, a una densidad de 23,000 células por mililitro, sobre una capa adherente de
células OP9, con trombopoyetina, ligando de Ftl-3, interleucina 3, interleucina 6, factor
estimulador de colonias de granulocitos y monocitos, factor estimulador de colonias de
granulocitos. Se mantuvieron en estas condiciones de cultivo por 7 dias, después se
seleccionaron por sorteo celular con el mismo inmunofenotipo de inicio del cultivo y se obtuvo el
microarreglo, a estas células las llamaremos (ivHSC).

Métodos bioinforméaticos.

Se llevo a cabo un analisis de enriquecimiento de categorias génicas, tomando como categorias
a los genes pertenecientes a diferentes tipos celulares, reportados en el atlas de factores de
transcripcion especificos de identidad, se tomaron los 25 primeros genes con mayor puntaje de
especificidad. El enriquecimiento se midio entre dos poblaciones MPC y EPC con el objetivo de
probar si los factores de transcripcidon asociados a linaje hematopoyético coincidian con nuestro
sistema. De los conjuntos génicos enriquecidos se filtraron los conjuntos génicos pertenecientes
a linaje hematopoyético, se consideraron enriquecidos al presentar un p-val < 0.05 y un FDR <
0.05, el analisis se llevo a cabo utilizando permutacion de los conjuntos génicos, por lo que a
pesar de ser estadisticamente significativos debe tomarse dichos resultados con cautela, los
resultados se presentan en la figura 3A.

Posteriormente se efectué un andlisis de enriguecimiento de categorias génicas, con las
condiciones descritas en el parrafo anterior, entre las poblaciones ivHSC y fHSC, de igual forma
los resultados se filtraron con las condiciones descritas antes mencionadas, los resultados se
presentan en la figura 1B. Para corroborar los resultados arrojados por el analisis de
enriquecimiento de categorias génicas se efectué un analisis de componentes principales entre
las siguientes poblaciones: fHSC, ivHSC y MPC. Utilizando el programa TAC de Thermo Fisher
Scitific, con las siguientes especificaciones que viene por defecto en el programa, los resultados



se presentan en la figura 4A, posteriormente se calcul6 el agrupamiento utilizando el promedio
posicional y las distancias entre grupos, lo cual se muestra en la figura 4B. Utilizando los
conjuntos génicos mayoritariamente enriquecidos, entre las ivHSC y las fHSC, se gener6 una
lista que se presenta en la tabla 1. Dicha lista fue subida a la plataforma STRING con el objetivo
de generar la red de interacciones entre los factores de transcripcion que la componen, dicha
lista se presenta en la figura 5A. Posteriormente se filtraron los nodos con mayor conectividad
también llamados concentradores de lared y se cargaron en STITCH con el objetivo de encontrar
farmacos que pudieran interactuar con dichos concentradores reduciendo su expresion o
aumentando su expresion dependiendo de su expresién diferencial entre las ivHSC y las fHSC,
los resultados se presentan en la figura 5B. Posteriormente utilizando complejos proteicos
asociados a eventos de apertura o cierre de la cromatina, reportados en la ontologia génica y en
la base de datos EpiFactors, se efectué un GSEA entre las poblaciones ivHSC y fHSC, estos
resultados se presentan en la figura 6.

Resultados.

Utilizando los conjuntos génicos reportados como especificos de linaje en [15]. Se efectu6é un
enriquecimiento de categorias génicas sobre los transcriptomas de progenitores eritroides (EPC)
y progenitores mieloides (MPC). Esto con el objetivo de corroborar la especificidad de los
conjuntos génicos utilizados. Como se puede observar en la figura 3B el conjunto génico
asociado a linaje eritroide ésta exclusivamente enriquecido en el transcriptoma de EPC. El
conjunto génico asociado a linaje mieloide ésta igualmente enriquecido de forma exclusiva en los
MPC. Sin embargo, estos progenitores presentaron un ligero enriguecimiento del conjunto génico
asociado a linaje linfoide, esto se explica debido a que el inmunofenotipo, tomado para definir a
los MPC, engloba una pequefia poblacién linfoide. Por lo anterior es claro que los conjuntos



génicos reportados en [15] son especificos para las poblaciones del sistema utilizado en el
presente analisis. Posteriormente se compard el enriquecimiento de los mismos conjuntos
génicos, pero entre ivHSC y fHSC. Como se puede observar en la figura 3A, la poblacion ivHSC
presenta desviaciones en el enriquecimiento de categorias génicas, asociadas a los 3 principales
linajes hematopoyéticos, comparada con la poblacion fHSC. Estas desviaciones no se
corresponden con lo observado a nivel experimental en los ensayos de formacion de colonias
efectuados sobre estas poblaciones. Mientras que se observa un sub enriquecimiento del
conjunto génico asociado a linaje mieloide en las ivHSC, éstas presentaron en los ensayos de
formacién de colonias un mayor porcentaje de colonias mieloides que las fHSC.
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Figura 3. Andlisis de enriquecimiento de categorias génicas asociadas con linaje eritroide (E), linfoide (L) y mieloide
(M), efectuado sobre microarreglos. Se considerd el mayor puntaje de enriquecimiento normalizado como 1y en
proporcién a los deméas puntajes. A) Comparacion de los puntajes de enriquecimiento entre células troncales
hematopoyéticas frescas fHSC y generadas in vitro ivHSC. B) Comparacion entre células progenitoras eritroides
EPC y células progenitoras mieloides MPC.

Para verificar los resultados anteriores, se efectué un analisis de componentes principales entre
las poblaciones ivHSC, fHSC y MPC. Este analisis define el estado de cualquier entidad que este
constituida por multiples variables y permite saber que tan parecidas son 2 entidades a partir de
sus variables, sin importar si se trata de cientos o miles de variables. En este caso las entidades
a describir son las poblaciones antes mencionadas, mientras que las variables son las
expresiones de cada uno de los genes. Se efectu6 dicho andlisis utilizando el programa TAC, los
resultados de distancia entre los puntos nos indica que tan parecidas son las diferentes
poblaciones entre si, como se puede observar en la figura 4 A. Sin embargo, al ser demasiados
puntos se procedié a obtener un promedio posicional para medir posteriormente las distancias



entre dichos promedios, estos resultados se pueden observar en la figura 4B. En donde podemos
ver que la distancia entre ivHSC y MPC es mas grande que la distancia entre fHSC y MPC. Esto
corrobra los resultados obtenidos con el GSEA.
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Figura 4. Andlisis de componentes principales de microarreglos. A) PCA efectuado con TAC entre poblaciones
de células progenitoras mieloides (MPC), células troncales hematopoyéticas frescas (fHSC) y células troncales
hematopoyéticas generadas in vitro (ivHSC). B) Distancias entre los promedios posicionales de los diferentes tipos
de poblaciones celulares.

Posteriormente se procedid a analizar de forma més profunda los genes que componen a los
conjuntos génicos alterados en las ivHSC. Se seleccionaron los genes que tuvieran mas de la
mitad del maximo enriquecimiento, estos 20 genes se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Factores de transcripcion pertenecientes a los 3 conjuntos génicos con mayor enriquecimiento
normalizado en la poblaciéon fHSC, utilizados para generar la red de interacciones presentadas en la figura 3A.

GFI1B TAL1 HOXC13 HOXA1
HES6 E2F8 FOXM1 TP63
NFE2 E2F2 GABPB1 MYB
KLF1 MYBL2 TPS3 PTTG1
GATAl IRF6 SMAD3 JUN
TFDP1 BNC1 HNF4A NFKB1




Los factores de transcripcion presentados en la tabla 1 fueron introducidos en la plataforma
STRING con el objetivo de determinar cuél es la topologia de interacciones entre ellos, con
otros factores de transcripcion y proteinas. Siguiendo el principio de la distribucion de poder
[86], se busco el nodo méas conectado de la red obtenida en STRING, este fue el gen JUN como
se puede observar en la figura 5 A. Este gen que es un factor de transcripcion con tres variantes
c-Jun, JUNB y JUND. Se buscaron las 3 variantes en el analisis de expresion diferencial para
estimar si se encontraban alteradas en las ivHSC respecto a las fHSC. Solo se encontré el gen
JUNB y este se encuentra sub expresado en las ivHSC, mientras que las otras dos formas no
se encuentran alteradas. El gen JUNB se introdujo en STITCH, una plataforma que permite
predecir interaccione farmacoldgicas entre proteinas y moléculas pequefias a partir de diversas
bases de datos con un algoritmo bastante preciso [89]. Como se puede observar en la figura 5B
el farmaco que es capaz de aumentar la expresién de JUNB es el 6xido de metilarsina, con un
puntaje de significacion de 7.

A B PGF2 alpha

_IRS1

MAP2K4

£ MAP3K1
(MAPKBIPY ‘N ’_/
\\\ MAP2KT

Figura 5. Redes de interaccion proteica generada a partir de los factores de transcripcion reportados en la tabla
1. A) La red fue generada a través de la plataforma STRING, fue enriquecida buscando interacciones con otras
proteinas utilizando la misma plataforma, el circulo rojo enmarca a JUN el nodo con mayor conectividad de la red.
B) Red de interaccion entre farmacos y proteinas generada mediante la plataforma STITCH. El circulo parpura
remarca al farmaco con el mayor puntaje de asociacion para regular la expresion de JUN positivamente, que se
encuentra remarcado por un circulo rojo.



Como se presentd en el marco tedrico los factores epigenéticos pueden controlar el
comportamiento celular a nivel de identidad y de autorrenovacion. En ocasiones puede no ser
suficiente el controlar la expresion de los factores de transcripcion para controlar la identidad
celular. Por lo que en el presente estudio se indagd sobre el estado epigenético de las
poblaciones celulares de interés. Se ocup6 nuevamente la técnica GSEA, en esta ocasion se
utilizaron conjuntos génicos formados por genes que se sabe componen complejos de
remodelacion epigenética. Los conjuntos génicos se obtuvieron de la base de datos EpiFactors
[93]. Estos complejos de remodelacion se dividieron en dos grupos: unos asociados con
apertura de cromatina y otros asociados con cierre de cromatina. En la figura 6 se puede
observar circulos, cada uno de estos representa un complejo de remodelacion de la cromatina
distinto, asociado a activacion, y el area de cada circulo representa su enriquecimiento
normalizado. Conforme mas grande sea el circulo mayor enriguecimiento normalizado tuvo. Si
el circulo es azul quiere decir que ese complejo ésta enriquecido en las ivHSC y cuando el
circulo es naranja quiere decir que se enriquecio ese complejo en las fHSC. Ningun complejo
asociado a cierre de la cromatina se enriquecio, ni en ivHSC ni en fHSC. Por lo anterior se
puede destacar que las ivHSC tiene bastante mas complejos asociado a cromatina abierta que
las fHSC, dado que estas ultimas solo presentan un complejo asociado cromatina abierta,
siendo éste el de menor enriquecimiento normalizado.

ivHSC/fHSC

Figura 6. Enriquecimientos de complejos de remodelacién de la cromatina, asociados candnicamente con
activacion de la transcripcion, en la poblacion ivHSC (azul) y en la poblacion fHSC (naranja), el area de cada circulo
representa el puntaje de enriquecimiento normalizado y cada circulo representa un complejo de remodelacion
distinto.



Discusion.

Una de las preguntas més importantes a tratar de resolver, en el campo de la terapias celular, es
qué tan cercanas son las ivHSC comparadas con las fHSC [30]. Esta cercania se tratd de
encontrar en términos funcionales y transcriptémicos en [9] y es claramente contestada en ambos
ambitos. Sin embargo, el objetivo final es poder controlar a las células generadas in vitro para
que se asemejen mas a las células no manipuladas o frescas. Y es por eso que dar una mirada
a los grupos de TFs que se sabe a priori controlan dicha identidad es fundamental.

En la figura 3B se observa cual es el enriquecimiento obtenido por el método GSEA para los
conjuntos génicos de factores trascripcion asociados a linajes mieloide, linfoide y eritroide. En
dicha figura se puede constatar que para los transcriptomas de células eritroides se obtienen
perfectamente el enriquecimiento, mientras que para las mieloides se obtiene un enriquecimiento
muy marcado para el conjunto génico de factores mieloides, pero con un sutil enriquecimiento
hacia linaje linfoide. Este enriquecimiento era esperado debido al inmunofenotipo con el que se
seleccionarlos a los progenitores mieloides, que se sabe toma una pequefa poblacion linfoide.
Esta primera figura nos permite ver que los factores de transcripcion predichos para linaje
eritroide y mieloide parecen encajar con las células que se definieron en nuestro estudio como
eritroide y mieloide.

Ahora bien, utilizando los mismos grupos de factores de transcripcion se midié su enriquecimiento
entre las fHSC y las ivHSC. En la figura 3A se puede observar que el mayor enriquecimiento en
las fHSC lo tiene el conjunto génico asociado a linaje linfoide, no se llevaron a cabo ensayos de
colonias para linaje linfoide en [9] por lo que no se puede comparar este resultado con ensayos
funcionales. Sin embargo, la baja en linaje linfoide ya se ha asociado con expansion in vitro de
HSC de UCB [94]. Por otra parte, en la misma figura se pueden observar que las fHSC se
encuentran enriquecidas en linaje mieloide, esto ultimo contradice los resultados experimentales
del mismo estudio, ya que, en él se encuentran las ivHSC con un mayor niumero de colonias
mieloides en los ensayos funcionales respecto a las fHSC. Tres explicaciones parecen posibles:

La primera es que debido a la cantidad de repeticiones se genere un sesgo que impida el
adecuado funcionamiento de la técnica. La segunda es que el GSEA funciona bajo el principio
de expresion en moda contante, a lo largo de los diferentes transcriptomas, de los genes que
componen a un conjunto génico definido. En otras palabras, que los genes pertenecientes al
conjunto génico en este caso los TF asociados a linaje mieloide, eritroide y linfoide deben
expresarse de forma coordinada y constante, si bien, esto tiene mucho sentido para tratar de
describir diferentes procesos celulares, como el metabolismo. Sin embargo, puede que en el caso
de la diferenciacion dentro del sistema hematopoyético esta coordinaciéon no se dé, por lo que,



la técnica GSEA puede no ser capaz medir un enriguecimiento adecuado. Esta posibilidad se ve
apoyada por diferentes evidencias en las que se destaca como la regulacion de la diferenciacion
puede orquestarse de formas diversa a lo largo del paisaje de diferenciacién [95],[96].

La tercera opcion parece ser la mas probable, como se mostrar con los resultados en el siguiente
parrafo. Esta es que los TF asociados a linaje mieloide si estén siendo detectados
adecuadamente por GESA. Sin embargo, el fenotipo mieloide encontrado en los ensayos de
colonias puede no ser normal sino uno alterado; es decir que, aunque morfolégicamente estas
células se van de linaje mieloide puede que en realidad a nivel funcional estén alteradas lo
suficiente para que transcripcionalmente no estén enriquecidas en los TF asociados a linaje
mieloide. Esta posibilidad podria corroborarse de diferentes formas entre ellas un segundo
andlisis transcripcional para saber qué tan cercanas son transcripcionalmente las ivHSC a las
MPC comparadas con las fHSC.

Se procedié con un analisis de componentes principales (PCA). Como se puede observar en la
figura 4A éste tuvo una cobertura de méas del 50% por lo que abarca suficiente variacion para ser
utilizado y al mismo tiempo se observa poca variacion entre los transcriptomas de cada grupo.
En la figura 4B se presentan los promedios posicionales de los transcriptomas y se obtiene las
distancias entre ellos. Es sumamente destacable que la distancia entre las fHSC y los
progenitores mieloides MPC es menor que la que existe entre estos mismos progenitores y las
iVHSC, esto es congruente con el dato mas controversial del parrafo anterior.

Se presentan en la tabla 1 los factores de transcripcion que mas aportaron, con su expresion, al
enriquecimiento diferencial de los conjuntos génicos asociados a linaje; que se observo entre las
fHSC y las ivHSC. Con estos factores de transcripcién se construyo la red presentada en la
figura 5A, mediante la plataforma STRING. En esta red se observa la interaccion que tienen
dichos factores de transcripciéon con todo tipo de proteinas. Basados en la teoria de redes
biolégicas, utilizamos el grado de conectividad como un criterio para encontrar un elemento en
la red que fuera importante, en términos de su conectividad con los demas TFs, este fue JUN,
como se muestra en la figura 5A este fue el TF con mayor conectividad. JUN tiene diferentes
formas: c-Jun, JUNB y JUND, éstas son parte de la via de sefializaciéon JNK y se han reportado
con diferentes propiedades biolédgicas, en diferentes sistemas, incluyendo diferentes tipos de
células troncales [97]. Por lo que se obtuvo la expresion diferencial, de todas las formas antes
mencionadas, entre fHSC e ivHSC y se encontr6 Unicamente a JUNB sub expresado en las fHSC,
con una diferencia de 5.23.

La tercera explicacion para el hallazgo mas controversial presentado en el segundo parrafo de la
presente discusion parece adquirir fuerza si se toma en cuenta los resultados del anélisis de
redes y el PCA aunados a los siguientes datos: Por una parte, se sabe que la deficiencia de
JUNB en sistema murino degenera en sindrome mieloproliferativo [98] y que su sobreexpresion
protege contra malignidades mieloides [99]. Fuera del sistema murino, en humanos se ha
asociado su deficiencia con diferentes malignidades mieloides y en particular con leucemia
mieloide aguda [100][101]. Una de las caracteristicas de estas patologias es la exacerbacion la
capacidad proliferativa de los MPC y estos fenotipos mieloides estan controlados por GRN
diferentes a las de las células en estado sano. Por lo anterior es posible pensar que el fenotipo



mieloide observado en los ensayos de colonia sobre las ivHSC, obtenidos en [9], pueda haberse
producido por una conjunto transcripcional alterno al que en el presente estudio definimos como
mieloide y por dicha razén no pudo ser detectado en el GSEA reportado en la figura 3 A. De igual
manera esto podria explicar porque, en la figura 4B, se observa a las ivHSC mas distantes de los
progenitores mieloides. Esta posibilidad tiene soporte extra dado que la sub expresion de JUNB
puede alterar las redes de regulacion transcripcional [99]. Cabe aclarar que esto no significa
necesariamente que las ivHSC estén generando un fenotipo mieloide maligno. Ya que se
efectuaron GSEA para conjuntos génicos asociados a diferentes malignidades hematoldgicas
estos resultados fueron nulos: no habiendo enriquecimiento para ninguna de las poblaciones
celulares aqui presentadas por lo que no se muestran figuras. Es entonces que los cambios
internos que se generan en estas poblaciones obtenidas in vitro se pueden alterar su expresion
génicay llevar a morfologias mieloides que no necesariamente sean funcionales o malignas, sino
algo mas debido al protocolo de expansion y esto se ve reflejado en el PCA, GSEA y andlisis de
redes.

En diferentes estudios se ha relacionado la sub expresion de JUNB con deficiencias significativas
en la capacidad de injerto en modelo murino [98], [99]. Lo mé&s destacables es que la via JNK, a
la cual pertenece JUNB, ya ha sido utilizada para expandir a las HSC in vitro, disminuyendo la
expresion de c-Jun, pero sin afectar negativamente la expresion de JUNB. Consecuentemente
se introdujo a JUNB en la plataforma STITCH obteniendo de esta forma diferentes farmacos,
moléculas pequefias, que podian regular su expresion. El farmaco con mayor puntaje de
confiabilidad (0.7) y que pudiera regular positivamente la expresion de JUNB fue el 6xido de
metilarsina, por lo que se le propone como un elemento que pudiese potenciar la expansion in
vitro de las HSCs, minimizando las diferencias que el protocolo de expansion genera en las
ivHSC. Este resultado es interesante tomando en cuenta que este dicho quimico ha sido utilizado
para tratar leucemias mieloides y se ha demostrado que es citotoxico contra dichas células
malignas, in vitro. Sin embargo, éste no ha tenido efecto citotoxico sobre las HSC, ni los
progenitores multipotentes [102].

Por otra parte, se traté de encontrar un atisbo de informacion sobre las diferencias en el estado
epigenético que presentan las ivHSC comparadas con las fHSC, estas diferencias se presentan
en la figura 4. Las diferencias se obtuvieron utilizando GSEA. Cada circulo en la figura 4
representa un complejo de remodelacion de la cromatina, siendo los azules complejos
enriquecido en las ivHSC y siendo los naranjas enriquecidos en las fHSC. Estos complejos se
tomaron como asociados a activacién de forma canonica, ya que existe controversia en cuento
estas asociaciones [103]. Se puede observar que las ivHSC presentan mayor namero de
complejos asociados con activaciébn 7, en comparacion con los complejos de activaciéon
asociados a fHSC solo 1. Ademas, se puede observar que el area de los circulos azules es mayor
que la del unico circulo naranja, por lo que los 7 complejos de activacion asociados a las ivHSC
tienen un mayor enriquecimiento normalizado que el inico complejo asociado a fHSC. Por lo que
existe la posibilidad de encontrar el estado de la cromatina méas abierto en las ivHSC que el de
las fHSC [104], [105]. Es posible que este enriquecimiento mayoritario, de complejos de
remodelacion de la cromatina asociados a activacion transcripcional, que se observé en las
ivHSC se deba a que al proliferar requieran estar transcripcionalmente mas activas que las fHSC.
Se sabe que una de las propiedades de las HSC es la quiescencia, esto concordaria con la
minima cantidad de LTCIC que fueron encontrados en las ivHSC [9]. Si bien estos datos no



pueden hablar por si mismo del estado epigenético son una buena guia, para futuras
perspectivas en cuanto al control epigenético que se presenta en las ivHSC. Sin embargo,
algunos de los complejos de remodelacion de la cromatina que en el presente estudio fueron
utilizados, ya han sido propuestos como blancos terapéuticos de epifarmacos (farmacos dirigidos
a factores moduladores de la epigenética) [107]. Se requiere saber con mayor precision que tipo
de proteinas estan controlando cada region de la cromatina para poder proponer un epifarmaco
que pudiera ayudar a mantener la diferenciacion suspendida durante el proceso de expansion in
vitro [106]. Sin embargo, tomando en cuenta la literatura anterior el acido valproico parece una
opcion importante.

Si bien todos los resultados, a excepcion del PCA y el analisis de redes, son estadisticamente
significativos, tiene su base en transcriptomas cuyo nimero de repeticiones no es el adecuado,
es decir gue no se cuentan con suficientes transcriptomas por condicion biolégica. Debido a que
el transcriptoma no es tan estable como el genoma [108], en un futuro cercano seria conveniente
ampliar el nimero de muestras, para continuar con estos estudios.

Conclusion.

En conclusién, se propone al 6xido de metilarsina como un posible agente potenciador de la
expansion in vitro, debido a su funcién como activador de JUN, especificamente para el protocolo
presentado en [9]. Por otra parte, parece crucial el obtener un nimero mayor de transcriptomas
repetir entonces el analisis transcripcional. Un analisis del estado de la cromatina por técnicas
como Hi-c [110], aunado a un buen analisis bioinformatico podrian permitir proponer farmacos en
concreto que modulen el estado epigenético para favorecer la expansion de las HSC. Sin
embargo, el acido valproico parece ser la mejor opcion, basados en la informacién que se posee
hasta el momento.
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