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Abreviaciones 
 

DNA Ácido desoxirribonucleico, (Deoxyribonucleic Acid) 

RNA Ácido ribonucleico, (Ribonucleic acid) 

ChIP-seq Inmuno precipitación de la cromatina seguido de secuenciación masiva 

RNA-seq Secuenciación masiva de RNA 

TSS Sitio de inicio de la transcripción, (Transcription Start Site) 

TF Factor de transcripción, (Transcription factor) 

TFBS Sitio de unión de un factor transcripcional (Transcription Factor Binding Site) 

PSSM Matriz de posición de peso (Position Specific Scoring Matrix) 

cDC Células dendríticas comunes 

pDC Células dendríticas plasmocitoides 

CSF2 Factor estimulante de colonias tipo 2 (Colony stimulating factor type 2) 

IL4 Interleucina 4, (Interleukine 4) 

moDC Células dendríticas derivadas de monocitos 

pb Pares de bases 

CDP Progenitor de dendríticas común 

CMP Progenitor mieloide común 

HSC Células madre hematopoyéticas 

NCOR2 Receptor de correpresión nuclear 

PBMC Células polimorfo nucleares de sangre periférica 

CBMC Células polimorfo nucleares de sangre de cordón umbilical 

TLR Toll like receptor 

FDA Administración de comida y medicamente de Estados Unidos 

infDC Células dendríticas inflamatorias 

MHCI Complejo mayor de histocompatibilidad tipo I 

MO Monocitos 

DC Células dendríticas 
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Resumen 
 

Las células dendríticas juegan un papel importante en los procesos de inmunidad innata y 

adaptativa al presentar antígenos a los linfocitos T vírgenes y de esta forma desencadenar la 

respuesta inmune adaptativa. Es sabido que la obtención de células dendríticas es a partir de dos 

progenitores, el progenitor hematopoyético y desde monocitos. En condiciones de inflamación los 

monocitos se diferencian a células dendríticas a partir de los monocitos residentes de tejido. 

 

Las células dendríticas diferenciadas in vivo guardan mucha similitud con las obtenidas in vitro de 

acuerdo con patrones de expresión génica, pero no se ha comprendido en su totalidad a todos los 

elementos participantes del proceso de diferenciación. Por lo tanto, en este proyecto nos plantemos 

el objetivo de construir un modelo lógico de la diferenciación in vitro de monocitos a células 

dendríticas que nos permitiera determinar los elementos clave (puntos de decisión) en el proceso. 

Para cumplir el objetivo construimos un primer modelo basado en la literatura, el cual analizamos 

y realizamos conclusiones preliminares. Después integramos al modelo datos de regulación génica 

obtenidos del análisis de datos de marcas de histonas de inmunoprecipitación de cromatina seguida 

de secuenciación (ChIP-seq) que nos permitieran definir los estados de la cromatina en ambos 

tipos celulares.  

 

Una vez que añadimos estos nuevos datos de regulación pudimos completar el modelo, el cual fue 

probado cuando realizamos mutaciones in silico en donde corroboramos la importancia de varios 

TF como IRF4, AHR, PRDM1, STAT6, y PU.1. También identificamos nuevas interacciones de 

regulación de estos TF con genes específicos de células dendríticas entre ellos CD1A, CD1B, 

CD1C, DCIR, CD206. 

 

Paralelamente estandarizamos las condiciones de purificación y cultivo de células PBMC, CBMC, 

CD34+ y monocitos, en nuestro laboratorio de reciente creación. De la misma manera 

estandarizamos la obtención de cromatina fragmentada de alrededor de 200pb de células PBMC.  

 

Con la construcción del modelo lógico de la diferenciación de monocitos a células dendríticas 

logramos integrar la información conocida, así como nuevas interacciones de regulación y a la par 

pudimos estandarizar los métodos en el laboratorio para probar nuestro modelo o generar nuevos 

de datos para informar futuros experimentos de secuenciación masiva. 
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Abstract 
 

Dendritic cells play an important role in the processes of innate and adaptive immunity by 

presenting antigens to naive T lymphocytes to trigger the adaptive immune response. It is known 

that dendritic cells can be obtain from two progenitors, the hematopoietic progenitor and 

monocytes. Under inflammatory conditions monocytes differentiate into dendritic cells from tissue 

resident monocytes. 

 

Dendritic cells differentiated in vivo are very similar to those obtained in vitro according to gene 

expression patterns, but not all participants in the differentiation process have been fully 

understood. Therefore, in this project we set the objective of building a logical model of the in 

vitro differentiation of monocytes to dendritic cells. To reach our objective, we built a first model 

based on the literature, we analyzed and made preliminary conclusions with it. Then, we integrated 

the gene regulation data obtained from the analysis of histone marks data from ChIP-seq into the 

model, which allowed us to define the chromatin states in both cell types. 

 

Once we added these new regulatory data, we were able to complete. Completeness was tested by 

in sillico mutations, where we corroborated the relevance of transcription factors such as IRF4, 

AHR, PRDM1, STAT6, and PU.1. We also identify new regulatory interactions between these 

TFs and dendritic cell specific genes including CD1A, CD1B, CD1C, DCIR, CD206. 

 

At the same time, we standardized the purification and culture conditions of PBMC, CBMC, CD34 

+ and monocytes, in our recently created laboratory. In the same way, we standardized the 

chromatin fragmentation of around 200 bp from PBMC cells. 

 

The construction of the logical model of the differentiation of monocytes to dendritic cells, allowed 

us to integrate the known information, as well as the new regulatory interactions, and at the same 

time we were able to standardize the methodology in the laboratory to test our model or generate 

new data for high-throughput sequencing experiments.  
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Introducción 

Células dendríticas 

Las células dendríticas (DC, por sus siglas en inglés) son las células presentadoras de antígenos, 

las que inician la reacción inmune adaptativa al activar a los linfocitos T (Radford, Tullett, and 

Lahoud 2014). Fueron descritas por primera vez en 1973 por Steinman y Cohn y recibieron su 

nombre por la forma característica de dendritas que presentaban (Steinman and Cohn 1973).  

 

A partir del descubrimiento de las DC se describió su gran capacidad para la presentación de 

antígenos a través de receptores de reconocimiento, como los TLR (Toll like receptors), así como 

su habilidad para migrar a los tejidos linfáticos secundarios y activar a los linfocitos T vírgenes 

(Schraml and Reis 2015). Recientemente son estudiadas por su uso en inmunoterapias para 

diferentes enfermedades desde la primera vacuna aprobada por la FDA en 2010 para el cáncer de 

próstata resistente a castración (Kantoff et al. 2010). 

 

Las células dendríticas de humano derivadas del progenitor mieloide se clasifican en dos grandes 

grupos células dendríticas comunes tipo 1 y 2 (cDC) y células dendríticas plasmocitoides (pDC); 

existe un tercer grupo de células dendríticas derivadas de monocitos, a su vez los macrófagos 

también pueden diferenciarse a partir de los monocitos (Figura 1). 
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Figura 1. Clasificación de células dendríticas. Basada en (Tang-Huau and Segura 2018), creada en 

BioRender.com. 

 

En estudios realizados por Segura y Amigorena (Segura and Amigorena 2013) se identifico que 

las DC derivadas de monocitos (moDC, por sus siglas en inglés) pueden diferenciarse in vivo y a 

estas células las llamaron células dendríticas inflamatorias (infDC, por sus siglas en inglés).  

 

Diferenciación a moDC in vivo e in vitro 

Los monocitos (MO) son células mononucleadas en circulación en el torrente sanguíneo con la 

capacidad de diferenciarse a macrófagos, una vez que los monocitos pasan a los tejidos inicia la 

diferenciación a macrófagos o a las DC (Randolph, Jakubzick, and Qu 2009). En 1994 Sallusto y 

Lanzavecchia establecieron el protocolo para la diferenciación in vitro de monocitos a moDC con 

el uso de la interleucina-4 (IL-4) y del factor estimulante de colonias de granulocitica/macrófagos 

(CSF2 o GM-CSF, por sus siglas en inglés) (Sallusto and Lanzavecchia 1994). 

 

El descubrimiento de que los MO son precursores de las DC significa un gran avance para el área 

de la inmunología. Alteraciones en la diferenciación de MO a las DC se relaciona con diversas 

condiciones clínicas (Lapko et al. 2017). 
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Las infDC que se obtienen in vivo a partir de piel en humano y en ratón, se comparan con las 

moDC que se obtienen in vitro (en el laboratorio) y se observa que presentan prácticamente el 

mismo patrón de expresión génica (Segura et al. 2013; Goudot et al. 2017), por lo tanto es posible 

comparar directamente las DC diferenciadas en el tejido, con las que se obtienen en el laboratorio, 

esta observación sustenta la importancia de nuestro estudio, ya que nos centramos en el estudio de 

las moDC diferenciadas in vitro y son un reflejo de las moDC diferenciadas in vivo. 

 

En diversos procesos inflamatorios los monocitos son el principal origen de las DC, por ejemplo, 

en infecciones por virus, los antígenos virales son reconocidos por “presentación-cruzada”, en 

donde principalmente las DC reconocen antígenos exógenos para su presentación a través del 

complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC I, por sus siglas en inglés) a las células T 

CD8+ (Heath and Carbone 2001). 

 

La diferenciación de los monocitos a células dendríticas ocurre en tejidos periféricos al reconocer 

factores en el microambiente por inflamación o cambios metabólicos, algunos de los factores que 

se conocen es la IL-4 y el CSF2 en ensayos in vivo (Lapko et al. 2017). A pesar de estos 

conocimientos aún es necesario identificar que otros factores se encuentran involucrados en este 

proceso, así como la regulación de la expresión de los factores involucrados en el proceso. Se 

conoce la estabilidad del proceso de MO a DC a través del tiempo, y esta depende de la proteína 

PU.1 (Lapko et al. 2017). 

 

El papel de la IL-4 en la diferenciación celular de MO a DC aún no se termina de elucidar. La 

señalización por esta interleucina en estudios in vitro induce la polarización de macrófagos M2 

por la activación de STAT6 que a su vez induce la expresión del gen Jmjd3 (Jumonji-domin-

containing-3). La proteína JMJD3 desmetila la histona 3 en la Lys 27 y regula la expresión de la 

proteína IRF4, la activación de IRF4 es un requerimiento específico para la diferenciación de 

monocitos a células dendríticas (Vento-tormo et al. 2016). Se conoce que la IL-4 aumenta la 

transcripción del gen Batf3 durante la diferenciación de MO en DC, BATF3 se requiere para el 

desarrollo de DC que son capaces de realizar “presentación-cruzada” de antígeno (Briseño et al. 

2016). Se encuentran ciertos marcadores en los monocitos que inhiben su potencial para 
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diferenciarse en DC, tales como NUR77 y/o TREML4, esto lo hacen por la represión de IRF4 

(Briseño et al. 2016). 

 

Señalización por IL-4 
La IL-4 se descubrió en 1980, principalmente es producida por los basófilos, mastocitos, 

eosinófilos, así como los linfocitos Th2. Comparte receptor, homología de secuencia y 

señalización intracelular con la IL-13. La IL-4 participa en la proliferación celular, expresión de 

genes y previene la apoptosis en varios tipos celulares como linfocitos, macrófagos, células 

epiteliales, fibroblastos y células endoteliales. Existen dos tipos principales de receptor para la IL-

4, el tipo I se encuentra principalmente en células hematopoyéticas, mientras que el tipo II 

generalmente se encuentra en células no-hematopoyéticas, pero ambos tipos de receptores son 

expresados en células mieloides y en linfocitos B (Figura 2) (Ul-haq, Naz, and Mesaik 2016; 

Ranasinghe et al. 2014). 

 

 

Figura 2. Tipos de receptor de la interleucina-4. Basada en (Ul-haq, Naz, and Mesaik 2016) 

realizada en BioRender.com. 

 

La cascada de señalización de IL-4 se propaga a través de cinasas asociadas al receptor, por 

ejemplo, JAK-1, JAK-2, JAK-3 y TyK-2 que son fosforiladas y sirven de anclaje a las moléculas 

de señalización subsecuentes dentro del citoplasma. IL4 no activa la cascada de Ras/MAPK, 

principalmente inicia la fosforilación de tirosina de STAT6 que puede estimular a otras 
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subunidades de STAT. STAT6 forma un homodímero que es translocado al núcleo para regular la 

activación de genes.  

 

La activación de la vía de señalización por JAK3-STAT6 en la diferenciación de las DC permite 

la transcripción de genes que son específicos de las moDC y se bloquea la expresión de genes de 

macrófagos. Cuando esta vía es inhibida, la expresión cambia a los genes específicos de 

macrófagos, pues se apaga la activación de los genes específicos para las DC (Vento-tormo et al. 

2016). La cascada de señalización de STAT6 se suprime por al menos dos proteínas conocidas 

SHP-1 y SOCS-1 (Ul-haq, Naz, and Mesaik 2016). 

 

Señalización por CSF2 

La citosina CSF2 circula en condiciones normales en bajas concentraciones, pero aumenta cuando 

ocurre infección o inflamación y permite la diferenciación de las DC, como se replica in vitro. El 

receptor de CSF2R tiene dos subunidades, la cadena-α y el receptor común-β, este receptor 

también reconoce a la interleucina-3 y 5. La cascada de señalización iniciada por CSF2 cuando se 

une a su receptor involucra la activación de las vías JAK/STAT, MAPK, PI3K y la vía canónica 

de NF-κB (Figura 3) (van de Laar, Coffer, and Woltman 2012). 
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Figura 3. Vía de señalización de CSF2. Activación de cuatro vías MAPK, NFκB, PIK3 y 

JAK/STAT listadas de izquierda a derecha. Figura basada en (van de Laar, Coffer, and Woltman 

2012) realizada en BioRender.com. 

 

Una vez que ocurre la activación del receptor y la cascada de señalización es iniciada y da lugar a 

la activación de varios factores de transcripción (TF, por sus siglas en inglés), por ejemplo, NFκB 

activa la transcripción del TF C/EBPα e IRF4. STAT5 participa en la activación de la expresión 

de la proteína CIITA que es requerida para la transcripción del MHCII. La activación de STAT5 

y NFκB se relaciona con un aumento en la inmunogenicidad de las DC (van de Laar, Coffer, and 

Woltman 2012). 

 

Regulación genética durante la diferenciación a moDC 

Las DC se diferencian a partir de un progenitor de dendríticas común (CDP, por sus siglas en 

inglés) que a su vez se diferencia del progenitor mieloide común (CMP, por sus siglas en inglés) 

que se deriva de células madre hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés) multipotentes. El 
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progenitor CMP controla diferenciación a las DC con la expresión del TF IRF8, si hay baja 

concentración de IRF8 el progenitor se deriva a monocitos. El precursor CDP deriva a las Pre-cDC 

que son los precursores directos de las DC y se encuentran en tejido linfoide, sangre, medula ósea, 

vaso y amígdalas; sin embargo, no se encuentran en piel. Se describen diversos TF que participan 

en la diferenciación in vivo de las DC a partir del progenitor CDP, NOTCH, BATF3, GATA2, e 

IRF8 (Villar and Segura 2020). 

 

En la diferenciación de moDC se conoce que participan diferentes factores entre ellos TF, 

complejos remodeladores de la cromatina y mecanismos de metilación. Dentro de los TF que 

participan en la diferenciación de moDC se encuentra PU.1 que es necesario para el correcto 

desarrollo de las células mieloides y linfoides. En la diferenciación de monocitos a macrófagos la 

expresión de PU.1 es baja, cuando ocurre la diferenciación a las moDC los niveles de PU.1 

aumentan, lo que sugiere una regulación por medio de los niveles de expresión de PU.1 (Bakri et 

al. 2005). 

 

IRF4 es otro TF que participa en la diferenciación a las moDC se activa por NFκB y STAT6 y a 

su vez activa la transcripción de genes específicos de las moDC como CCL17, ITGAX (Lehtonen 

et al. 2005; Hsu et al. 2018). Se observa que IRF4 esta sobre expresado en las moDC, lo que 

soporta su importancia en la diferenciación de las moDC. El TF MAFB es sobre expresado en 

macrófagos en condiciones in vivo e in vitro. En mutaciones del gen IRF4 se observa que las moDC 

reducen drásticamente (Goudot et al. 2017). 

 

AHR participa en la diferenciación de las moDC al activar al TF BLIMP-1 (PRDM1) en donde 

PRDM1 inhibe la expresión de genes específicos de macrófagos. Cuando AHR se silencia, la 

diferenciación de las moDC también se abole, mientras que la diferenciación a macrófagos 

aumenta, lo que apoya que PRDM1 reprime los genes específicos de macrófagos (Goudot et al. 

2017). 

 

PRDM1 activa al receptor de correpresión nuclear (NCOR2) quien a su vez regula la 

diferenciación de las moDC. De acuerdo con la literatura NCOR2 regula genes que pertenecen a 

la firma de la IL4, esto se observa cuando NCOR2 se silencia y los genes de IL4 se sub-expresan 



 18 

con respecto al control positivo, lo cual soporta su rol en la diferenciación a las moDC (Sander et 

al. 2017). 

 

STAT6 es otro de los TF que participa importantemente en la diferenciación a las moDC con la 

presencia de IL4 es activado y a su vez activa a IRF4 (Briseño et al. 2016). La vía de señalización 

IL4-JAK3-STAT6 propicia la demetilación de las regiones de los genes específicos de las moDC. 

Cuando STAT6 es silenciado la demetilación cambia a los genes específicos para macrófagos y 

los marcadores CD209 y CD83 específicos de las moDC disminuyen su expresión (Vento-tormo 

et al. 2016). 

 

Modelos computacionales de sistemas biológicos 

Los modelos computacionales integran y analizan procesos biológicos que suelen ser complejos, 

la construcción de un modelo permite tener una visión global para tener un entendimiento 

funcional con el cual se pueden realizar simulaciones para predecir el comportamiento del sistema 

y de esta forma proponer experimentos para su comprobación.  

 

Existen dos grandes grupos de modelos, los cualitativos y los cuantitativos, dentro de los 

cualitativos encontramos a los modelos lógicos o booleanos. Dentro de los cuantitativos 

encontramos a los modelos de ecuaciones diferenciales ordinarias, de ecuaciones diferenciales 

parciales y modelos estocásticos. Los modelos cuantitativos requieren de mediciones para poder 

generar el modelo y muchas veces en diversos procesos biológicos es difícil obtener tales 

mediciones (Karlebach and Shamir 2008). En comparación, los modelos lógicos pueden integrar 

varios tipos de información, ya sean datos cuantitativos y cualitativos lo cual les confiere gran 

versatilidad. Los modelos lógicos, así como los cuantitativos, tienen una construcción rigurosa y 

pueden escalar de tamaño, es decir, podemos añadir componentes, también permite realizar 

perturbaciones/mutaciones in silico para predecir la respuesta celular, actualmente existen diversas 

herramientas que permiten obtener información muy interesante sobre el proceso biológico de 

interés (Abou-jaoudé et al. 2016). 
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Modelos lógicos 

Los modelos lógicos son modelos dinámicos y relativamente simples, que permiten representar las 

relaciones de causa y efecto, y al mismo tiempo permiten realizar cómputo, es posible realizar 

escalamiento del tamaño del modelo (Terfve and Saez-Rodriguez 2012). En los modelos lógicos 

se hace uso de redes booleanas en donde existen dos estados ON/OFF (encendido/apagado), se 

componen de nodos (componentes) y arcos (interacciones), para poder construir una gráfica 

regulatoria con la que es posible realizar simulaciones del comportamiento de los nodos y sus 

interacciones entre ellos (Naldi, Hernandez, Abou-Jaoudé, et al. 2018).  

 

Los nodos son los componentes que participan en el proceso biológico de interés y los arcos son 

las interacciones que tienen los nodos que explican lo que ocurre en la naturaleza. Los 

componentes en estados cero o uno, interactúan de acuerdo con las reglas lógicas o booleanas. La 

gráfica regulatoria es la representación global de la interacción de los nodos con la que podemos 

realizar análisis computacionales a diferentes niveles, desde ver todos los posibles resultados de la 

interacción de nodos, es decir el cómputo de estados estables, hasta realizar “mutaciones” in silico 

y probar el comportamiento del modelo, entre otros (Abou-jaoudé et al. 2016).  

 

Los tipos de componentes/nodos se clasifican en tres, los inputs/entrada que son los que no están 

regulados por ningún otro nodo, los nodos internos y los nodos de salida, todos los nodos de cierta 

forma guardan relación en su regulación, ya sea de encendido o apagado (Schwab et al. 2020). 

 

Para la construcción de un modelo lógico la integración de información puede ser de diversas 

fuentes como de bases de datos, provenientes de nuevos experimentos, de repositorios, de vías de 

señalización, de la literatura científica, etc., de esta forma se construye una idea global del proceso 

biológico en estudio (Trewavas 2006). 

 

Existe un ciclo para la construcción de un modelo en donde iniciamos con una pregunta biológica, 

se desarrolla el primer modelo, se realizan simulaciones computacionales para verificar el 

comportamiento del modelo, se realizan predicciones que de ser posible pueden validarse 

experimentalmente y si es necesario se corrige el modelo y vuelve a iniciar el ciclo (Kitano 2002). 
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La construcción de un modelo no tiene fin, pero se realizan aproximaciones lo suficientemente 

buenas para comprender el proceso biológico de interés. 
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Motivación y objetivos de la tesis 

 

Hipótesis 

El modelo lógico de la diferenciación de monocitos a células dendríticas complementado con datos 

de transcriptómica y epigenómica permitirá identificar elementos (nodos) determinantes en la 

diferenciación de monocitos a células dendríticas. 

 

Objetivo general 

Estudiar y caracterizar los mecanismos regulatorios que controlan la diferenciación de células 

dendríticas e integrar esta información en un modelo dinámico que identifique los elementos 

(nodos), así como su interacción entre los mismos que permiten la diferenciación. 

 

Objetivos particulares 

• Construir un modelo lógico que describa la diferenciación de monocitos a células 

dendríticas in vitro. 

• Usar las vías de señalización: CSF-2 e IL-4. 

• Revisar coherencia de la red con los datos de expresión genética en los tres tipos celulares. 

• Mejorar el modelo por medio de la inclusión de genes con expresión diferencial e 

interacciones nuevas de regulación, sin reporte previo o sin incluir.  

• Probar in silico mutantes conocidas con el modelo para corroborar su comportamiento. 

 

Relevancia 

Las DC juegan un papel muy importante en la activación de la respuesta inmune adaptativa y son 

usadas en tratamientos contra el cáncer, enfermedades autoinmunes y algunos tipos de 

inmunodeficiencias. Con la integración de datos previamente publicados y los sitios de regulación 

que buscaremos en este estudio podremos identificar a los participantes principales de la 

diferenciación de monocitos, lo cual sentará las bases para futuras investigaciones sobre las DC. 

Con nuestro modelo podremos mutar componentes específicos que ayudarán a identificar 
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afecciones en el proceso de diferenciación. El conocer a detalle la diferenciación y cuáles son los 

componentes determinantes en el proceso de diferenciación puede, en un futuro, ayudar al 

desarrollo del uso de las moDC en inmunoterapias. Los monocitos pueden ser obtenidos de sangre 

periférica, que es un procedimiento menos invasivo que la obtención del progenitor 

hematopoyético de las DC de médula ósea.   

 

La investigación sobre la diferenciación in vitro de monocitos a las moDC y a macrófagos puede 

ser usada en los próximos años para su uso en terapias. Las células derivadas de monocitos juegan 

un papel importante en la presentación de antígenos, en la fagocitosis por parte de los macrófagos 

y la regulación de la respuesta inmune por las DC. 

 

El entender todos los componentes que se requieren para la obtención de las moDC o macrófagos 

ayudará a dilucidar su participación en diversos procesos de salud-enfermedad, como las 

enfermedades autoinmunes. 
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Construcción de un modelo basado en literatura 

 

Para estudiar la diferenciación de monocitos a células dendríticas in vitro realizamos la búsqueda 

de información en la literatura del proceso, referenciada en el Anexo 1. Se conoce que los 

monocitos deben incubarse con CSF2 e IL4 agregadas al mismo tiempo y durante todo el cultivo. 

CSF2 activa JAK/STAT, PI3K y NFKB, mientras IL4 activa la vía de JAK/STAT pero diferentes 

subunidades a las activadas por CSF2. Utilizamos un modelo lógico para representar todos los 

componentes participantes del proceso de diferenciación. Los modelos lógicos son una 

herramienta que permite describir un sistema biológico para luego manipularlo y realizar 

perturbaciones con el fin de probar diferentes condiciones que tomarían mucho tiempo y recursos 

al realizar las mismas pruebas en el laboratorio. Los modelos lógicos son útiles cuando se carecen 

de datos cuantitativos sobre el proceso biológico. De ahí la importancia de construir un modelo 

lógico de la diferenciación de monocitos a las moDC.  

 

Contexto 

Los modelos lógicos se usan para describir fenómenos biológicos y predecir futuros 

comportamientos. En el área de inmunología hay varios modelos lógicos enfocados principalmente 

en células T (Abou-Jaoudé et al. 2015; Rodríguez-Jorge et al. 2019; Hernandez et al. 2020), pocos 

relacionados con células dendríticas (Ramírez and Mendoza 2018). Pero no existe ninguno modelo 

relacionado con la diferenciación de células dendríticas a partir de los monocitos in vitro, a pesar 

de que las moDC son las células dendríticas más usadas en las inmunoterapias (Saxena and 

Bhardwaj 2018). 

 

En modelos lógicos previos sobre sistemas biológicos se describen procesos complejos como la 

transdiferenciación de linfocitos B a macrófagos, en donde utilizan datos de secuenciación masiva 

de RNA-seq y ChIP-seq. Se construyó una red de regulación que incluye los principales TF y los 

componentes que participan en las principales vías de señalización involucradas en el desarrollo 

mieloide y linfoide (Collombet et al. 2016). 
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El emplear información descrita en la literatura y complementarla con regulación genética de un 

proceso biológico tiene mucho potencial y es muy útil en procesos complejos. El emplear un 

modelo lógico te permite integrar toda esa información en un solo lugar para describir la 

diferenciación de monocitos a las moDC y macrófagos. 

 

Métodos 

Primero se realizó la curación manual de la literatura involucrada en la diferenciación de monocitos 

a las moDC. Los artículos científicos revisados enlistados en el Anexo 1 proceden principalmente 

de datos provenientes de humano y que siguieron el mismo proceso de obtención de las moDC a 

partir de monocitos cultivados con CSF2 e IL4. Se integraron las vías de señalización que se 

activan en los monocitos tras la estimulación con CSF2 e IL4, las cuales son JAK/STAT, MAPK, 

NFKB y PI3K. 

 

Para la construcción del modelo usamos la herramienta el software libre GINsim, que realiza 

modelado y simulación de redes reguladoras genéticas y se encuentra disponible en ginsim.org. 

GINsim permite construir un modelo de una red de regulación genética usando funciones lógicas 

asíncronas o síncronas para simular y/o analizar su comportamiento dinámico cuantitativo (Naldi, 

Hernandez, Abou-Jaoudé, et al. 2018). GINsim nos permitió realizar un análisis dinámico del 

modelo, en donde graficamos los estados estables, que pueden ser síncronos o asíncronos. En el 

caso de gráficas síncronas cada estado tiene un solo cambio que se conecta con el siguiente, que 

solamente tiene un estado de cambio. En la gráfica asíncrona, cada uno de los nodos puede ser 

actualizado al siguiente estado, lo cual lo vuelve un análisis más complejo y es poco recomendado 

en modelos con muchos nodos, porque el cómputo se vuelve muy lento a comparación de lo que 

ocurriría en la naturaleza (Schwab et al. 2020). 

 

GINsim tiene una interfaz en java donde es posible dibujar los nodos y sus interacciones (Figura 

4). Cada nodo tiene tres tipos de información, (i)reglas (Formulae) en donde definimos el 

comportamiento de los nodos, (ii)anotación (Annotations) donde referenciamos los estudios 

consultados sobre dicho nodo y (iii)paramétros (Parameters) en donde incluimos la información 

de los nodos con los que el nodo tiene interacción y el tipo de interacción. 
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Figura 4. Interfaz de GINsim. Arriba marcado con una flecha el menú de GINsim. De arriba hacia 

abajo, en el primer cuadro los botones para editar los nodos y las conexiones, en el segundo cuadro 

tenemos el nombre del nodo que está seleccionado, está indicado que es una entrada (input) y el 

nivel máximo que puede tener, en el último cuadro tenemos las opciones de información sobre el 

nodo, en este ejemplo se muestra la información contenida en anotaciones (Annotations). 

 

El primer paso para construir un modelo fue dibujar los nodos con sus interacciones de acuerdo 

con el conocimiento previo y escribir las reglas que rigen cada interacción nodo-nodo. Las reglas 

siguen la notación booleana “AND (&)”, “OR (|)” y “NOT (!)”, por ejemplo, AKT es activado por 

PIP3, pero en presencia de NCOR2 es inactivado, la regla para la activación de AKT se escribió: 

PIP3 & !NCOR2 (Figura 5). 
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Figura 5. Anotación de las fórmulas de interacción entre los nodos del modelo. En el primer 

recuadro está el nodo AKT usado como ejemplo para la descripción de activación, en los recuadros 

inferiores se observa la fórmula o regla de activación. 

  

Una vez que construimos nuestra red de regulación en GINsim realizamos los primeros análisis 

con el modelo en la sección de Tools (Figura 6): 

1) Compute stables states: computamos estados estables con toda la combinatoria de estados 

de los nodos 

2) Analyse circuits: nos permitió identificar circuitos negativos o positivos en el modelo. 

3) Compute interaction functionality: con la cual identificamos las interacciones que no eran 

activas y poder corregirlas. 

4) Trap-spaces identificaction: con este cómputo identificamos si dentro de los estados 

estables existen estados cíclicos. 
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Figura 6. Análisis realizados en nuestro modelo con GINsim. 

 

Con la red construida y con las reglas establecidas iniciamos con la definición de estados estables 

que sabemos el modelo debe recapitular, en este caso, monocitos, macrófagos, las moDC y muerte 

celular. Cada estado tuvo un comportamiento único con respecto al estado de activación de los 

nodos, así como de cada uno de los estímulos. Definimos un estado inicial de los nodos 

relacionados con los monocitos en el estado previo a la estimulación. Se definieron los estados 

finales que son los monocitos sin estimular (muerte celular), estimulados con interleucina 4 

(monocitos estimulados), con CSF2 (macrófagos) y con la combinación de los dos estímulos 

(moDC).  

 

La definición de estados iniciales y finales se realizó en la ventana emergente obtenida de 

Tools>Run simulations (Figura 6). Una vez en la nueva ventana se definieron los estados iniciales, 

se les dio nombre y se definió el estado inicial (Initial States) de cada uno de los componentes del 

modelo que corresponde a los monocitos iniciales; también se determinaron la presencia de 

entradas fijas (Fixed inputs), se probaron diferentes combinatorias de las diferentes entradas 

(Figura 7). 
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Figura 7. Panel desplegado por Tools>Run simulation, donde se puede realizar la definición de 

estados iniciales (Initial States) y entradas (Fixed inputs) dentro del programa GINsim. 

 

Una vez que definimos los estados iniciales y las entradas podemos computar las gráficas de 

transición jerárquica, gráfica de componentes fuertemente conectados y la gráfica de estado de 

transición, cada una de estas gráficas se puede analizar de forma síncrona, asíncrona, completa y 

secuencial. 

 

Una vez que se definieron los estados de cada uno de los nodos de acuerdo con las condiciones 

iniciales y finales y se determinaron las entradas del modelo, realizamos el cómputo de los estados 

estables. Durante el cómputo, partimos desde el estado inicial, en nuestro caso de un monocito, se 

realizó la búsqueda de todos los estados de estables. Los estados finales esperados para nuestro 

modelo son 4, uno por cada entrada y la combinatoria de las mismas (Figura 8). 
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Figura 8. Panel emergente de Tools>Compute stable states. En este panel obtuvimos los estados 

estables en el recuadro marcado con rojo, con las flechas señalo las opciones adicionales que 

podemos computar, seleccionar una mutante, una reducción el modelo o fijar un tipo de entrada. 

 

Resultados 

Después de la curación manual de más de 100 artículos científicos que comprendieron desde la 

descripción del protocolo de diferenciación hasta las últimas revisiones sobre el fenotipo de 

monocitos y las moDC (Anexo 1). Basados en la literatura seleccionamos 53 nodos para 

representarlos en el modelo. Los nodos fueron seleccionados por su participación en la activación 

de las vías canónicas de señalización. En algunos casos como el del complejo SHC-GRB2-mSOS, 

lo incluimos en un mismo nodo; el paso de la dimerización de STAT lo omitimos. Definimos las 

interacciones y las reglas de activación de cada uno de los nodos de acuerdo con lo descrito en la 

literatura. Con el modelo basado en la literatura, corroboramos con Compute Interaction 

funtionality que todas las interacciones estuvieran activas para realizar los análisis posteriores. 

Identificamos cinco estados estables (Figura 9) y cinco trap-spaces, lo que significa que no hay 

atractores cíclicos dentro de los estados estables. También identificamos un circuito funcional 

positivo con IRF4 involucrado (Figura 10). 
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Figura 9. Estados estables obtenidos con el modelo construido a partir de la literatura curada. Las 

columnas representan los estados estables y en las filas se encuentran cada uno de los componentes. 

Azul claro representa los nodos apagados (nivel 1), mientras que el azul marino representa nodos 

encendidos (nivel 1). Los estados estables fueron computados, se tomó en cuenta ambos inputs y 

se consideró todas las posibles soluciones. 
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Figura 10. Análisis de circuitos funcionales dentro del modelo. Identificamos un solo circuito 

funcional que comprende NFKB1, STAT6 e IRF4, todos los TF que participan en la diferenciación 

a las DC y son activados por IL4. 

 

Las vías de señalización que fueron requeridas para la diferenciación a las moDC son las de 

JAK/STAT, MAPK y NFKB, activadas por IL4 y CSF2. PI3K permaneció apagada durante la 

diferenciación.  

 

El estado estable E1 de la Figura 9, que no tenía ningún input puede relacionarse con autofagia. El 

estado estable E2, que tampoco tuvo inputs, tuvo varios nodos en estado ON, relacionados con la 

vía de señalización de la IL4. En el estado estable E3, IL4 estaba encendido como input, por lo 

tanto, se activa la vía de señalización de IL4. En el estado estable E4, con CSF2 como input inicial, 

se enciende su vía de señalización y observamos que a su vez la vía de la IL4 también se encendía. 

En el estado estable E5, con IL4 y CSF2 como inputs observamos el estado que puede ser 

relacionado con el fenotipo de moDC, al activar las vías de la IL4 y del CSF2 por los dos inputs. 

 

En nuestro modelo solo uno de los cinco estados estables hacía referencia a células pre-dendríticas, 

ya que no presentaba todas las marcas correspondientes a moDC completamente diferenciadas. 

Mientras que ninguno del resto de los estados podía recapitular cercanamente a los monocitos 

activados o a los macrófagos. Pues los estados obtenidos aún requerían de componentes que 
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pudieran diferenciar de forma terminal cada uno de los fenotipos esperados. En el modelo teníamos 

los TF como nodos finales dentro del modelo, lo cual nos sugirió que teníamos que buscar posibles 

genes blancos que fueran regulados por estos TF y de esta manera poder obtener los fenotipos 

finales. Dado el reducido número de blancos regulados por los TF y de las pocas interacciones 

entre los TF, concluimos que teníamos un modelo incompleto de la diferenciación de monocitos. 

 

Conclusión 

De acuerdo con los resultados obtenidos con nuestro modelo basado en la literatura científica, 

podemos concluir que nuestro modelo aún no recapitula correctamente los estados finales 

correspondientes a los fenotipos celulares esperados. Los estados finales correspondientes a los 

fenotipos esperados son 4 y tenemos 5 estados estables, por lo que es necesario añadir componentes 

que permitan identificar fenotípicamente cada uno de los tipos celulares esperados. 
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Búsqueda de sitios de Regulación transcripcional 

El genoma regulador se encontró a partir del descubrimiento que solo el 2% del genoma humano 

codifica para proteínas, se catalogó el resto del genoma como “genoma basura”. En años recientes 

ese concepto cambió porque se encontró evidencia que dentro de ese “genoma basura” se localizan 

regiones de regulación. En dichas regiones se unen los TF y proteínas reguladoras de la cromatina 

que pueden cambiar la expresión génica en un momento específico de la célula y también es 

dependiente del tipo celular. Dentro de las regiones de regulación encontramos a los promotores y 

los enhancers. Los promotores se encargan de regular la transcripción de un gen determinado. Los 

enhancers pueden estar río arriba, río abajo del TSS o dentro de un intrón del gen que regulan o 

pueden estar en regiones más lejanas, ayudando al aumento de la transcripción del gen blanco 

(Wittkopp and Kalay 2011). 

 

Para estudiar mecanismos de regulación en el genoma humano, es necesario estudiar a los 

participantes que definen las regiones reguladoras. Sabemos que el genoma se ordena con ayuda 

de los nucleosomas para formar agregados que definen la compactación de la cromatina, dentro de 

los nucleosomas compuestos por histonas (pares cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Al 

Aboud, Tupper, and Jialal 2020)). Existen también otras proteínas participantes, diferentes tipos 

de histonas, los TF, proteínas remodeladoras de la cromatina, entre otras (Maston, Evans, and 

Green 2006).  

 

Los TF se encargan de regular la transcripción de genes específicos para momentos determinados, 

ya sea por tipo celular, el estado del ciclo celular, o durante el desarrollo celular (Vaquerizas et al. 

2009). Para el estudio de los TF y conocer su sitio de unión en el genoma se han desarrollado 

diversos métodos, uno de los más populares es la construcción de matrices a partir de sitios 

conocidos de sitios de unión al TF determinado (De Bleser et al. 2007). 

 

Se han desarrollado varias técnicas que han permitido estudiar las regiones reguladoras del 

genoma. Una de las técnicas utilizadas para identificar regiones del DNA con capacidad 

regulatoria es el ChIP-seq. Esta técnica utiliza un anticuerpo que reconoce una proteína de interés, 

puede ser una histona con una modificación postraduccional o un TF o la DNA-polimerasa, etc., 

las células son tratadas con formaldehído para fijar las proteínas con la región del DNA donde se 
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encuentran, después la cromatina (DNA) es cortado en fragmentos de alrededor 300 pb para 

después incubar esos fragmentos con el anticuerpo contra la proteína de interés, con los anticuerpos 

seleccionamos el DNA asociado a la proteína y se secuencia. Esta técnica te permite aislar regiones 

del genoma que estén asociadas a una proteína de interés en un momento específico de la actividad 

celular (Park 2009).  

 

Diferentes modificaciones de histonas se han relacionado con estados de la cromatina y la 

combinatoria de ellas en cierta zona del genoma pueden presentarse en estados biológicos 

específicos, por ejemplo, se conoce que una abundancia en la marca H3K4me1 se refiere a un 

promotor (Bae and Lesch 2020), cuando tenemos la combinación de H3K27ac con H3K4me3 

podemos hablar de un enhancer (A. Lim, Lim, and Kim 2019), cuando tenemos abundancia de la 

marca H3K36me3 en los cuerpos de los genes (Chantalat et al. 2011), hablamos de que ese gen es 

transcripcionalmente activo, los promotores, enhancers, y cuerpos de genes son accesibles para 

diversas proteínas en donde la cromatina está relajada o abierta, con las marcas H3K27me3 y 

H3K9me3 la cromatina se encuentra condensada o cerrada y no es accesible para la RNA-

polimerasa o los TF (Kimura 2013). 

 

Contexto 

Existen diferentes esfuerzos para caracterizar el genoma regulador como Encode 

(https://www.encodeproject.org/) (ENCODE Project Consortium 2012), Roadmap 

(http://www.roadmapepigenomics.org/) (Consortium et al. 2015),  Fantom5 

(https://fantom.gsc.riken.jp/5/) (Lizio et al. 2015) y el Blueprint (https://www.blueprint-

epigenome.eu/)  (Stunnenberg et al. 2016) entre otros. El consorcio Blueprint se esforzó en realizar 

una gran cantidad de experimentos con muchas de las células hematopoyéticas desde precursores 

provenientes del cordón umbilical, hasta células totalmente diferenciadas, tam bién estudiaron 

líneas celulares y células derivadas del cordón umbilical, células neoplásicas, de enfermedades 

autoinmunes y también de ratones. Los experimentos realizados por el Blueprint fueron Bisulfite-

seq, DNase-seq, RNA-seq, ChIP-seq, y de diversas marcas de modificaciones histonas (H3K4me3, 

H3K4me1, H3K9me3, H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3, H2AZ-ac, H3K9/14ac). 

 

https://www.encodeproject.org/
http://www.roadmapepigenomics.org/
https://fantom.gsc.riken.jp/5/
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Los datos analizados en este trabajo provienen del consorcio Blueprint (Stunnenberg et al. 2016) 

usamos datos de ChIP-seq de monocitos, las moDC y los macrófagos derivados de monocitos, con 

los siguientes identificadores: EGAD00001001552, EGAD00001002484, EGAD00001002485, 

EGAD00001001576, EGAD00001002504. Los datos incluyen archivos fastq (figura 11), es decir 

el archivo proveniente del secuenciador en donde cada 4 líneas es una secuencia de DNA con su 

calidad por pb, de seis marcas de histonas, cuatro marcas de activación (H3K27ac, H3K4me1, 

H3K4me3 y H3K36me3) y dos marcas de represión (H3K27me3 y H3K9me3). 

 

 

Figura 11. Componentes de una secuencia fastq. Se asigna una puntuación de calidad en la escala 

phred, como ejemplo el signo “]” tiene una puntuación de 29, las puntuaciones van de 0 a 40, 

siendo 40 la de mejor calidad. 

 

Con la combinatoria de las modificaciones de histonas es posible asociar regiones del DNA con 

estados de la cromatina, eso se puede realizar con diversas herramientas computacionales, en este 

estudio utilizamos la herramienta ChromHMM (Ernst and Kellis 2012), con la cual se fragmenta 

el genoma en ventanas de 200 pb y se analiza el enriquecimiento de las marcas de histonas 

presentes en esos 200 pb, el usuario es capaz de definir cuantos estados se espera encontrar. 

Posteriormente el usuario agrega las etiquetas a cada estado que corresponda a la combinatoria de 

histonas presentes en las ventanas. 

 

Una vez que se identificaron y clasificaron los estados de la cromatina por tipo celular, es posible 

realizar otros análisis tales como la búsqueda de sitios de unión a los TF. Dicha búsqueda se realiza 

de novo con el uso del algoritmo motif discovery, el cual realiza la búsqueda de palabras sobre-

representadas dentro de las secuencias de interés, haciendo corrección por pruebas múltiples 

(Thomas-Chollier et al. 2012). Existen otros métodos en donde se emplean matrices de TFs 

específicos (los identificadores usados se encuentran en el anexo 3) se ejecuta el algoritmo de 
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pattern matching, el algoritmo realiza la búsqueda de sitios conocidos para un TF en específico 

(Turatsinze et al. 2008). Este segundo algoritmo fue el que empleamos, ya que por el modelo 

inicial identificamos a los principales TF que participan en la diferenciación de monocitos in vitro. 

 

Métodos 

Usamos la herramienta ChromHMM (Ernst and Kellis 2012) para identificar estados de la 

cromatina con la combinatoria de las seis marcas de histonas de los monocitos, macrófagos y las 

moDC, usamos los archivos fastq, de las histonas y su respectivo input para cada marca, el 

programa binariza los archivos por cada marca en regiones de 200 pb. Con la segmentación 

obtenida con ChromHMM podemos estudiar cada segmento y asignarles nombre representativo 

como TSS activo o TSS de represión de acuerdo con la combinatoria de marcas presentes en una 

región. 

 

Dividimos la cromatina en 10 estados con el uso de ChromHMM, los estados fueron anotados de 

acuerdo su posición en el genoma y las marcas de histona presentes en esa región. Usamos las 

anotaciones relacionadas con regulación génica para buscar en ellas, qué estado de la cromatina 

presentaban los genes incluidos en nuestro modelo y el estado de los genes candidatos para su 

integración. Para conocer el estado de los genes de interés, comparamos las coordenadas obtenidas 

con ChromHMM y las coordenadas de los genes con la herramienta bedtools annotation.  

 

Con las mismas regiones de regulación, usamos la herramienta matrix-scan, usando los siguientes 

parámetros: modelo de fondo con orden de Markov de 1, p-valores ≤ 10-5 (-markov 1 -lth score 1 

-uth pval 1e-5), con las matrices de los TF que se encontraban en el modelo y los TF relacionados 

con la actividad de monocitos estimulados, macrófagos y las moDC. Matrix-scan arroja las 

coordenadas de los sitios donde encontró sitios de unión a los TF, por lo que buscamos esas 

coordinadas y les anotamos el posible gen que regulan. Dentro de las regiones que anotamos, en 

donde buscamos sitios de unión a los TF y que fueron relacionadas con un gen, buscamos genes 

específicos de monocitos, de macrófagos y de las moDC. 
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Resultados 

Obtuvimos 10 segmentos de los datos de las marcas de histonas por ChromHMM, las cuales 

fueron:  

1. TSS reprimido, presentaba abundancia de la modificación de histona H3K9me3 en el TSS 

de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

2. Quiescente/baja señal, en este estado se agruparon las regiones del genoma que no 

presentaron las modificaciones de histona que analizamos. 

3. Polycomb reprimido, presentaba abundancia de la modificación de histona H3K27me3 

en el TSS de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

4. Enhancer inactivo, presentaba abundancia de las modificaciones de histona H3K4me1, 

H3K27ac, río arriba del TSS de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

5. Promotor activo, presentaba abundancia de las modificaciones de histona H3K4me1 y 

H3K4me3 en el TSS de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

6. TSS activo, presentaba abundancia de las modificaciones de histona H3K4me1, 

H3K4me3, H3K27ac en el TSS de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

7. Enhancer/gen activo, presentaba abundancia de las modificaciones de histona 

H3K4me1, H3K4me3, H3K36me3, en el TSS y en los cuerpos de genes de acuerdo con 

las anotaciones de RefSeq. 

8. Enhancer reprimido, presentaba abundancia de las modificaciones de histona H3K4me1, 

H3K4me3, H3K27me3 río arriba del TSS de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

9. Baja transcripción, presentaba un incremento leve en la modificación de histona 

H3K36me3 en los cuerpos de genes, de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

10. Alta transcripción, presentaba un aumento mayor en la modificación de histona 

H3K36me3 en los cuerpos de genes, de acuerdo con las anotaciones de RefSeq. 

 

Comparamos el estado de la cromatina los genes que tenemos en el modelo en cada uno de los 

tipos celulares incluidos en nuestro modelo (Tabla 1). Encontramos que en algunos de ellos 

cambiaba el estado de acuerdo con el tipo celular pasan de cromatina inactiva en monocitos, a 

cromatina activa en las moDC o los macrófagos. Un claro ejemplo es el gen IRF4 que en monocitos 

y macrófagos está en un enhancer inactivo y en las moDC el gen está en estado de transcripción 

activo, de acuerdo con los estados de la cromatina anotados con chromHMM.  
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Tabla 1. Estados de la cromatina asociados a genes que participan en la diferenciación de las 

moDC. La presencia de colores en cada región indica que el inicio del gen está dentro de la región 

indicada, en verde coloreamos la región de TSS activo, en naranja TSS apagado y en amarillo 

Enhancer inactivo. 

Genes 

Mo 

TSS 

Activo 

moDC 

TSS 

Activo 

Mac 

TSS 

Activo 

Mo 

TSS 

apagado 

moDC 

TSS 

apagado 

Mac 

TSS 

apagado 

Mo 

Enhancer 

inactivo 

moDC 

Enhancer 

inactivo 

Mac 

Enhancer 

inactivo 

CSF2R          

IL4R          

STAT5          

CIITA          

CEBPA          

FOXO          

CREB          

NR4A1          

ELK4          

cMYC          

PU.1          

ITGAX          

CFOS          

MAFB          

FLT3          

GSK3B          

PDCD11          

NFKB1          

NFKB2          

IRF4          

STAT6          

STAT3          

WFDC21P          

PTPN6          

DUOX1          

SLAMF1          

MAOA          

ALOX15          

CD14          

CCL22          

CD209          

CD83          

TRL4          

TRL8          

NCOR2          

CD226           

SELL          

CD48          

HLA-DR          

CD1A          

CD1B          

CD1C          
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CD141          

CD206          

CD163          

MERTK          

IRF8          

DEC205          

DCIR          

KLF4          

BATF3          

ATF          

TRL6          

TIMP3          

DUSP6          

PTPN1          

TET2          

CD300LF          

USF1          

TRL3          

AHR          

CCL2          

PRDM1          

 

Posteriormente utilizamos 4 regiones de regulación (TSS reprimido, Enhancer inactivo, TSS 

activo y Enhancer/gene activo), cada una de las regiones de regulación tiene en promedio 1,300 

pb en monocitos, 1,200 pb en las moDC y 1,000 pb en macrófagos. El número de regiones 

encontradas para monocitos y moDC fue muy similar con alrededor de 10 mil sitios y en 

macrófagos fueron un poco menos con 6 mil sitios en cada región de regulación. Buscamos en las 

regiones de regulación sitios de unión a los TF candidatos que participan en la regulación de la 

diferenciación de monocitos. Pudimos identificar regulación de genes importantes que no habían 

sido descritos con anterioridad como los TRL3, 4, 6, 7 y 8; así como de otros marcadores 

específicos de las moDC, de monocitos y de macrófagos. En la tabla 2 podemos ver el TF y sus 

genes blancos específicos de células dendríticas. 

 

Tabla 2. Sitos de TF identificados en genes específicos de las moDC 

Factor de 
transcripción 

Genes blanco de moDC 

AHR CCL22, DEC205(LY75) 

AP1/JUN CD1C, DCIR (CLEC4A), TLR4 

ATF1 CD141 (THBD) 

BATF3 CD1A, CD226,  

CEBPA CD141 (THBD), CD1A, CD1B, CD226, TLR6, TLR7 TLR8 

CEBPB CD1A, CD1B, TLR6, TLR7 
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CREB1 CD141 (THBD), CD1A, CD209 

ELK4 CD209 

FOXO1 CCL2, CCL22, CD1C, CD209, CD226, NCOR2 

IRF4 CD11C, CD141 (THBD), CD1A, CD1B, CD1C, CD209, CD226, 

CD48, CD83, NCOR2, TLR3, TLR4, TLR7 

KLF4 CCL22, TRL8 

MAFB CCL22 

NFKB2 CD83 

NR4A1 CD1C 

PRDM1 CD11C, CD1A, CD1B, CD226, DEC205(LY75), TLR3, TRL4 

PU.1 CD11C, CD1A, CD1C, CD209, CD226, CD48, DCIR (CLEC4A), 

TLR4 

STAT3 CCL2, CD226 

STAT5 CCL2, CD226 

STAT6 CD1C, CD209, CD226, CD83, DCIR (CLEC4A), TLR6, TLR8 

USF1 CD141 (THBD), CD226 

 

IRF4 fue el factor de transcripción con el mayor número de genes regulados para los que 

encontramos sitos de unión dentro de su región reguladora, esto es consistente con publicaciones 

previas (Segura et al. 2013) donde se identificó IRF4 como necesario para la diferenciación de las 

moDC. STAT6 fue el segundo factor de transcripción con un mayor número de genes regulados, 

principalmente genes de los que no se conocía su regulación (Vento-tormo et al. 2016). 

 

Genes en monocitos y macrófagos 

Para poder completar el modelo de la diferenciación de monocitos identificamos sitios nuevos de 

regulación, los cuales usamos para buscar sitios de unión a TF presentes en nuestro modelo y de 

esta forma añadir genes específicos de monocitos y macrófagos para poder recapitular el proceso 

completo de diferenciación (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Regulación génica putativa por tipo celular. 

Tipo celular Regulador Gen blanco 

Macrófago NCOR2 IRF8 

Macrófago AhR, IRF8 MAFB 

Macrófago PU1, AP1, CEBPb CCDC151 

Macrófago MAFB, IRF8, PRDM1 CD163 

Macrófago MAFB, IRF8, USF1, PRDM1 CD206 

Macrófago IRF8, MAFB MERTK 

Monocito NR4A1, AP1 KLF4 
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Monocito STAT3, FOXO1, KLF4, 

STAT5 

CD14 

Monocito STAT6, FOXO1, PRDM1 SELL 

 

 

También buscamos regulación transcripcional entre los mismos TF (Tabla 4) en donde observamos 

que PU.1 es uno de los TF que proponemos puede regular más TF. La regulación por PU.1 había 

sido descrita previamente en la literatura y pudimos corroborarla. Otro TF es STAT6 en el cual 

encontramos cuatro posibles nuevas interacciones de regulación, que son relevantes para la 

diferenciación de las moDC. 

 

Tabla 4. Regulación putativa entre TF. 

TF regulador TFs blanco 

AHR IRF4, MAFB, PRDM1 

AP1/JUN AP1, KLF4 

CEBPA CEBPA, CEBPB 

CEBPB CEBPB, MAFB 

FOXO1 CEBPA 

IRF4 AHR, IRF4, PRDM1 

IRF8 BATF3, CEBPA, KLF4 MAFB 

KLF4 IRF8, PRDM1, USF1 

MAFB CEBPB 

NFKB1 IRF4, NFKB2 

NR4A1 KLF4 

PU.1 CEBPA, CEBPB, IRF4, IRF8, KLF4, MAFB 

STAT5 CEBPA, KLF4, NFKB2 

STAT6 AHR, ATF1, IRF4, NFKB1, NR4A1, PU.1 

USF1 AHR, BATF3 

 

 

Conclusión 

Clasificamos en diez estados a la cromatina a cada uno de tipos celulares estudiados, con dicha 

clasificación fue posible revisar en detalle el estado de la cromatina de cada uno de los genes 

relacionados con la diferenciación de monocitos en sus posibles estados finales. Al usar las 

regiones relacionadas con la regulación genética, TSS activo, TSS apagado y Enhancer inactivo 

nos permitió identificar nuevos sitios de regulación de los TF relacionados con la diferenciación 

de monocitos con genes blanco-específicos para las moDC, macrófagos y monocitos estimulados.  
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La identificación de posibles nuevos sitos de unión a TF que pueden regular la expresión de genes 

en el proceso de diferenciación de monocitos no había sido estudiada. De ahí la relevancia de 

realizar este estudio y poder enlazar los TF participantes que ya habían sido estudiados y poder 

relacionarlos con genes blancos específicos y diferenciales en las células finales. 
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Expresión génica como punto de partida para iniciar un modelo lógico 

 

La expresión genética está relacionada con el estado celular y la respuesta determinada a un 

estímulo o un proceso. La concentración de RNA puede hablarnos de la presencia de la proteína 

que codifica el gen expresado, sin embargo, esto no es un reflejo de la cantidad de proteína o su 

actividad, ya que el RNA es sujeto a modificaciones post-transcripcionales antes de ser traducido 

a proteína. 

 

La expresión diferencial de genes depende de cada tipo celular en estudio y ayuda a definir el 

estado inicial y final de los participantes en la diferenciación, en este caso de monocitos a las 

moDC, macrófagos y monocitos estimulados. 

 

Contexto 

Con la obtención de RNA total de las células y su posterior secuenciación masiva (RNA-seq), en 

diferentes condiciones, es posible identificar el cambio de la expresión de genes, ya sea que baje 

su expresión o que aumente. El RNA-seq nos permite analizar el contenido total de RNA de una 

población de células que se secuencia, para después conocer los genes que son sobre-expresados 

o sub-expresados en una condición especifica. En este estudio analizamos RNA-seq total de 

monocitos, macrófagos derivados de monocitos y las moDC. Cada una de estas células son puntos 

finales de diferenciación que inicia con los monocitos, para ser estimulados y diferenciados a 

macrófagos o las moDC. Realizamos la comparación de los genes entre estos tipos celulares, de 

esta forma pudimos establecer las bases del estado de los genes que incluimos en el modelo. 

 

La expresión diferencial de genes durante el proceso de diferenciación nos ayudará a identificar el 

estado de los genes dentro del modelo final de la diferenciación de monocitos. 

 

Métodos 

Utilizamos datos de RNA-seq provenientes del consorcio Blueprint tres réplicas biológicas por 

cada tipo celular, monocitos, macrófagos y las moDC, los datos los bajamos desde el portal del 

Blueprint (http://dcc.blueprint-epigenome.eu/#/datasets) con los identificadores: 
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EGAD00001002308, EGAD00001001506, EGAD00001002526, EGAD00001002507 y 

EGAD00001001582. El análisis de datos lo realizamos de acuerdo al protocolo descrito en (Law 

et al. 2016). Primero realizamos el análisis de calidad de las secuencias con fastqc, luego usamos 

Kallisto (Bray et al. 2016) que realiza un pseudo-alineamiento tomando en cuenta solo el 

transcriptoma de interés para asignar cada una de las lecturas a los genes anotados en el genoma 

humano hg38 versión 91 de Ensembl, después realizamos la importación de las lecturas para 

realizar el conteo usamos la herramienta de Tximport (Soneson, Love, and Robinson 2016), a partir 

de aquí el análisis se realizó en Rstudio. Realizamos la normalización de los datos, después 

realizamos el análisis de expresión diferencial de los genes con edgeR (Robinson, McCarthy, and 

Smyth 2009). Graficamos los resultados con glimma (Su et al. 2017) y heatmap.2 

(https://www.rdocumentation.org/packages/gplots/versions/3.1.1/topics/heatmap.2). 

 

Resultados 

Normalizamos los datos, una vez que las cuentas fueron asignadas a sus genes correspondientes, 

con el método trimmed mean of M-values con la función calcNormFactors del paquete edgeR. 

Esta normalización se realizó para quitar la variación por el número de lecturas en cada uno de los 

experimentos. En la figura 12 podemos observar la distribución de los datos previo a la 

normalización y el resultado de la normalización. 
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Figura 12. Distribución de los datos sin normalizar y normalizados. En el panel A se encuentran 

los datos sin normalizar, en el panel B se encuentran los datos normalizados. 

 

Después de realizar la normalización de los datos fueron agrupados en una gráfica de escala 

multidimensional para observar el comportamiento de las muestras, y observamos que se 

agrupaban por tipo celular, cada réplica biológica agrupaba con su grupo, eso nos habla de que las 

réplicas biológicas son homogéneas, bastante parecidas entre sí y que no se agrupan por individuo, 

lo cual es un buen control (Figura 13). 

A. Datos sin normalizar B. Datos normalizados
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Figura 13. Gráfica de escala multidimensional de la distribución de las réplicas biológicas. 

 

Una vez realizado el análisis de expresión diferencial, la significancia fue definida con el p-valor 

ajustado de 0.05 y que tuvieran un logFC mayor a 1, usando empirical Bayes t-statistics, en la 

tabla 5 resumimos la información: 

 

Tabla 5. Número de genes diferencialmente expresados 

 Monocitos vs moDC moDC vs Macrófagos Monocitos vs Macrófagos 

Sobre 

expresados 
1,040 311 1,787 

Sin 

expresión 

diferencial 

11911 13,413 10,385 

Sub-

expresados 
1,288 515 2,067 

  

 

Realizamos un análisis de las vías de expresión enriquecidas con los genes con mayor expresión 

diferencial en cada tipo celular, en las tablas 6 y 7 muestro las 15 primeras vías enriquecidas al 

usar genes con expresión diferencial. 

 

Tabla 6. Vías enriquecidas en Monocitos vs las moDC, resaltadas en amarillo se encuentran las 

vías de la respuesta a IL4 y CSF2. En la primera columna tenemos las vías enriquecidas de la 
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comparación de monocitos y las moDC, en la segunda el no. de genes involucrados en esa vía, en 

la tercera columna la dirección de la expresión de la vía, UP para sobre-expresados y Down para 

sub-expresados, en la cuarta columna tenemos el p-valor del estadístico eBayes y en la quinta 

columna el valor de la corrección por pruebas múltiples llamada FDR, por sus siglas en inglés. 

Vías enriquecidas Monocitos vs moDC NGenes 
Direcci

ón 
PValor FDR 

PICCALUGA_ANGIOIMMUNOBLASTIC_LYMPHOMA_DN 127 Up 1.54E-

18 

7.30E-

15 

REACTOME_PEPTIDE_CHAIN_ELONGATION 83 Up 3.81E-

18 

9.02E-

15 

KEGG_RIBOSOME 84 Up 1.21E-

17 

1.90E-

14 

REACTOME_3_UTR_MEDIATED_TRANSLATIONAL_REGUL

ATION 

103 Up 5.28E-

16 

6.23E-

13 

REACTOME_NONSENSE_MEDIATED_DECAY_ENHANCED_

BY_THE_EXON_JUNCTION_COMPLEX 

104 Up 3.64E-

13 

3.44E-

10 

BILANGES_SERUM_AND_RAPAMYCIN_SENSITIVE_GENES 67 Up 5.14E-

13 

4.05E-

10 

REACTOME_SRP_DEPENDENT_COTRANSLATIONAL_PROT

EIN_TARGETING_TO_MEMBRANE 

106 Up 1.06E-

12 

6.99E-

10 

NAGASHIMA_NRG1_SIGNALING_UP 154 Up 1.18E-

12 

6.99E-

10 

RUTELLA_RESPONSE_TO_HGF_DN 232 Up 1.36E-

12 

7.12E-

10 

REACTOME_INFLUENZA_VIRAL_RNA_TRANSCRIPTION_A

ND_REPLICATION 

99 Up 1.70E-

12 

8.05E-

10 

NAGASHIMA_EGF_SIGNALING_UP 48 Up 2.73E-

12 

1.17E-

09 

RUTELLA_RESPONSE_TO_CSF2RB_AND_IL4_DN 309 Up 4.52E-

12 

1.78E-

09 

REACTOME_TRANSLATION 143 Up 3.70E-

11 

1.34E-

08 

RUTELLA_RESPONSE_TO_CSF2RB_AND_IL4_UP 330 Down 6.85E-

11 

2.31E-

08 

 

Tabla 7. Vías enriquecidas en Monocitos vs Macrófagos. En la primera columna tenemos las vías 

enriquecidas de la comparación de monocitos y macrófagos, en la segunda el no. de genes 

involucrados en esa vía, en la tercera columna la dirección de la expresión de la vía, Up para sobre-

expresados y Down para sub-expresados, en la cuarta columna tenemos el p-valor y en la quinta 

columna el valor de la corrección por pruebas múltiples llamada FDR, por sus siglas en inglés. 

 

Vías enriquecidas Monocitos vs Mac NGenes Dirección PValor FDR 

ROSTY_CERVICAL_CANCER_PROLIFERATION_CLUSTER 140 Down 1.11E-

20 

5.27E-

17 
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GRAHAM_NORMAL_QUIESCENT_VS_NORMAL_DIVIDING_

DN 

81 Down 6.27E-

20 

1.48E-

16 

SOTIRIOU_BREAST_CANCER_GRADE_1_VS_3_UP 149 Down 2.42E-

18 

3.81E-

15 

WHITEFORD_PEDIATRIC_CANCER_MARKERS 106 Down 5.00E-

18 

4.78E-

15 

KANG_DOXORUBICIN_RESISTANCE_UP 54 Down 5.06E-

18 

4.78E-

15 

CROONQUIST_IL6_DEPRIVATION_DN 97 Down 1.61E-

17 

1.27E-

14 

LEE_EARLY_T_LYMPHOCYTE_UP 95 Down 4.04E-

16 

2.73E-

13 

REACTOME_OLFACTORY_SIGNALING_PATHWAY 68 Up 8.31E-

15 

4.91E-

12 

CROONQUIST_NRAS_SIGNALING_DN 71 Down 1.12E-

14 

5.87E-

12 

ISHIDA_E2F_TARGETS 51 Down 2.24E-

14 

1.06E-

11 

ZHAN_MULTIPLE_MYELOMA_PR_UP 41 Down 7.59E-

14 

3.26E-

11 

WHITFIELD_CELL_CYCLE_LITERATURE 44 Down 1.26E-

13 

4.95E-

11 

GRAHAM_CML_DIVIDING_VS_NORMAL_QUIESCENT_UP 171 Down 6.20E-

13 

2.25E-

10 

KONG_E2F3_TARGETS 91 Down 1.48E-

12 

5.00E-

10 

 

Conclusión 

La normalización de los datos de RNA-seq fue realizada con éxito, observamos que las muestras 

se agruparon por tipo celular y no por individuo, ya que cada muestra biológica corresponde a un 

individuo del que se purificaron monocitos y esos monocitos fueron diferenciados a moDC. De 

igual forma observamos que una vez que normalizamos nuestros datos todas las muestras 

presentaban la misma distribución de media. Cuando realizamos el análisis de la expresión 

diferencial y enriquecimiento de vías de señalización observamos que en monocitos los genes 

catalogados como sub-expresados durante la activación de las vías de CSF2 e IL4, estaban sobre 

expresados en monocitos. Los genes catalogados como sobre-expresados durante la activación de 

las vías de CSF2 e IL4, estaban sub-expresados en monocitos. Lo cual significa que los genes que 

se sobre-expresan con la activación de las vías de CSF2 e IL4 estaban apagados en monocitos, por 

lo tanto, es un indicador de que los monocitos no estaban previamente estimulados. Con estos 

resultados contamos con una base para conocer los niveles de expresión de los genes de interés y 

conocer el estado en que se encuentran en cada tipo celular, lo que nos ayudara a definir los estados 

que debemos alcanzar al completar el modelo de la diferenciación de monocitos. 
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Integración de elementos de regulación nuevos y de expresión para 

completar un modelo lógico 

Publicación: Logical modeling of in vitro differentiation of human monocytes into dendritic 
cells unravels novel transcriptional regulatory interactions 

 

Contexto 
 

Las células dendríticas tienen un papel importante en la inmunidad pues regulan la respuesta 

inmune al activar o detener la respuesta inmune, lo que permite que el cuerpo regrese a 

homeostasia, determinante para concluir el proceso inflamatorio. 

En este trabajo nos enfocamos en el estudio de la obtención de células dendríticas a partir de 

monocitos en el laboratorio. La obtención de estas células, así como su entendimiento tienen 

mucho potencial en la terapia clínica.  

La aproximación que elegimos fue construir un modelo lógico de la diferenciación de monocitos 

a moDC obtenidas a partir de la incubación con CSF2 e IL4, pero no podíamos hacerlo de forma 

correcta sin incluir también la diferenciación a macrófagos a partir de monocitos, que son 

obtenidos al utilizar CSF2, también incluimos el tratamiento en solitario de los monocitos con IL4 

y la ausencia de estímulos (citosinas y/o factores de crecimiento). 

 

Contribución 

Se construyó un modelo lógico de la diferenciación de monocitos a células dendríticas en humano 

in vitro. Se curó literatura científica al respecto, se analizaron datos de ChIP-seq y RNA-seq de 

monocitos, moDC y macrófagos para completar el modelo con los niveles de expresión de los 

genes y con las interacciones de regulación. También escribí y diseñé el manuscrito junto con los 

coautores. 

 

El usar la información del transcriptoma en un modelo lógico no es una estrategia nueva, se ha 

utilizado en otros estudios (Hernandez et al. 2020), cuando determinamos los participantes de 

nuestro modelo es necesario conocer el estado de los componentes para el inicio del cómputo de 

las simulaciones. El artículo fue publicado en la revista Focus Interface y es de libre acceso en 

https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rsfs.2020.0061. 
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Análisis de propagación de valor en la suite de CoLoMoTo 

 

Contexto 
El modelo desarrollado sobre la diferenciación de monocitos a moDC y macrófagos tiene 98 nodos 

por lo cual analizarlo con métodos convencionales, como gráficas de transición jerárquicas, es 

complicado por el tiempo computacional para realizarlo. Se han desarrollado diversas 

herramientas para analizar el comportamiento de los modelos lógicos y para probarlos por medio 

de métodos especializados para eso. En esta sección analizamos el modelo que construimos de la 

diferenciación de los monocitos in vitro con un método llamado propagación de valor (value 

propagation), desarrollado por Hernandez, et al 2020. La propagación de valor permite el análisis 

computacional del impacto de una condición ambiental o genética especifica y como afecta la 

dinámica de modelos complejos (Hernandez et al. 2020). 

 

En el método de propagación de valor se fija el valor de nodos específicos (para determinar su 

impacto en el modelo) por lo que las reglas de los nodos subsecuentes se ven simplificadas y se 

consideran como constantes. Los valores se propagan hasta que no queden nodos por probar en el 

modelo. Nos permite conocer los cambios que ocurren con la fijación de cierto nodo de interés, 

nos muestra los elementos que se vuelven activos o inactivos en comparación con los nodos que 

parecen no ser afectados. Este análisis de método de propagación de valor facilita el cómputo de 

estados estables o estacionarios, al simplificar las reglas, al conservar los mismos estados estables. 

 

Con el uso de la “propagación de valor” podemos comparar las vías de señalización que son 

activadas por cada uno de los receptores en nuestro modelo CSF2R e IL4R. 

 

Métodos 
En un esfuerzo por reunir en una sola plataforma diferentes herramientas para construir y analizar 

modelos lógicos se creó el consorcio CoLoMoTo y se desarrolló un notebook en jupyter que usa 

el lenguaje de programación de Python (Naldi, Hernandez, Levy, et al. 2018). Dentro de este 

notebook se han integrado nuevos análisis como es el caso de “value propagation”, el cual dado 

un arreglo de reglas lógicas y un contexto celular un algoritmo iterativo realiza el cómputo de las 

consecuencias dinámicas de todos los componentes del modelo. 
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Usamos el notebook que desarrollamos en el artículo “Logical modeling of in vitro differentiation 

of human monocytes into dendritic cells unravels novel transcriptional regulatory interactions”, 

definimos los valores para iniciar con la comprobación del modelo con el uso del módulo de value 

propagation. El notebook se encuentra en 

https://github.com/karenunez/moDC_model_differentiation y es posible visualizarlo sin ninguna 

instalación previa.  

 

Resultados 
Una vez que determinamos las funciones que colorean los nodos, visualizamos los nodos fijos que 

están en blanco (Figura 14). 

 

 

https://github.com/karenunez/moDC_model_differentiation
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Figura 14. Estado inicial de los nodos sin ninguna restricción. Los nodos grises son las entradas 

del modelo (inputs), los nodos blancos representan los nodos fijos en condiciones iniciales. 

 

Como prueba inicial fijamos el valor de CSF2R a cero y vimos cuáles eran los nodos que se 

apagaban o encendían en esta condición (Figura 15). 

 
Figura 15. Comportamiento del modelo cuando CSF2R tiene un valor fijo de cero. Los nodos 

grises son las entradas (inputs), los nodos rojos son lo que adquieren un valor de cero bajo la 

condición estudiada, los nodos verdes tienen valor de 1 y los nodos blancos tienen un valor fijo. 

 

Una vez que fijamos en valor de CSF2R a 1 obtenemos el siguiente comportamiento del modelo 

(Figura 16). 
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Figura 16. Comportamiento del modelo cuando CSF2R es fijado a uno. Una vez que CSF2R es 

fijado a uno observamos en verde los nodos que cambiaron de valor a 1 en verde y en rojo están 

los nodos que cambiaron su valor a cero. Como en las figuras anteriores las entradas son los nodos 

grises. 

 

Realizamos el mismo procedimiento para el receptor de la interleucina 4, fijamos el valor de IL4R 

a cero, con el siguiente comportamiento (Figura 17). 
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Figura 17. Comportamiento del modelo cuando IL4R es fijado a cero. En la imagen arriba vemos 

las entradas en nodos grises, los nodos rojos son los que cambiaron su valor a cero y en blanco 

están los nodos con valores que permaneces fijos. 

 

Después fijamos el valor de IL4R a uno, con el siguiente comportamiento (Figura 18). 
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Figura 18. Comportamiento del modelo cuando el valor de IL4R es fijado a 1. Arriba en gris están 

los nodos que son las entradas del modelo, en verde tenemos los nodos que son encendidos y en 

rojo los nodos que pasaron a un valor de cero. 

 

Por último, realizamos la comparación de las vías cuando fijamos los valores de ambos receptores 

a 1 (Figura 19). 
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Figura 19. Comportamiento del modelo cuando fijamos los valores de ambos receptores, CSF2R 

e IRF4R, es fijado a 1. Los nodos amarillos están fijos a cero con CSF2R o IL4R activos, nodos 

en naranja están fijos a uno con cualquier activación, nodos en azul claro están fijos a cero solo 

con CSF2R activo, los nodos en azul oscuro están fijos a uno solo con CSF2R activo. Los nodos 

en verde claro están fijos a cero solo con IL4R activos, los nodos en verde oscuro están fijos a uno 

solo con IL4R activo. Los nodos en blanco permanecen libres en ambas condiciones.  

 

Conclusiones 
 

Los resultados obtenidos tras ejecutar el método value propagation permite observar 

detenidamente los nodos que son usados en cada uno de los estímulos los cuales difícilmente 
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pueden ser analizados tan detenidamente y de una forma tan rápida, computacionalmente 

hablando. Podemos concluir que mTORC1, cMYC, AKT y GSK3B no cambian 

independientemente del estímulo, pues presentaron actividad constitutiva. Correspondiente con la 

vía de CSF2 concluimos que los TF STAT5, AP1, CREB, JUN, FOS y NFkB permanecen activos 

cuando CSF2 esté activo independientemente de la actividad de IL4. TRL4 se encuentra activo 

cuando CSF2 está activo, independiente de la actividad de IL4 por lo tanto los tres tipos celulares 

expresaran el gen. Para el caso del comportamiento de los nodos cuando IL4 está activo 

concluimos que NCOR2 y STAT6 son los únicos TF que están activos. IRF4 y PU.1 son TF 

relevantes para la diferenciación a las moDC y no se encuentran activos en ninguna de las 

condiciones individuales lo que significa que es necesario la presencia de los dos estímulos para 

que la diferenciación a las moDC pueda realizarse. 
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Discusión global 
La diferenciación de monocitos a moDC es un proceso que ocurre naturalmente en el cuerpo y que 

puede ser replicado en el laboratorio con expresión genética similar (Segura et al. 2013; Boltjes 

and van Wijk 2014). El objetivo de este trabajo fue tratar de entender el proceso de diferenciación 

en términos de la regulación genética, esto lo logramos al describir los cambios epigenéticos que 

suceden durante la diferenciación de monocitos a moDC o macrófagos.  

 

La región de la cromatina llamada enhancer reprimido, que se caracteriza por tener marcas de 

activación y represión, esto facilita la respuesta inmune en células T (P. S. Lim et al. 2013), en 

nuestros resultados observamos esos cambios de enhancer reprimido a TSS activo en diferentes 

genes. Las regiones río arriba del TSS de los genes ALOX15, CD1A y CD141 en monocitos se 

clasificaron como enhancer reprimido, esta misma región pasa a TSS activo solo en moDC, ya 

son genes específicos de estas últimas (Hebenstreit et al. 2006). Esto concuerda con los resultados 

de expresión génica, en donde ALOX15, CD1A y CD141 se encuentran sobre-expresados solo en 

moDC, corroborando de esta manera el cambio del estado de la cromatina a través de la 

diferenciación de monocitos a moDC. Es posible hacer esta relación, ya que los monocitos iniciales 

y las moDC pertenecen al mismo donador en cada una de las réplicas biológicas. 

 

IRF4 es otro ejemplo de un gen que pasa de enhancer reprimido en monocitos a TSS activo y que 

se sobre-expresa en moDC. Se sabe que IRF4 se sobre expresa durante la diferenciación a moDC, 

pero no se había descrito su papel sobre los genes que regula (Lehtonen et al. 2005). Con nuestros 

análisis encontramos que IRF4 probablemente esté regulando positivamente a una gran cantidad 

de genes (CD11c, CD141, CD1A, CD1B, CD1C, CD209, CD226, CD48, CD83, TLR3, 4 y 7, 

NCOR2) específicos de moDC. Mientras que en monocitos y macrófagos la región río arriba del 

TSS de IRF4 permanece como enhancer reprimido. Por lo tanto, el único tipo celular en donde 

está activo el gen IRF4 es en las moDC. Los cambios de un estado de represión a rápida activación 

también se conocen durante el proceso de maduración de las DC (Paul and Amit 2014). 

 

De acuerdo a nuestros resultados de vías de señalización enriquecidas correspondiente a la vía de 

señalización activada por IL4 y CSF2 (Rutella et al. 2006), observamos que los genes específicos 

de moDC se encuentran sobre-expresados (CD1B, CD209, CCL22, IRF4, LY75, MAOA, 
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SLAMF1, entre otros) en moDC y sub-expresado en monocitos, esto nos permitió establecer los 

estados iniciales y finales de nuestro modelo de la diferenciación de monocitos a moDC y 

macrófagos. 

 

La construcción de modelos lógicos permite describir y manipular un sistema desde formas 

sencillas hasta lo más complejo que necesitemos (Grieco et al. 2013; Collombet et al. 2016). En 

nuestro modelo lógico de la diferenciación de monocitos a moDC y macrófagos pudimos integrar 

los elementos de la regulación génica. Los cuales identificados con la búsqueda de sitios de unión 

a los TF en las regiones que catalogamos como de regulación. Dichas regiones pensamos están 

participando en el proceso de diferenciación y que es necesario comprobar experimentalmente. 

 

En el caso de la regulación ejercida por IRF4 en el TSS del gen CD11c (ITGAX) fue corroborada 

en un estudio realizado por (Yashiro et al. 2017). Utilizando los datos de ChIP-seq de IRF4 en 

REMAP (Chèneby et al. 2020) en todos los tipos celulares disponibles pudimos encontrar 11 

(CD11C, CD1B, CD1C, CD209, CD226, CD48, CD83, NCOR2, TLR3, 4 y 7) (Nuñez-Reza et al. 

2021) de los 13 sitios encontrados con los datos de ChIP-seq de marcas de histonas provenientes 

del Blueprint (Stunnenberg et al. 2016). Lo cual refuerza la confianza de la regulación existente 

por IRF4 a estos genes, que aún debe ser probada experimentalmente. 

 

Durante el análisis con value propagation NCOR2 es uno de los TF que se encuentra activo con 

ambos estímulos fijos. Esto es relevante, ya que cuando lo mutamos in silico en nuestro modelo 

existe una perdida los marcadores de moDC. Concordando con lo descrito experimentalmente 

cuando se silenció NCOR2 en (Sander et al. 2017) donde observaron una sub-expresión de los 

genes relacionados con moDC. 

 

STA6 es otro de los TF que se mantiene encendido con ambos estímulos fijos y que cuando 

permanece encendido en las simulaciones no se alcanza el fenotipo de macrófagos, cambiando a 

un fenotipo muy parecido a las moDC. La activación de STAT6 impide la diferenciación hacía 

macrófagos, promoviendo la diferenciación a moDC (Vento-tormo et al. 2016). 
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El comprender mejor la regulación de la diferenciación de las moDC abre la puerta a nuevas líneas 

de investigación sobre las DC y su papel sobre la regulación de la respuesta inmune. No solo en 

condiciones de respuesta inflamatoria normal o en procesos de homeostasis, sino en procesos de 

salud-enfermedad. Nuestros resultados sobre la caracterización de los estados epigenéticos de las 

moDC puede ayudar a la mejora de terapias con agentes epigenéticos (Dunn and Rao 2017) y 

combinarlos con otro tipo de inmunoterapias para un mejor tratamiento. 
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Conclusión global 

El estudio de la regulación génica en diferentes tipos celulares es de vital importancia para conocer 

el estado basal para poder compararlo con diversas patologías. Con la aproximación de caracterizar 

las regiones del genoma de acuerdo con su estado de la cromatina y enfocarnos en las regiones de 

regulación para la búsqueda de sitios de unión a TF, usada en este estudio, identificamos posibles 

nuevas regulaciones que participan en la diferenciación de monocitos a macrófagos y moDC. 

 

La integración del conocimiento generado por científicos en todo el mundo y la complementación 

con datos genómicos provenientes de secuenciación masiva nos permitió construir un modelo 

lógico de la diferenciación de monocitos a macrófagos y moDC. Con el modelo lógico construido 

en este estudio identificamos nuevas posibles regulaciones de TF sobre genes específicos para la 

diferenciación. En el laboratorio ahora contamos con los protocolos establecidos para el cultivo 

celular, así como para la obtención de cromatina fragmentada para la realización de ensayos de 

ChIP-seq. 

 

El modelo lógico es una herramienta que ayudará a la planeación de experimentos para corroborar 

las nuevas interacciones propuestas. De la misma forma el modelo construido, sienta las bases para 

el estudio integral del funcionamiento de las moDC, ya que juegan un papel primordial en la 

respuesta inmune. Recientemente las DC han cobrado relevancia para su uso en el tratamiento de 

cáncer, así como de enfermedades autoinmunes. Nuestro modelo puede ser tomado total o 

parcialmente para complementarlo con el sistema que se estudie, tenemos en él estados estables 

que corresponden a monocitos, macrófagos y moDC. Lo cual abre la posibilidad de estudiar 

también a los monocitos y a los macrófagos.  
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Anexo 2. Reglas lógicas del modelo de la diferenciación de monocitos a moDC. 
Nodos Valor Regla lógica 
CSF2 Input node 

IL4 Input node 

CSF2R 1 CSF2 

IL4R 1 IL4 

AhR 1 (NCOR2 & USF1 & STAT6) | (IRF4 & STAT6 & !ERK) 

CEBPa 1 PU1 & !FOXO1 & !IRF8 & !STAT5 

FOS 1 ERK 

cMYC 1 ERK & !GSK3B 

CREB 1 AKT | ERK 

FOXO1 1 (PU1 | KLF4) & !AKT 

IRF4 1 AhR | (PU1 & STAT6 & NFKB1_RelA & IRF4) 

NFKB1_RelA 1 IKK 

NFKB2 1 NFKB1_RelA | STAT5 

NR4A1 1 ERK & STAT6 

PU1 1 (ERK | STAT6) & !(ERK & STAT6) 

 1 ERK & STAT6 

STAT3 1 JAK1 & SHP1 

 2 JAK1 & !SHP1 

STAT5 1 Src | JAK2 

STAT6 1 JAK3 

JAK2 1 CSF2R & !PTPN1 

Src 1 CSF2R:1 | JAK2 

PI3K 1 RAS | JAK2 

PIP3 1 PI3K & !PTEN 

AKT 1 PIP3 & !NCOR2 

PTEN 1 MAGI1 & MEK1 

MEK1 1 RAF 

MAGI1 1 MEK1 

CLIP1 1 mTORC1 | PU1 

mTORC1 1 AKT 

SHC_GRB2_mSOS 1 CSF2R 

RAS 1 SHC_GRB2_mSOS 

RAF 1 RAS 

ERK 1 MEK1 

TAU 1 ERK 

CPLA2 1 ERK 

FLT3 1 PU1 

GSK3B 1 !AKT 

IKK 1 CSF2R | AKT 

JAK3 1 IL4R 

JAK1 1 IL4R 

SHP1 1 USF1:1 & !LnC_DC 

CIITA 1 STAT5 
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ITGAX 1 IRF4 & PU1 & PRDM1 

LnC_DC 1 PU1 & IRF4 & STAT5 

IL4_gene 1 STAT6 

DUOX1 1 STAT6 & IRF4 & PU1 

SLAMF1 1 STAT6 & IRF4 & ELK4 

MAOA 1 STAT6 & NCOR2 & PU1 

HLA_DR 1 STAT3 | (STAT6 & CIITA) 

ALOX15 1 CREB & STAT6 & STAT3 

TIMP3 1 STAT6 & AP1 & IRF4 

DUSP6 1 ERK 

Tet2 1 PU1 

PTPN1 1 AhR 

SOCS 1 STAT3 
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Anexo 3. Identificadores de los TF en la base de datos Jaspar 2018 (Khan et al. 2018) 
 

TF JASPAR ID 

AHR MA0006.1 

AP1 MA0940.1 

ATF1 MA0604.1 

BATF3 MA0835.1 

CEBPA MA0102.3 

CEBPB MA0466.2 

CREB1 MA0018.3 

ELK4 MA0076.1  

FOXO1 MA0480.1 

IRF4 MA1419.1 

IRF8 MA0652.1 

KLF4 MA0039.2  

MAFB MA0117.2 

NFKB1 MA0105.4 

NFKB2 MA0778.1 

NR4A1 MA1112.1 

SPI1 MA0080.4 

STAT3 MA0144.2 

STAT5 MA0519.1 

STAT6 MA0520.1 

USF1 MA0093.3 

PRDM1 MA0508.3 
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Anexo 4. Purificación de CBMC, CD34+, PBMC y monocitos 
 

Contexto 
La obtención de células y su cultivo en un laboratorio de reciente creación es un reto indispensable 

para la generación de nuevos datos de secuenciación masiva. En el Laboratorio de Genómica 

Regulatoria y Bioinformática nos enfocamos en la obtención de células mononucleares del cordón 

umbilical (CBMC, por sus siglas en inglés), así en la obtención de células mononucleares de sangre 

periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) y sus derivados. 

 

La obtención de CBMC nos permite obtención de progenitores hematopoyéticos como lo son las 

células CD34+ que son células multipotentes con la capacidad de dar lugar a los precursores 

mieloides (eritrocitos, glóbulos blancos y plaquetas) y linfoides (linfocitos, células NK). Los 

valores de CD34+ presentes en la sangre de cordón umbilical van del 0.02% al 1.43%, en médula 

ósea los valores van de 0.5% al 5% y en sangre periférica los valores son menores a 0.01% 

(Hordyjewska, Popiołek, and Horecka 2015). 

 

Las células PBMC han sido empleadas por un largo tiempo para estudiar todo tipo de 

enfermedades, desde enfermedades autoinmunes (Li et al. 2021), infecciones (Xie et al. 2021), 

diversas patologías como infartos isquémicos cerebrales (D. F. Moore et al. 2005), se han usado 

para la obtención de células progenitoras (Zhang and Huang 2012) entre otros usos. Las células 

PBMC se componen por linfocitos T en aproximadamente 45-70%, linfocitos B en 

aproximadamente 5-15%, monocitos de 10 al 30%, células dendríticas aproximadamente 1-2% y 

natural killers en 5-10% y células progenitoras de 0.1-0.2% (Sen, Kemppainen, and Orešič 2018).  

 

Los monocitos son células leucocitarias que participan en la regulación homeostática celular y 

reguladores inmunitarios. Se desarrollan en la medula ósea para pasar al torrente circulatorio. En 

sangre periférica se han identificado tres grandes grupos de monocitos, de acuerdo con la expresión 

de marcadores de membrana externa CD14 y CD16. El grupo más estudiado es el que expresa 

altos niveles de CD14 y no expresa CD16, llamados monocitos clásicos (Sprangers, de Vries, and 

Everts 2016). 
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Métodos 

Obtención de sangre de cordón umbilical y purificación de CBMC 
La toma de muestra de la sangre del cordón umbilical se realizó después de la firma del 

consentimiento informado (Anexo 6) proveniente de un parto por cesárea, justo antes de retirar la 

placenta de la madre. La muestra se obtuvo con una jeringa de 20 ml que tomo el médico cirujano 

responsable de la cesárea. El protocolo fue aprobado por el comité de ética de INB con el número 

051.H. El procedimiento no implica ningún riesgo ni para la madre ni para el bebé. El volumen de 

la muestra oscilaba entre 10 y 20 ml en promedio. La sangre de cordón fue vertida a un tubo falcón 

de 50 ml con 500 µl de EDTA 0.5 M. Fue transportada en hielera a temperatura ambiente en un 

lapso no mayor a una hora para su tratamiento y la obtención de CBMC. 

Las células mononucleares de cordón umbilical (CBMC, por sus siglas en inglés) fueron 

purificadas por gradiente se usó lymphoprep (Cat 07801/07811), la sangre fue diluida con PBS 1x 

(buffer de salino de fosfatos, por sus siglas en inglés) (Sigma Cat:P5493-1L) con un volumen igual 

al de la sangre, la dilución de sangre con PBS fue vertida en un tubo con 10 ml de lymphoprep y 

se formó un gradiente, abajo el lymphoprep y encima la dilución de sangre de cordón. Después fue 

centrifugada 1,400 g por 30 min con desaceleración de 0 a 22º C. Se recuperaron las CBMC con 

cuidado para no llevar lymphoprep y se lavaron dos veces con PBS 1x, después se cultivaron con 

medio RPMI suplementado con suero al 5%, L-glutamina, estreptomicina y penicilina (sigma 

G6784-100ml). 

 

Purificación de células CD34+ 
La purificación de células CD34+, se realizó con el kit de selección positiva de STEMCELL 

Easysep a la sangre de cordón umbilical se le agrega la cantidad proporcional de RosetteSep. Se 

incubó en agitación 20 min, después se agregó PBS 1x hasta alcanzar 30 ml de volumen final, se 

realizó la formación del gradiente con lymphoprep, se centrifugó 1,200 g por 20 min con 

desaceleración 0, se recuperaron las células blancas, se lavó con el medio recomendado (PBS 1x, 

SFB 1%, 1mM EDTA) por centrifugación 300 g por 10 min, aceleración 7 y desaceleración 4. Se 

resuspendió en 500 µl de medio recomendado.  

 

Se procedió a iniciar el protocolo para la selección de las células CD34+, se agregaron 100 µl de 

cocktail de selección positiva y se incubó a temperatura ambiente por 10 min, se agitaron las perlas 

magnéticas con el agitador tipo vórtex por 30 segundos, se agregaron 50 µl a la mezcla y se incubó 
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1 min a temperatura ambiente, se llevó a un volumen de 2.5 ml con el medio recomendado, se 

colocó el tubo en el magneto y se incubó por 3 min, como es selección positiva las células de 

interés se adhirieron a la pared del tubo debido a las perlas magnéticas, por lo tanto se descartó el 

sobrenadante, se realizó un lavado más con medio recomendado, después se centrifugaron las 

células adheridas a las perlas magnéticas y estaban listas para su cultivo posterior. 

 

Estandarización de la expansión de células CD34+ 
La expansión de las células CD34+ purificadas se realizó a partir de 50 mil células CD34, en el 

medio StemSpan 1x diluido en medio RPMI, esto para que las células iniciaran la división celular. 

La expansión se realizó por dos semanas, con cambio de medio cada 2 días. 

 

Obtención de PBMC a partir de buffy coat 
Las células PBMC fueron purificadas a partir de paquete celular de buffycoat pertenecientes al 

banco de sangre Santiago de Querétaro con quien contamos con una colaboración respaldada por 

el proyecto aceptado por el comité de ética del Instituto de Neurobiología con el número 086.H 

(Anexo 7). Se tomaron 20 ml de sangre (proveniente de buffycoat) se depositó en un tubo falcón 

estéril, se agregaron 15 ml de PBS 1X y se mezcló por inversión. En otro tubo estéril se agregaron 

10 ml de lymphoprep, se vertió lentamente la mezcla de sangre-PBS 1x, sin romper el gradiente 

formado. Se centrifugó a 20º C por 30 min a 1,400 g sin desaceleración. Se extrajo toda la interfase 

blanca (entre el lymphoprep y el plasma) con ayuda de una pipeta. Se realizó un lavado con 40 ml 

de PBS 1x. Se centrifugó a 20º C por 10 min a 1,400 g. Se decantó el sobrenadante y se resuspendió 

la pastilla en seco. Se resuspendió las células en medio RPMI suplementado en 1 o 2 ml para 

contarlas. Para cultivar las células PBMC se sembraron de 80 M a 100 M en una caja con 10 ml 

de medio RPMI suplementado y se incubaron a 37º C con 5% de CO2. 

 

Purificación de monocitos a partir de PBMC 
Las células PBMC se pusieron en un tubo un máximo de 50 M de PBMC en un volumen máximo 

de 1 ml. Se añadió 50 µl de Isolation Cocktail más 50 µl de Platelet Removal Cocktail. Se mezcló 

muy bien y se incubó a temperatura ambiente por 5 min. Se agitaron las partículas magnéticas con 

el agitador tipo vórtex por 30 seg, para añadir 50 µl de partículas magnéticas a la mezcla anterior, 

se mezcló y se incubó a temperatura ambiente por 5 min. Se añadió 2 ml de medio remendado 
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(PBS 1x, EDTA 1 mM, SFB 2%), se mezcló gentilmente con la pipeta de 2 o 3 veces. Se colocó 

el tubo sin tapa en la gradilla magnética y se incubó por 3 min. Se recuperó los monocitos al verter 

el sobrenadante en un tubo nuevo con un solo movimiento. Se realizó el conteo celular. Se 

centrifugó y se resuspendió en medio RPMI con o sin citocinas para ser incubadas a 37º C con 5% 

de CO2. 

 

Resultados 

Purificación de CBMC y expansión de células CD34+ 
Resultado de la purificación de CBMC de sangre de cordón umbilical en colaboración con la 

clínica Cer. Obtuvimos diferentes cantidades de células también dependiente de la cantidad de 

sangre recuperada en cada cordón. Las cantidades en promedio de CBMC por 20 ml de sangre 

recolectada fueron de alrededor 90 M de células. 

 

El no. de células de CD34+ vario de 50 mil a 200 mil relacionado con el volumen de la muestra 

de sangre de cordón. La expansión se realizó durante dos semanas en donde la expansión varió 

bastante, por ejemplo, los datos observados en la tabla 8. Una vez terminada la expansión las 

células CD34+ pueden ser usadas para diferenciarlas o utilizarlas para realizar RNA-seq, ChIP-

seq o ATAC-seq. 

 

Tabla 8. Número de células finales obtenidos después de la expansión celular con el medio 

Stemspan 

Inicio Termino 

CD34 niña  

50 mil células 

1 ml de medio Stemspan 

4 M de células  

CD34 niño 10 

50 mil células 

1 ml de medio Stemspan 

140 mil células  

CD34 niño 

50 mil 

1 ml de medio Stemspan 

3 M de células  

CD34 Niña 1 

50 mil 

240 mil células 
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1ml de medio Stemspan  

CD34 Niña 2 

50 mil  

1 ml de medio Stemspan 

150 mil células 

 

 

Purificación de PBMC y monocitos 
Las células PBMC fueron purificadas a partir de paquete celular de buffycoat pertenecientes al 

banco de sangre Santiago de Querétaro. En promedio a partir de 20 ml de sangre del buffycoat de 

adulto obtuvimos en promedio 300 M de células PBMC, a partir de las mismas procedimos a la 

purificación de monocitos, de acuerdo con el kit partíamos de 50 M para obtener en promedio 15 

M de monocitos para poder diferenciarlos a células dendríticas. Medimos la pureza de los 

monocitos purificados con el citómetro de flujo (Attune NxT, de Life technologies) con CD14 y 

CD16 como marcadores, positivo y negativo respectivamente, en los primeros intentos se obtuvo 

aproximadamente 60% de pureza y en las últimas pruebas el 90%. 

 

Conclusiones 
El cultivo celular, así como la purificación de tipos celulares específicos es de vital importancia 

para cualquier laboratorio que desee generar sus propios datos de secuenciación masiva. El cultivo 

celular exitoso se logró al corroborar que todos los equipos de nueva adquisición funcionan 

correctamente y han recibido mantenimiento adecuado, no sufrimos contaminación y los medios 

poseen el pH adecuado y mantienen vivas a las células por periodos prolongados. La purificación 

de PBMC y CBMC se logró con éxito al tener recuentos elevados de los mismos. En cuanto a la 

purificación de monocitos pudimos mejorar el porcentaje de pureza obtenida. 

 

Hemos podido estandarizar la purificación y el cultivo de células de la sangre en el Laboratorio 

Internacional de Investigación sobre el Genoma Humano, lo cual nos permitirá generar nuevos 

grupos de datos de secuenciación masiva en población mexicana para ayudar en el estudio de la 

diversidad génica.   
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Anexo 5. Estandarización de la técnica de sonicación en el Laboratorio de Genómica 
Regulatoria y Bioinformática dentro del LIIGH-UNAM 
 

El uso de la técnica de ChIP-seq permite el estudio del cambio en la dinámica de la cromatina, 

conocer la transición entre cromatina que es transcripcionalmente activa o cuando esa región del 

genoma se encuentra inactiva. Cada tejido tiene expresión génica específica que es determinada 

por los estados en la cromatina y que pueden ayudar a entender el funcionamiento normal y las 

alteraciones que ocurren en patologías específicas (Garber et al. 2012). 

 

Existen diversos consorcios que se han encargado de generar gran cantidad de datos de 

secuenciación masiva que sirven como base para el entendimiento de la dinámica que ocurre en el 

núcleo para expresión especifica de genes de acuerdo con el tipo celular (J. E. Moore et al. 2020; 

Stunnenberg et al. 2016). Todavía es necesario el generar nuevos datos debido a las diferencias 

que ocurren entre poblaciones que todavía no han sido representadas equitativamente, como 

poblaciones con amplia diversidad genética como es el caso de los mexicanos. También es 

necesario obtener datos de enfermedades que aún no han sido estudiadas, por lo tanto, el generar 

datos de secuenciación masiva todavía es relevante. 

 

Contexto 
En el laboratorio de Genómica Regulatoria y Bioinformática, de reciente creación, iniciamos con 

la obtención de cromatina fragmentada para realizar ensayos de ChIP-seq. La inmunoprecipitación 

de la cromatina seguida de secuenciación (ChIP-seq, por sus siglas en inglés) se utiliza para saber 

el lugar en donde diferentes proteínas se unen al DNA, las proteínas pueden ser histonas, TF, 

enzimas con unión al DNA, chaperonas, o nucleosomas. ChIP-seq consiste en realizar la fijación 

del DNA con las proteínas que se encuentran cercanas o unidas, el siguiente pasó es fragmentar la 

cromatina en fragmentos de alrededor de 300 pb, después se usa un anticuerpo que reconozca a la 

proteína de interés, y se recuperan los fragmentos de DNA unidos a dicha proteína, con el DNA 

recuperado se realizan la librería para su secuenciación (Bailey et al. 2013).  

 

Métodos 

Fijación de la cromatina (Cross-link) 
La obtención de células para sonicar la realizamos con la recuperación las células PBMC de las 

cajas de 10 ml. Se lavó la caja con el mismo medio RPMI suplementado (SBF 5%), se bañó el 
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fondo para despegar las células. Se colocaron en un tubo falcón para centrifugar a 1,300 rpm por 

10 min aceleración y desaceleración 9, se descarta el sobrenadante. Se resuspendieron las células 

en tubos de 100 M con 36 ml de medio RPMI sin/SFB a 20º C. Se añadió 0.99 ml de formaldehído 

al 37%, se incubó las células a exactamente 20º C por 10 min. Se agregan 2.5 M de glicina para 

una concentración final de 250 mM/ml. Se centrifugó 5 min a 1,600 rpm a 4º C, se centrifuga a 

velocidad máxima por 30 seg, se descarta sobrenadante, se resuspende en seco, se lava dos veces 

con PBS 1x frío. Se resuspende en seco, y se agregan 10 ml de PBS 1x, se realiza el conteo celular 

y se dividen las células con una concentración de 15 M/ml en tubos epperdorf de 1.5 ml. 

 

Sonicación 
Con las células previamente fijadas se centrifugaron a 2,000 rpm por 5 min a 4º C, se removió el 

sobrenadante y se agregó 500 µl de CLB buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM NaCl, 0.2% 

NP40, 10 mM butirato de sodio, 50 μg/ml PMSF, 1 μg/ml leupeptina), se resuspendieron las 

células con la pipeta y se incubó en hielo por 10 min. Se centrifugó 2,500 rpm por 5 min a 4º C. 

Se removió el sobrenadante y se resuspendieron los núcleos en 600 µl del buffer de lisis nuclear 

(NLB, 50 mM Tris-HCl pH 8.1, 10 mM EDTA, 1% SDS, 10 mM butirato de sodio, 50 μg/ml 

PMSF, 1 μg/ml leupeptina) + 360 µl de IPDB buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.1, 150 mM NaCl, 2 

mM EDTA, 1% Tritón X-100, 0.01% SDS, 10 mM butirato de sodio, 50 μg/ml PMSF, 1 μg/ml 

leupeptina) y se incubó por 10 min. Se repartieron los núcleos en 5 tubos de 200 µl, se sonicaron 

por 5, 6, 7, 8, 9 y 10 ciclos. La sonicación se realizó en el Bioruptor Pico con ciclos de 30 seg ON 

y 30 seg OFF. Para realizar la purificación del DNA y remover las proteínas: tomamos 100 µl de 

cada tubo, en 200 µl de elution buffer más 8 µl de 5 M NaCl más 3 µl de proteinasa K (20 mg/ml, 

Cat. EO0492) por una hora a 65º C a 1,400 rpm. La purificación del DNA se realizó con el kit de 

Qiagen (Cat. 28106), seguimos el protocolo del kit, a los 300 µl añadí 1,500 µl de buffer QB, se 

eluyó en 30 µl de buffer EB. Se cargó el gel de agarosa al 1% 10 µl de muestra más 2 µl de 

xilencianol 5x, con el marcador de peso molecular la escalera de 100 pb de ThermoFissher (Cat 

15628019). Se corrió el gel agarosa por 50 min a 110 V y se fotodocumentó al final de la corrida. 

 

Resultados 
Finalmente obtuvimos fragmentos mayoritariamente de entre 100 y 200 pb (Figura 19), de acuerdo 

con el marcador de peso molecular utilizado, desde los 5 ciclos de sonicación. Después de realizar 

diversas pruebas con diferentes buffers de lisis, así como diferentes ciclos de sonicación. El 
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protocolo final usado fue el que realice en el curso en el Wellcome Trust Sanger Institute, descrito 

en materiales y métodos de esta sección.  

 

 
Figura 19. Corrimiento electroforético de los fragmentos de DNA obtenidos por sonicación. En el 

primer carril y en el último tenemos marcador de peso molecular para identificar el tamaño de los 

fragmentos. En el segundo carril está la muestra de 5 ciclos, tercer carril muestra de 6 ciclos, cuarto 

carril muestra de 7 ciclos, quinto carril muestra de 8 ciclos, sexto carril muestra de 9 ciclos, séptimo 

carril muestra de 10 ciclos. 

 

Conclusión 
La generación de nuevos datos de secuenciación masiva no es trivial, hoy más que nunca es de 

vital importancia el aumento de datos en poblaciones que no han sido estudiadas con tanta 

profundidad como es el caso de la población mexicana.  

 

Encontramos algunos tropiezos para la obtención de la cromatina fragmentada, pero logramos 

superarlos y estandarizamos con éxito la obtención de fragmentos de la cromatina de células 

PBMC, los cuales pueden ser empleados para realizar ensayos de ChIP-seq.  

 

600pb

100pb
200pb
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Anexo 6. Consentimiento informado para la toma de sangre de cordón umbilical. 

 

  

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Placenta Muestra No. _______

Sangre de cordón umbilical Muestra No. _______

Protocolo de Investigación: 
Análisis de la carga mutacional en el genoma mitocondrial humano

Yo, _________________________________________ dono  voluntariamente  al
Instituto  de Neurobiología de la Universidad Nacional  Autónoma de México las
muestras biológicas indicadas arrriba, obtenidas por mi médico tratante para su
uso en proyectos de investigación científica bajo los lineamientos del comité de
ética del mismo. Entiendo que esta donación se hace de manera anónima y que
mi identidad no será conocida por los investigadores. Asimismo, confirmo que la
obtención de las muestras se hizo bajo recomendación de mi médico tratante y
que el procedimiento para obtenerlas no fue más allá de lo indicado clínicamente. 

Lugar ________________________________

Fecha________________________________

Firma Donante________________________________

Nombre y firma Testigo 1 ___________________________________________

Nombre y firma Testigo 2 ___________________________________________

Instituto de Neurobiología, UNAM                                                                     Campus Juriquilla, 76230 Querétaro, Qro.  

                                                                  www.inb.unam.mx                                        
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Anexo 7. Aprobación por el comité de ética para la recolección de buffycoat en el banco 
de sangre. 
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