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“The construction and structure of graphs or networks is the key to understanding the complex

world around us. Small changes in the topology, affecting only a few nodes or links, can open

hidden doors, allowing new possibilities to emerge”

― Albert-László Barabási, “Linked”
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RESUMEN

Antecedentes. La inhibición o bloqueo del desarrollo de los linfocitos B dentro de la médula ósea

está estrechamente asociada con numerosas enfermedades hematopoyéticas e inmunológicas, como

la leucemia linfoblástica aguda (LLA), en la que la interrupción de las redes reguladoras impide el

reabastacemiento  continuo  de  células  B  funcionales.  Los  modelos  computacionales  dinámicos

pueden ser  fundamentales  para  la  comprensión integral  de los  mecanismos que subyacen a los

complejos procesos de diferenciación en la salud y la enfermedad. 

Métodos. Mediante  la  reconstrucción  de  una  red  reguladora  de  tres  módulos  que  incluye  la

transcripción genética, la transducción intracelular y la comunicación con el microambiente, hemos

simulado  la  etapa  temprana  de  diferenciación  de  las  células  del  linaje  B  linfoide,  en  contextos

microambientales y genéticos, normales y patológicos. La red de diferenciación fue simulada como un

modelo Booleano y luego transformada, usando lógica difusa, en un modelo continuo. Simulamos

escenarios de mutantes nulos y sobreexpresión de los componentes moleculares que integran la red

propuesta, para analizar el comportamiento emergente de la regulación de la linfopoyesis temprana

de células B. Debido a su importancia en la inflamación, investigamos el efecto de la inducción de NF-

kB en diferentes etapas tempranas de diferenciación de las células B. Además, hicimos un análisis

bioinformático de bases de expresión de miRNAs en células hematopoyéticas sanas y leucémicas

para identificar miRNAs sobreexpresados en leucemia con secuencias características de ligandos de

TLR8 con potencial de actuar como inductores de un microambiente pro-inflamatorio en la médula

ósea. 

Resultados. Las simulaciones síncronas y asíncronas de la red discreta de diferenciación temprana

de  células  B,  reprodujeron  las  configuraciones  ce  expresión  característica  de  los  progenitores

hematopoyéticos  y  de los  primeros  precursores de los  linfocitos  B.  En la  simulación del  modelo

continuo emergió un perfil IL-7R+ transitorio entre los atractores ProB a Pre-B, con expresión de pre-

BCR y  una  serie  de  factores  transcripcionales  predominantemente  de  células  B.  Esta  población

celular  expresa  un  nivel  alto  de  CXCR7  y  una  expresión  reducida  de  CXCR4  y  FoxO1.

Sorprendentemente, la señalización constante  pero intermedia de NF-kB en etapas específicas de la

diferenciación de células B permitió la estabilización de un fenotipo aberrante CXCR7+ pre-B con

aparente afinidad a las señales proliferativas (Flt3+). Nuestros modelos mutantes revelaron un retraso

en  el  ensamblaje  del  BCR  tras  la  activación  de  NF-kB,  concomitante  a  una  señalización  Flt3

sostenida, una regulación a la baja de la transcripción de los genes Ebf1, Irf4 y Pax5, y una reducción
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de la recombinación de Ig, lo que apunta a un posible bloqueo del compromiso de linaje como se

observa  en  las  patologías  linfoproliferativas.  Como  moléculas  candidatas  para  el  inducción  pro-

inflamatoria en LLA, identificamos tres miRNAs sobreexpresados en muestras pediátricas de médula

ósea leucémica, con motivos que podrían unirse y activar la señalización por TLR8: miR-146a-5p,

miR-181b-5p y miR-199b-3p.

Discusión. Por primera vez, un precursor inducible de células B CXCR7h dotado de la capacidad

potencial de desplazarse a través de nichos linfoides en la médula ósea, ha sido inferido mediante

modelado computacional. Su fenotipo es compatible con el de las células que inician la leucemia y

podría ser la base para explicar la inflamación asociada a malignidades con bloqueo linfoide y una

amplia  gama de enfermedades inmunológicas.  Además  de la  alteración  en la  diferenciación,  los

fenotipos inducidos por inflamación abren la posibilidad de la formación de nuevos nichos colonizados

por el precursor aberrante. Así pues, se predicen ecosistemas de médula ósea emergentes tras una

inducción  pro-inflamatoria,  que  puede  dar  lugar  a  una  inestabilidad  hematopoyética  asociada  a

patologías de bloqueo de diferenciación. 
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ABSTRACT

Background. The blockage at the early B lymphoid cell development pathway within the bone marrow

is tightly associated with hematopoietic and immune diseases, where the disruption of basal regulatory

networks prevents the continuous replenishment of functional B cells. Dynamic computational models

may  be  instrumental  for  the  comprehensive  understanding  of  mechanisms  underlying  complex

differentiation processes in health and disease, like acute lymphoblastic leukemia (ALL). 

Methods. By  reconstructing  a  three-module  regulatory  network  including  genetic  transcription,

intracellular  transduction,  and microenvironment  communication,  we have investigated the early  B

lineage cell fate decisions in normal and pathological microenvironmental settings. The early B cell

differentiation network was simulated as a Boolean model and then transformed, using fuzzy logic, to

a continuous model. We tested null and overexpression mutants to analyze the emergent behavior of

the network. Due to its importance in inflammation, we investigated the effect of NF-kB induction at

different early B cell differentiation stages. Additionally, we made a bioinformatic analysis of databases

containing  miRNAs  expression  of  helathy  and  leukemic  hematopoietic  cells,  to  identify  miRNAs

overexpressed in leukemia with nucleotidic sequences characteristic of TLR8 ligands with potential to

induce a pro-inflammatory microenvironment in the bone marrow. 

Results. The  exhaustive  synchronous  and  asynchronous  simulation  of  the  early  B  cell  discrete

regulatory  network  reproduced  the  configurations  of  the  hematopoietic  progenitors  and  early  B

lymphoid precursors of the pathway. Its simulation as a continuous model suggested a transient IL-

7R+ ProB-to-Pre-B subset expressing pre-BCR and a series of dominant B-cell transcriptional factors.

This conspicuous differentiating cell population up-regulated CXCR7 and reduced CXCR4 and FoxO1

expression levels. Strikingly, constant but intermediate NF-kB signaling at specific B cell differentiation

stages allowed stabilization of an aberrant CXCR7+ pre-B  like phenotype with apparent affinity to

proliferative signals (Flt3+). Our mutant models revealed an abnormal delay in the BCR assembly

upon NF-kB activation, concomitant to sustained Flt3 signaling, down regulation of Ebf1, Irf4 and Pax5

genes  transcription,  and  reduced  Ig  recombination,  pointing  to  a  potential  lineage  commitment

blockage as seen in  lymphoproliferative pathologies.  As candidate molecules for  pro-inflammatory

induction  in  ALL  we  identified  three  overexpressed  miRNAs  in  pediatric  lekemic  bone  marrow

samples, with motifs that might bind and activate TLR8 signaling:  miR-146a-5p, miR-181b-5p y miR-

199b-3p.
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Discussion. For the first  time,  an inducible CXCR7hi B cell  precursor endowed with the potential

capability of shifting central lymphoid niches, is inferred by computational modeling. Its phenotype is

compatible with that of leukemia-initiating cells and might be the foundation that bridges inflammation

with  blockage-related  malignancies  and  a  wide  range  of  immunological  diseases.  Besides  the

predicted differentiation impairment, inflammation-inducible phenotypes open the possibility of newly

formed niches colonized by the reported precursor. Thus, emergent bone marrow ecosystems are

predicted following a pro-inflammatory induction, that may lead to hematopoietic instability associated

to blockage pathologies. 
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I. INTRODUCCIÓN

La producción de las células maduras que conforman el tejido sanguíneo a lo largo de la vida

adulta tiene su origen en una escasa población de células  troncales  hematopoyéticas  (HSC).  El

mantenimiento de la población de HSC es dependiente de señales del microambiente de la médula

ósea (MO) conformado por distintos tipos celulares, factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas y

múltiples componentes de matriz extracelular (Boulais & Frenette 2015; Pelayo et al., 2012; Purizaca,

Meza & Pelayo 2012; Sugiyama & Nagasawa 2012). Este microambiente forma nichos especializados

que  óptimamente  balancean las  señales  de proliferación,  diferenciación  y  migración  de  las  HSC

(Purizaca et al., 2012; Sugiyama & Nagasawa 2012). A su vez, dichos nichos son regulados tanto por

las  células  hematopoyéticas  en  la  MO,  como  por  señales  extramedulares  responsables  de

incrementar  y/o  redirigir  la  hematopoyesis  en  respuesta  a  situaciones  de  emergencia,  como

infecciones o hemorragias (Schürch, Riether & Ochsenbein 2014; Zhao et al., 2014; Dorantes-Acosta

et  al.,  2013).  En concordancia,  la  alteración del  microambiente ha sido sugerida como un factor

sinérgico para el mantenimiento, progresión e incluso iniciador de distintas patologías hematológicas,

entre ellas la leucemia linfoblástica aguda (LLA) (Ayala et al., 2009; Raaijmakers 2011; MacLean, Lo

Celso & Stumpf 2013; Burger & Kipps 2006; Purizaca et al., 2013; Kode et al., 2014; Raaijmakers

2010).

La  LLA es  la  principal  causa  de  mortalidad  infantil  por  cáncer  en  el  mundo.  De  manera

general,  las  leucemias  agudas se  caracterizan  por  la  proliferación  descontrolada  de  células

precursoras hematopoyéticas arrestadas en estadios de la vía de diferenciación linfoide, provocando

su acumulación en la MO (Curado et al., 2011). En línea con las tendencias a nivel mundial, del total

de  casos  de  leucemia  aguda  en  pacientes  pediátricos  en  México,  aproximadamente  el  20%

representa leucemias de tipo mieloide y el 80% de tipo linfoide. Del 80% de LLA, el 70% corresponde

a  leucemia  de  precursores  de  linfocitos  B,  frecuencia  que  disminuye  de  manera  inversamente

proporcional a la edad de incidencia de leucemia (Pérez-Saldivar et al.,  2011; Yokota & Kanakura

2016).  A pesar  de  las  numerosas  investigaciones  en  torno  a  la  LLA,  poco  se  conoce  sobre  su

etiología  y  la  progresión  maligna.  Sin  embargo,  se  han  identificado  numerosas  aberraciones

genéticas, tales como aneuploidías, rearreglos cromosomales, patrones   transcripcionalesanormales

y  factores  epigenéticos  que  pueden  influir  en  el  desarrollo  de  precursores  malignos  o  células

iniciadoras de la leucemia.  Algunas de las alteraciones genéticas de mayor frecuencia en la LLA

pediátrica  son  las  hiperdiploidías,  y  las  traslocaciones  TEL-AML1  t(12;21)  y  E2A-PBX  t(1;19)

(Campana & Pui 2008). Por otro lado, la presencia de anomalías genéticas como traslocaciones TEL-
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AML1,  no  sólo  han  sido  identificadas  en  precursores  linfoides,  sino  también  en  su  contraparte

mesenquimal (Shalapour et al. 2010).

De particular importancia para comprender el proceso leucémico, es la coexistencia de las

poblaciones celulares leucémicas en la MO, con células hematopoyéticas primitivas normales. Es en

parte  por  esta  coexistencia  que  los  pacientes  tienen  números  limitados  de  células  funcionales

maduras. La población celular normal es reemplazada progresivamente a través de mecanismos que

podrían ser promovidos por una competencia por factores de crecimiento y señales extracelulares

provistas  por  células  estromales,  así  como  la  transición  de  un  microambiente  normal  hacia  un

microambiente de selección positiva para la población leucémica (Purizaca et al., 2012; Ayala et al.,

2009;  Colmone  et  al.,  2008;  Kim  et  al.,  2015;  Lim  et  al.,  2016).  Algunas  de  las  alteraciones

microambientales identificadas en aspirados de MO de un grupo de pacientes leucémicos incluyen el

incremento en la expresión de citocinas y factores pro-inflamatorios como IL-1β, IL-12, G-CSF, GM-

CSF y TNFα (Vilchis-Ordoñez et al., 2015). Su secreción por los blastos leucémicos en condiciones in

vitro ha sido previamente documentada por nuestro laboratorio, concomitante a una disminución en la

expresión de moléculas  de comunicación entre  células  troncales  y  progenitoras hematopoyéticas

(HSPC) y células estromales mesenquimales (MSC), como CXCR4, CXCL12 y Cx43. En conjunto, la

heterogeneidad  de  alteraciones  tanto  en  los  blastos  leucémicos,  como  en  el  componente

microambiental,  complican  el  entendimiento  del  estudio  de  la  LLA.  Particularmente  porque  la

progresión maligna es aparentemente dependiente tanto del componente linfoide leucémico, como

del microambiental.

     Desafortunadamente, la investigación de la dinámica y competencia poblacional en la LLA se

encuentra crucialmente limitada tanto por la imposibilidad de tomas rutinarias de muestras de MO

para el seguimiento a la progresión de la enfermedad antes de su debut o recaída, como por la

ausencia  de  marcadores  moleculares  para  la  distinción  de  poblaciones  primitivas  normales  y

leucémicas. Por tanto, el desarrollo de modelos matemáticos y su simulación computacional podrían

proveernos  de  una  estrategia  corroborativa  y  predictiva  para  escenarios  de  progresión  y

mantenimiento leucémico, o para el restablecimiento de la hematopoyesis normal.

I.1 Sistema hematopoyético

La hematopoyesis es el proceso de diferenciación a través del cual se mantiene el continuo re-

abastecimiento del tejido sanguíneo a lo largo de la vida. Dependiendo de la célula progenitora que

les da origen, las células hematopoyéticas son clasificadas en linajes linfoide y mieloide; de acuerdo a
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su participación durante la respuesta inmunológica pueden ser clasificadas en células de respuesta

innata o adaptativa; y a su vez, las células inmunológicas adaptativas se clasificadas en células de

respuesta celular o humoral (Figura 1).

Desde la identificación y caracterización de las HSC, la diferenciación hematopoyética ha sido

identificada  como  un  proceso  jerárquico  en  cuyo punto  más  alto  se  encuentran  las  HSC,

caracterizadas por su capacidad de autorenovación y pluripotencialidad (Jordan & Lemischka 1990;

Kamel-Reid & Dick 1988). Como en cualquier otro tipo de tejido, la frecuencia de células troncales en

la  MO,  sitio  en  donde  se  alberga  la  mayor  población  durante  la  vida  adulta,  es  muy  baja  en

comparación con las células en estadios más avanzados de la diferenciación. La mayoría de estas

células se mantienen en un estado de quiescencia o arresto en la fase G0 del ciclo celular, resultando

en la  protección de la  escasa población de HSCs.  Durante  el  estado de quiescencia,  la  células

presenta una baja tasa de división celular y actividad metabólica que se traduce en una disminución

en la producción de especies reactivas de oxígeno y metabolitos celulares que podrían derivar en un

agotamiento por estrés oxidativo de la reserva de HSC (Grosselin et al., 2012). 

Recientemente, gracias a la innovación tecnológica y analítica que ha permitido estudiar a las

poblaciones a un nivel  de  célula  única,  se ha sugerido que la  hematopoyesis  corresponde a un

proceso  holocrático.  La  holcoracia  hematopoyética  está  fundamentada  en  la  identificación  de

subpoblaciones altamente dinámicas de HSC comprometidas a linajes específicos. La dinámicidad de

estas células con potencial de auto-renocvación es dependiente de las interacciones entre ellas, con

otras células hematopoyéticas en diferenciación, y con células estromales (Yokota 2019).

El equilibrio entre el mantenimiento, expansión y diferenciación de la población troncal se debe

a  una  compleja  regulación  mediada  por  señales  bioquímicas,  principalmente  accesibles  en  el

microambiente  y  producidas  tanto  por  células  hematopopoyéticas  como  por  células  no

hematopoyéticas, que en conjunto conforman estructuras tridimensionales complejas denominadas

nichos.  Las  señales  microambientales,  carcaterísticas  entre  nichos  hematopoyéticos,  actúan

activando o inhibiendo programas de determinación de linaje, supervivencia, apoptosis, proliferación y

migración en las HSPC. La dependencia de los nichos es un fenómeno que se observa desde las

etapas  embrionarias  hasta  la  vida  adulta.  Todos  los  procesos  involucrados  en  la  generación  de

células  hematopoyéticas  incluyendo  la  proporción  de  células  de  cada  linaje,  su  adecuada

diferenciación y su localización, responden a la constitución dinámica de los nichos en los cuales

residen.  Dependiendo  de la  etapa del  ser  humano y  de  su  estado de salud,  las  HSPC pueden
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relocalizarse en diferentes nichos dentro del  mismo,  órgano o  migrar  y  establecerse en órganos

distantes.

I.1.1 Ontogenia de la hematopoyesis

Durante  el  desarrollo  embrionario  de  mamíferos  vertebrados,  las  primeras  células

hematopoyéticas  embrionarias emergen en el  tejido mesodérmico de una estructura denominada

hemangioblasto, precursor común de células hematopoyéticas y células endoteliales que dan origen

al proceso de vascularización. Conforme progresa el desarrollo fetal, las HSPC se movilizan a través

de  diferentes  estructuras  embrionarias.  Se  han  identificado  tres  estructuras o  focos  iniciales  de

producción hematopoyética durante el desarrollo embrionario: el saco vitelino, el área periférica a la

aorta dorsal denominada aorta-gónada-mesonefros (AGM) y la placenta (Ivanovs et al., 2017). 

En el saco vitelino ocurre la primer ola de producción hematopoyética, también conocida como

hematopoyesis primitiva. Esta etapa se caracteriza por la producción de células eritroides, y una baja

cantidad de macrófagos y megacariocitos primitivos (Orkin & Zon 2008). Los eritrocitos primitivos

expresan hemoglobina embrionaria, una proteína globular con estructura cuaternaria constituida por

dos cadenas de globina zeta y dos de globina epsilon.  En humanos,  alrededor  del  día 21 post-

concepción (pc), inician las contracciones cardiacas y la circulación sanguínea, lo que da lugar a la

migración de progenitores eritro-mieloides definitivos desde el saco vitelino hacia el hígado fetal, en

donde  se producen macrófagos que colonizarán el  hígado adulto (células de Kupffer),  el  cerebro

(microglía),  la  epidermis  (células  de  Langerhans)  y  los  pulmones  (macrófagos  alveolares).  Los

eritrocitos  producidos  durante  el  segundo  trimestre  de  gestación,  expresan  mayoritariamente

hemoglobina con dos cadenas de globina alpha y dos cadenas de globina gamma. El reemplazo de

cadenas gamma por  subunidades beta  ocurre  progresivamente  para dar  lugar  a la  hemoglobina

adulta, la forma predominante al momento del nacimiento. 

Concomitante a la hematopoyesis del saco vitelino y la migración de precursores al hígado

fetal, alrededor del día 27 pc, emergen en la AGM grupos celulares o clusters hematopoyéticos intra-

aórticos en donde se generan las primeras HSC definitivas, las cuales se desplazan y desaparecen

completamente de ese sitio entre los días 39 y 42 pc. Tanto en el saco vitelino como en la AGM, en

los  inicios del  establecimiento de la  hematopoyesis  definitiva o adulta,  se producen los primeros

progenitores linfoides B y T. Entre la semana 5 y 9 pc, una segunda ola de producción de HSC tiene

lugar en la placenta (Ivanovs et al., 2017). Posterior al desarrollo de la vasculatura, las HSPC migran
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al  hígado,  y  alrededor  del  día  56  pc,  cuando  la  osificación  y  la  invasión  vascular  del  hueso

cartilaginoso  se  encuentran  en  estados  avanzados,  la  MO es  colonizada  por  las  células

hematopoyéticas, inicialmente por monocitos y macrófagos, y posteriormente por el resto de HSPC

(Ivanovs et al., 2017). 

La MO es el órgano en el cual se albergan a las HSC y se regula las producción de las células

que componen el tejido sanguíneo durante la vida adulta. Sin embargo, bajo circunstancia específicas

y/o patológicas las HSPC pueden migrar y diferenciar en sitios extramedulares como un proceso

compensatorio  a  la  insuficiente  producción  celular  en  la  MO.   Este  proceso  se  conoce  como

hematopoiesis  extramedular  y  ocurre  principalmente  en  bazo,  ganglios  linfáticos  e  hígado,  en

pacientes con anemia crónica, neoplasmas mieloproliferativos, linfomas, algunos tipos de leucemia,

entre otras patologías (Kim 2010). 

I.1.2 Hematopoyesis adulta y nichos hematopoyéticos

Las HSC en la MO, dan origen a los progenitores multipotenciales (MPP),  los cuales han

perdido  la  capacidad  de  autorenovación  y  por  lo  tanto,  la  capacidad  de  reconstituir  el  sistema

hematopoyético a largo plazo (Acevedo Fernández et al.,  2011). Los MPP tienen la capacidad de

diferenciar a progenitores mieloides comunes (CMP) o a progenitoras multipotentes predispuestos a

linaje  linfoide  (LMPP).  Los  CMP se  diferencian  a  células  del  linjae  mieloide,  dando  lugar  a  los

progenitores eritroides y megacariocíticos (MEP), progenitores de granulocitos y monocitos (GMP), y

progenitores de macrófagos y células dendríticas (MDP). Por el otro lado, los LMPP marcan el inicio

de la diferenciación linfoide dando lugar a la población de progenitores multilinfoides (MLP) que a su

vez, tienen la capacidad de diferenciar a progenitores linfoides comúnes (CLP) precursores de células

T, progenitores de células B y NK (B/NK), y también producen un tipo de MDPs (Chotinantakul, K. &

Leeanansaksiri 2012). En conjunto, los CMP, MEP, GMP, MDP y B/NK conforman el compartimento

de  las  células  oligopotentes,  las  cuales  producirán  células  precursoras  comprometidas  a  linaje,

unipotenciales y con alta capacidad proliferativa (Acevedo Fernández et al., 2011). 

Las  células  maduras  generadas  a  partir  de  los  precursores  mieloides  comprenden  a  los

granulocitos (neutrófilos, basófilos y eosinófilos), monocitos, macrófagos, eritrocitos, megacariocitos,

células cebadas y células dendríticas (DC). Las células maduras linfoides, incluyen a los linfocitos T,

linfocitos B y células NK. Todas las células, exceptuando a los linfocitos T y B, salen a la sangre

periférica  como  fenotipos  maduros,  a  través  de  los  vasos  sanguíneos  que  irrigan  la  MO.  La
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maduración de los linfocitos T y B requiere de la migración de células aún inmaduras, al timo y el

bazo, respectivamente (Acevedo Fernández et al., 2011). 

Figura 1. Clasificación de células hematopoyéticas.  La hematopoyesis es un proceso que involucra una
serie de “decisiones de linaje”. Puede visualizarse como un proceso radial con su origen en la población de
células troncales, las cuales en respuesta a los factores microambientales diferencían a uno u otro linaje celular.
*Clasificación de acuerdo al progenitor común: células de linaje mieloide y linfoide. ** Clasificación de acuerdo a
la  fase  de  la  respuesta  inmunológica  en  la  que  participan:  células  de  la  respuesta  innata  o  adaptativa.
(Modificado de Balandrán et al., 2017).

La hematopoyesis se encuentra regulada por factores intrínsecos y extrínsecos provistos por

el microambiente hematopoyético en la MO y señales extramedulares que comunican la demanda

celular del organismo. El microambiente de la MO está conformado por estructuras tridimensionales

complejas denominadas nichos hematopoyéticos (Blank, Karlsson & Karlsson 2008; Zhang & Li 2008;

Ehninger  &  Trumpp  2011).  El  microambiente  en  los  nichos  comprende  factores  de  crecimiento,
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citocinas, quimiocinas y componentes de matriz extracelular secretados por distintos tipos celulares

presentes en la MO, dando lugar a los compartimentos o nichos, los cuales también se definen por su

localización  (Figura  2).  Se  ha  observado  que  las  HSPC  expresan  distintos  inmunofenotipos

dependiendo del compartimento medular en el cual se encuentren confinadas, diferencias que se han

asociado  a  la  composición  específica  de  cada  nicho  incluyendo,  además  de  los  factores  de

crecimiento, citocinas e interleucinas, otros componentes como la tensión de oxígeno (Jing et al.,

2012). Regiones de bajos niveles de oxígeno en la MO, han sido asociados a la modulación de la

quiescencia de la población más primitiva de células hematopoyéticas manteniéndolas en un estado

de bajo estrés oxidativo para preservar la integridad del material genético, proteínas y lípidos en la

célula (Ehninger & Trumpp 2011; Takubo 2011; Tsai et al., 2011). 

La baja concentración de oxígeno influye también en las células no hematopoyéticas que

integran los nichos de la MO. Por ejemplo, el bajo nivel de oxígeno inhibe la degradación del factor

inducido por hipoxia-1α (HIF-1) en MSCs. HIF-1 es un regulador de la transcripción de numerosos

genes entre los cuales se encuentran los codificantes para el  factor de crecimiento del endotelio

vascular (VEGF), factor de células troncales (SCF) y CXCL12 (Keith, Johnson & Simon 2012; Ben-

Shoshan  et  al.,  2008;  Han  et  al.,  2008;  Hitchon  et  al.,  2002).  Además,  la  hipoxia  promueve  la

diferenciación  de  las  MSC  a  osteoblastos  y  adipocitos,  componentes  celulares  de  los  nichos

hematopoyéticos (Wagegg et al., 2012).

Tomando en cuenta la localización medular y la conformación celular, se han identificado tres

nichos en la MO que determinan el destino celular hematopoyético (Purizaca, Meza & Pelayo 2012;

Sugiyama & Nagasawa 2012):

 El nicho endosteal es reconocido por su localización en la parte interna del hueso medular

recubierto principalmente por osteoblastos y osteoclastos, responsables de la resorción ósea.

 El  nicho  vascular,  que  como  su  nombre  indica,  se  encuentra  integrado  por  las  células

endoteliales que conforman los sinusoides que irrigan la MO.

 El nicho mesenquimal, que representa la mayor parte de la MO y está compuesto por distintas

subpoblaciones de MSC.

A pesar de que por simplicidad se clasifican en estos tres grupos, la estructura de la MO es

bastante compleja y las transiciones celulares ocurren a través de gradientes bioquímicos y no a

través de compartimentos definidos.  Además, en la  MO se establecen asas de retroalimentación

bioquímica  entre las células hematopoyéticas y las células estromales, con la finalidad de regular los
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proceso  celulares  (i.e.  diferenciación,  proliferación,  secreción  de  factores  solubles,  migración,

apoptosis) de las diferentes poblaciones que  integran los nichos hematopoyéticos. 

De los procesos de regulación en la MO, se han estudiado con mayor detalle los mecanismos

de regulación de las células hematopoyéticas, mediados por factores expresados por su contraparte

estromal. Sin embargo, las células hematopoyeticas progenitoras y diferenciadas en la MO, también

influyen en los procesos de diferenciación de las células estromales. Por ejemplo, se ha observado

que  el  incremento  en  la  concentración  de  megacariocitos  incrementa  la  proliferación  de  los

osteoblastos, derivando en el incremento  del volumen óseo (Kacena et al., 2004). 

La  retroalimentación  en  la  MO  entre  células  hematopoyéticas  y  no  hematopoyéticas  es

altamente dinámica y se lleva a cabo a través de distintos mecanismos de comunicación, incluyendo

mecanismos  mediados  por  moléculas  de  contacto  intercelular  (i.e.  uniones  gap,  integrinas,

adhesinas),  secreción  de  componentes  de  matriz  extracelular  o  factores  solubles  (i.e.  citocinas

interleucinas, quimiocinas, encimas), transferencia de moléculas a través de vesículas (i.e. proteinas,

ROS, miRNAs, mitocondrias), entre otros (Figura 2). Estos procesos de comunicación también juegan

un  rol  importante  en  el  desarrollo  y  evolución  de  patologías  hematológicas,  promoviendo  la

proliferación de células  aberrantes y/o  inhibiendo la  hematopoyesis  normal  (Enciso,  Balandrán &

Pelayo 2018). 

Algunas situaciones en las que se ha identificado un rol determinante del microambiente en la

evolución patológica de la hematopoyesis, incluyen:

 Envejecimeinto y obesidad: producción deficiente de células B derivada de un microambiente

adipogénico en la MO con una alta concentración de quimiocinas y factores de crecimiento

pro-mielocíticos (Riley 2013).

 Sepsis:  la  inflamación  aguda  por  sepsis  induce  la  disminución  de  osteoblasts  en  la  MO,

afectando el tamaño de la población de CLP por la disminución de la concentración de IL-7

(Terashima et al., 2016).

 Hematopoyesis  de  emergencia:  durante  la  producción  de  células  hematopoyéticas  en

respuesta a algunos patógenos, los linfocito T CD8 activados inducen la producción de IL-6

por las MSC en la MO promoviendo la producción de células inatas efectoras como monocitos

y DC, e inhibiendo la linfopoyesis (Nagai et al., 2006; Welner & Kincade 2014).

 Leucemia: las MSC en la MO leucémica modifican su patrón de secreción derivando en el

estalecimiento  de  un  microambiente  favorable  para  el  mantenimiento  de  la  leucemia  e
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incompatible para la hematopoyesis normal (Ayala et al., 2009; Colmone et al., 2008; Vilchis-

Ordoñez et al., 2015;  Balandrán et al 2016).

Figura 2. Componentes del microambiente hematopoyético. La diferenciación hematopoyética ocurre en
nichos  integrados  por  células  estromales  que  incluyen:  osteoblastos,  osteoclastos,  adipocitos,  células
mesenquimales y células endoteliales de los sinusoides, a través de los cuales ocurre la comunicación con el
resto del cuerpo. Las células estromales producen moléculas de matriz extracelular, quimiocinas, citocinas y
factores de crecimiento que constituyen el microambiente hematopoyético. Los elementos producidos tanto por
las células heamtopoyéticas como por las células estromales integran una red de comunicación que regula los
procesos celulares en la MO. Estas asas de comunicación tienen una participación importante en procesos
aberrantes como la  leucemia.  En la  leucemia la  población aberrante  (células troncales e iniciadoras de la
leucemia, LSC / LIC y células leucémicas) también es responsiva a las señales microambientales, y a su vez
produce  factores  capaces  de  remodelar  el  microambiente  medular  afectando  la  producción  de  células
hematopoyétcias sanas. (Modificado de Enciso et al., 2018)
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I.1.2.1 Linfopoyesis: Regulación genética y microambiental

A  medida  que  se  descifra  la  red  transcripcional  que  subyace  a  la  diferenciación

hematopoyética,  se  descubren  nuevas  subpoblaciones  de  células  intermedias  o  transitorias.

Respecto a la trayectoria de diferenciación linfoide, actualmente se sabe que los LMPP dan lugar a

una mezcla de progenitores mieloides y linfoides restringidosm entre ellos los MLP. Los MLP, cuyo

equivalente celular en ratón es el progenitor linfoide común, son células con bajo potencial mieloide

que tienen la capacidad de generar todo tipo de linfocitos adaptativos e innatos, y algunas categorías

de DC (Galy et al., 1995; Fathman et al., 2011; Welner, Pelayo & Kincade 2008; Inlay et al., 2009;

Welner  et  al.,  2007;  Welner  et  al  2008).  La  población  de  progenitores  linfoides  se  divide  en

progenitores  de  todos  los  linfocitos  (ALP)  y  progenitores  restringidos  de  linfocitos  B  (BLP)  que

generan predominantemente precursores de linfocitos T y B, respectivamente (Inlay et al., 2009). 

Algunos  progenitores  ALP circulantes  llegan  al  timo  y  migran  através  del  endotelio  para

ingresar al órgano, en donde continúan el proceso de diferenciación y proliferación. Una vez dentro

del  timo,  los  ALP  diferencian  a  progenitores  tímicos  tempranos  (ETP),  progresando  a  células

conocidas con el nombre de doble negativas (DN) porque carecen de expresión membranal de las

proteínas CD4 y CD8. Las células con el fenotipo doble negativo, transitan a través de 3 estadios

(DN2, DN3 y DN4) durante los cuales ocurren los rearreglos genéticos necesarios para la expresión

de las cadenas que componen el receptor de las células T (TCR). En pasos subsecuentes, las células

precursoras de linfocitos T adquieren un fenotipo doblemente positivo (DP) caracterizado por la co-

expresión membranal de los receptores CD4 y CD8. Finalmente,  las células regulan a la baja la

expresión de alguno de los dos receptores para  convertirse  en linfocitos T CD8+ o CD4+.   Los

linfocitos monopositivos migran del timo hacia la periferia como linfocitos T näive (Zlotoff & Bhandoola

2011;  Jouan  et  al.,  2018).  Las  decisiones  de  linaje  que  ocurren  dentro  del  timo,  también  se

encuentran fuertemente influenciadas por factores del microambiente local, incluyendo la expresión

de IL-7, ligandos de Notch y TGF-β (Jouan et al., 2018).

 

Los linfocitos B alcanzan una maduración parcial en la MO, siguiendo una serie de pasos de

diferenciación secuenciales de BLP hacia prepro-B, pro-B, pre-B y finalmente, célula B inmadura.

Durante las transiciones prepro-B/pro-B/pre-B se activa la expresión de las recombinasas Rag1 y

Rag2 que dan lugar al reordenamiento de los genes V(D)J para la expresión de la cadena pesada de

inmunoglobulinas (IgH), que deriva en la expresión del receptor de la célula pre-B (pre-BCR). La

activación del pre-BCR, la cual se ha propuesto que es inducida por la interacción con componentes
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de la matriz extracelular, activa la expansión clonal  de células pre-B, seguida por un arresto del ciclo

celular  para  favorecer  una  segunda  ola  de  expresión  de  recombinasas  Rag1  y  Rag2  para  el

reordenamiento de la cadena ligera de inmunoglobulinas (IgL), marcando la transición de las células

pre-B a las células B inmaduras, y de receptor pre-BCR a BCR (Inlay et al., 2009; Herzog, Reth &

Jumaa 2009; Guo et al., 2018). Las células B inmaduras migran a órganos linfáticos secundarios, en

donde se exponen a antígenos y señales de otras células inmunitarias, y diferencian a fenotipos con

funciones más específicas. 

La diferenciación temprana de las células B depende de la expresión funcional de factores de

transcripción específicos, como Ikaros (IKZF1), PU.1, Forkhead Box O1 (FoxO1), el factor de células

B tempranas (EBF1), las proteínas E2A y (PAX5), Aiolos (IKZF3) y el factor regulador del interferón 4

(IRF4), entre otros. Su expresión coordinada es fundamental para la diferenciación de las HSC hasta

células B inmaduras.  La modulación de muchos de los genes de diferenciación está influida por

factores solubles del microambiente hematopoyético en la MO, como CXCL12, Flt3L, IL-7 y SCF.

Estos factores han mostrado ser críticos en los estadios más tempranos de la linfopoyesis; así como

el contacto de precursores de células B con células estromales mediante moléculas de adhesión

como VLA-4 y VCAM-1 (Purizaca, Meza & Pelayo 2012; Tokoyoda, Egawa & Sugiyama 2004). 

La citocina IL-7 se propuso originalmente como factor  indispensable para la  inducción de

EBF1,  la  inducción  de  expansión  clonal  de  células  precursoras,  y  la  recombinación  de  BCR en

ratones (Kikuchi et al., 2008; Roessler et al., 2007), mientras que en humanos esta interdependencia

parece ser menor (Welner,  Pelayo & Kincade 2008).  Sin embargo,  investigaciones más recientes

sobre células B humanas con mutaciones en IL-7Rα han demostrado una reducción de la producción

de inmunoglobulinas, lo que sugiere que la señalización de la IL-7 en los seres humanos podría

compensarse con un eje molecular equivalente pero no completamente redundante, que permite la

diferenciación celular en ausencia de una señalización óptima de la IL-7 (Welner, Pelayo & Kincade

2008; Nodland et al., 2011). Por otra parte, las poblaciones de HSC y CLP dependen en gran medida

de CXCL12, una citoquina producida y secretada por las células estromales mesenquimales BM de

tipo  CAR  (MSC-CAR)  (Greenbaum  et  al.,  2013).  El  CXCL12  participa  en  la  localización,

mantenimiento  y  retención  de  células  hematopoyéticas  primitivas  en  nichos  de  la  MO,  en  parte

mediante la regulación del eje de integrinas VLA-4/VCAM-1 (Peled et al., 2000; Glodek et al., 2003).

El  CXCL12,  que  se  une  al  CXCR4 expresado  en  la  superficie  de  las  células  hematopoyéticas,

también se ha sugerido como un eje  regulador  crucial  en  las  neoplasias  de células  B,  como la
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leucemia linfoblástica aguda (LLA) (Perez-Saldivar et al., 2011; Tokoyoda, Egawa & Sugiyama 2004;

Greenbaum et al., 2013; Sugiyama et al., 2006; Enciso et al., 2016; Balandrán et al., 2016). 

Además de su clara dependencia de factores secretados como IL-7 y CXCL12, se ha sugerido

que el desarrollo de las células B depende de la transición o migración de células en diferenciación

através  de  nichos  de la  MO.  Inicialmente  Tokoyoda  y  sus  colegas,  propusieron  que  dos  nichos

espacialmente excluyentes de células estromales productoras de CXCL12 e IL7,  participan en la

compartimentación  y  desincronización  de  los  períodos  de  expansión/arresto  celular  de  los

precursores  linfoides,  para  permitir  la  recombinación  adecuada  de  los  genes  V(D)J  para  el

ensamblaje del BCR (Tokoyoda, Egawa & Sugiyama 2004; Park et al., 2013; Clark et al., 2013). Sin

embargo,  datos  recientes  sugieren  que  las  MSC  que  segregan  IL-7  son  también  las  mayores

productoras  de  CXCL12,  y  que  el  cambio  de  señalización  de  IL-7/CXCL12  depende  de  la

biodisponibilidad de IL-7 y de la regulación de CXCR4 (Cordeiro-Gomes et al., 2016; Fistonich et al.,

2018; Zehentmeier & Pereira 2019).

I.1.2.2 Leucemia linfoblásica aguda

Como ya se sugiere en los párrafos anteriores, la producción de las células hematopoyéticas

es un proceso altamente regulado.  El desbalance de los factores reguladores puede dar lugar al

desarrollo  de  patologías  hematológicas,  entre  las  cuales  destaca  el  desarrollo  de  la  leucemia

linfoblástica aguda (LLA) que representa la primer causa de muerte infantil por cáncer en el mundo

(Boulais & Frenette 2015; Pelayo et al., 2012; Purizaca, Meza & Pelayo 2012; Curado et al., 2011; Pui

& Evans 2013). 

La LLA se caracteriza por la proliferación descontrolada de progenitores linfoides arrestados

en algún estadio de diferenciación, denominados blastos leucémicos. La LLA puede originarse en el

compartimento  de  linfocitos  B  o  T,  pero  alrededor  del  80%  de  los  casos  de  LLA  tienen  un

inmunofenotipo de células B. Los blastos de las LLA-B suelen presentar un fenotipo de estadio pre-B,

pro-B,  o  en  casos  minoritarios,  un  fenotipo  de  linaje  mixto  (pre-B/pro-B).  La  baja  incidencia  de

leucemias  mieloides,  y  alta  incidencia  de  LLA en  pacientes  pediátricos  se  debe,  en  parte,  a  la

naturaleza de los procesos hematopoyéticos a lo largo de la vida adulta. Las HSC de la MO humana

van disminuyendo su capacidad de producir células linfoides con la edad (Kim et al.,  2008, Riley

2018). En comparación con las HSC fetales, neonatales y de cordón umbilical, las HSC de adultos

mayores son capaces de mantener la homeostasis de las células linfoides pero no son capaces de
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reabastecer  el  sistema  inmune  con  la  misma  velocidad  y  tienen  una  predominancia  para  la

producción de células mieloides (Yokota & Kanakura 2016). Uno de los mecanismos sugeridos para

este fenómeno que también se observa en procesos de inflamación crónica, es la remodelación del

microambiente en la MO por la modificación en el patrón de secreción de las células estromales hacia

el incremento de citocinas pro-mielocíticas como RANTES, una quimiocina que inhibe la expresión de

factores de transcripción necesarios para la diferenciación linfoide (Riley 2013).

La etiología de la leucemia aún no ha sido esclarecida, sin embargo hay una larga lista de

aberraciones citogenéticas identificadas en blastos leucémicos,  destacando por  su prevalencia la

hiperdiploidía, la traslocación E2A-PBXt(1;19) y la traslocación TEL-AML1 t(12;21). La LLA implica un

paradigma en el estudio del cáncer por dos características principales:

1.  No ha sido posible identificar una población troncal cancerosa. En la LLA, células inmaduras

con  expresión  de  moléculas  características  de  diferentes  estadios  de  diferenciación  de

células  B  son  capaces  de  reestablecer  la  leucemia  al  ser  transplantados  a  una  MO

mieloabatida y/o irradiada. Esta carcaterística reta el modelo de jerarquía celular observado

en la hematopoyesis  normal  y en otros tipos de cáncer  en donde la capacidad de auto-

renovación  es  una  caracterísitca  limitada  a  los  compartimentos  troncales.  Incluso  en  la

leucemia  mieloide  aguda  ha  sido  posible  identificar  una  población  de  células  troncales

leucémicas (Swaminathan et al., 2015; Lang et al., 2015; Enciso et al., 2018).  

2.  Las células de LLA y de otros cánceres con alta prevalencia en pacientes pediátricos (por

ejemplo,  osteosarcomas)  tienen  un  número  bajo  de  aberraciones  citogenéticas  en

comparación con las células de otros tipos de cáncer,  restando soporte a la hipótesis de

acumulación de daño como explicación etiológica del cáncer (Vogelstein 2013). 

En  ausencia  de  la  identificación  de  una  población  leucémica  troncal  en  la  LLA,  se  ha

propuesto la existencia de células pre-leucémicas y células iniciadoras de la leucemia para explicar el

inicio y progresión de la LLA. Una hipótesis sugiere que la adquisición de daño citogenético que da

origen a una población celular pre-leucémica tiene lugar durante la embriogénesis. Las células pre-

leucémicas  podrían  ser  más  susceptibles  a  la  adquisición  y  acumulación  de  daños  genéticos

secundarios en etapas post-natales, con el potencial de transformarse en células iniciadoras de la

leucemia.  Esta  hipótesis  está  soportada  por  evidencia  en gemelos  idénticos  que  comparten una

mutación comunmente expresada en células leucémicas. Esta mutación compartida es indicativa de

un daño adquirido durante etapas pre-natales,  sin embargo son los eventos post-natales los que

determinan que un gemelo desalle leucemia y el otro no (Campana & Pui 2008; Lo-Coco et al., 2014).
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A  pesar  de  que  no  hay  evidencia  concluyente  al  respecto,  se  ha  propuesto  que  los  daños

citogenéticos  secundarios  podrían  deberse  a  la  exposición  del  recién  nacido  a  compuestos

carcinógenicos,  radiación  ionizante,  administración  de  vitamina  K,  proximidad  a  campos

electromagnéticos, entre otros (Lo-Coco et al., 2014; Eden 2010). 

Por otro lado, existe también la hipótesis de “infección retardada” propuesta por Greaves, la

cual considera que infecciones recurrentes en el recién nacido actúan como un factor inductor de

modificaciones genéticas secundarias que pueden dar lugar a la transición de células pre-leucémicas

a células iniciadoras de la leucemia (Greaves 2006; Greaves & Müschen 2015). En esta generación

de daños secundarios inducidos por antígenos asociados a patógenos, se ha sugerido la participación

sinérgica de las enzimas RAG y AID, responsables de los rearreglos genéticos que dan lugar a la

expresión del pre-BCR y BCR en las células B (Nagai et al., 2006). 

Un factor importante a considerar para el estudio y entendimiento de la progresión leucémica

es la convivencia en la MO de distintas clonas leucémicas con la población normal hematopoyética

que, en un inicio, mantiene la producción de células sanas (Figura 3). Conforme progresa la leucemia,

la producción de blastos desplaza a la producción normal hematopoyética. La heterogenidad clonal

leucémica es también responsable de una proporción de las recaídas entre los pacientes leucémicos,

debido  a  la  probable  existencia  de  subpoblaciones  leucémicas  minoritarias  resistentes  a

quimioterapia, las cuales podrían resguardarse en nichos hematopoyéticos quiescentes y emerger

después  de  que  la  población  leucémica  sensible  ha  sido  abatida  durante  los  esquemas  de

quimioterapia y/o radioterapia.

La naturaleza de la competencia entre estas poblaciones celulares aún no es muy clara, sin

embargo, las evidencias recopiladas de experimentos en modelos de ratón e  in vitro  sugieren que

involucra una competencia por los recursos en la MO (por ejemplo, espacio, factores de crecimiento e

interleucinas)  y  una  remodelación  del  microambiente  que  favorece  la  producción  de  células

leucémicas e induce la apoptosis, arresto y/o migración de las células progenitoras sanas (Purizaca,

Meza  &  Pelayo  2012;  Ayala  et  al.,  2009;  Colmone  et  al.,  2008;  Vilchis-Ordoñez  et  al.,  2015;

Balandrán et al 2016; Enciso, Mendoza & Pelayo 2015; Kim et al., 2015). 
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Figura 3.  Complejidad del inicio y progresión leucémica.  Durante la progresión leucémica tiene lugar un
proceso competitivo en el cual convergen y conviven en la MO al menos 3 sistemas: la hematopoyesis normal,
la  producción  celular  leucémica  y  el  microambiente  hematopoyético.  En  el  diagrama,  se  representa  la
convivencia  de los 3  sistemas durante la  leucemogénesis,  proceso durante el  cual  los blastos leucémicos
desplazan gradualmente a la hematopoyesis normal. Los cambios en ambas poblaciones son acompañadas e
influenciadas por cambios en el microambiente de la MO. El microambiente a su vez, es modificado por los
factores secretados por ambas poblaciones celulares estableciendo un asa de retralimentación entre los 3
sistemas,  comunicación  representada  por  la  red  intercelular.  El  establecimiento  de  un  microambiente
“leucémico” podría ser el factor determinante en el desequilibrio leucemia/hematopoyesis normal. Además el
microambiente  y  los  diferentes  nichos  que  lo  conforman,  también  han  sido  sugeridos  como  jugadores
importantes para la supervivencia de clonas leucémicas minoritarias ante la quimioterapia, y responsables de
recaídas (Modificado de: Enciso et al., 2015). 

Estudios en modelos de ratón y en pacientes con leucemia, han revelado que algunas de las

alteraciones del microambiente de la  MO incluyen un aumento en la concentración del factor  de

células madre (SCF, “stem cell factor”) y una disminución de la producción de CXCL12 (Li et al., 2015;

Colmone  et  al.,  2008;  Lim  et  al.,  2016).  Por  otra  parte,  trabajos  previos  de  nuestro  laboratorio

sugieren un importante daño en la frecuencia y función de las HSPC en la MO de los pacientes con

LLA, acompañado de un perfil de secreción anormal y proinflamatorio con aumento de la secreción de

IL-1β y TNFα (Purizaca et al., 2013; Vilchis-Ordoñez et al., 2015). Para abordar las vías moleculares

implicadas  en  las  alteraciones  hematopoyéticas  y  microambientales  que  pueden  favorecer  la
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progresión de la enfermedad, previo al trabajo desarrollado en esta tesis,  construimos un modelo

booleano que demuestra que la activación constitutiva de NF-κB en la red molecular hematopoyética,B en la red molecular hematopoyética,

es  suficiente  para  establecer  un  asa  de  retroalimentación  positiva  que  mantiene  la  secreción

constitutiva de citocinas proinflamatorias (e. p. ej. IL-1β y G-CSF) e inducir la interrupción del eje

CXCR4/CXCL12, que es crucial para el mantenimiento de las células hematopoyéticas en su nicho

regulador. 

I.2 Modelos matemáticos para el estudio del sistema hematopoyético

I.2.1 Origen y fundamento de los modelos de regulación genética discretos

Con la finalidad de comprender el complejo proceso de regulación genética que interviene en

el  desarrollo  celular,  C.  H.  Waddington  introdujo  en  1957  el  concepto  metafórico  de  paisaje

epigenético. Propuso una perspectiva única del desarrollo celular como una esfera que rueda a través

de un paisaje formado por picos y valles. La esfera inicia desde la posición más alta del paisaje,

representando  un  fenotipo  celular  primitivo  y  con  potencial  para  diferenciar  a  distintos  linajes

celulares. El descenso de la esfera representa el proceso de diferenciación. Siguiendo su trayectoria,

la esfera puede finalmente caer en un valle, representando una posición final que se define un estado

estable -y un destino celular- también conocido como atractor. El paisaje epigenético de Waddington

fue formalizado, entre otros, por S. A. Kauffman, quien estudió el comportamiento de grandes redes

de  "genes"  con  estados  de  activación  binarios  (por  ejemplo,  actividad/inactividad,

encendido/apagado)  y  aleatoriamente  interconectados,  estableciendo  los  principios  del  modelado

Booleano  (Kauffman  1969).  El  supuesto  de  una  regulación  transcripcional  discreta  se  investigó

posteriormente en la embriogénesis de Drosophila, mostrando que el gradiente de morfógeno bicoide

resultaba de promediar los estados binarios de actividad transcripcional, activos o inactivos, a nivel de

núcleos individuales (Garcia et al., 2013).

El  comportamiento del  sistema general  y  el  número de atrayentes de una red reguladora

Booleana o multivaluada depende de características topológicas como el número de componentes y

el grado de interconectividad entre ellos. Durante muchos años se aceptó que las redes biológicas

eran sistemas libres de escala con una distribución de la conectividad dada por la ley de potencias

(Serra,  Villani  & Agostini  2003;  Albert  2005;  Garcia et  al.,  2013).  En una red libre de escala,  las

características de la red son independientes del tamaño de la red. Eso significa que cuando la red

crece,  la  estructura  subyacente  sigue  siendo  la  misma.  Por  otro  lado,  la  distribución  de  ley  de

potencias indica que existe una relación entre dos variables (M, m)  en donde el  cambio de una
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variable (M) resulta en un cambio proporcional relativo de la segunda variable (m) dado por la fórmula

M = amk, en donde a y k son constantes. Sin embargo, se ha comprobado que las redes biológicas

empleadas para proponer  este tipo de relación fue establecida con base en análisis  visuales de

representaciones graficas y no através de medidas estadísticas (Khanin & Wit 2006). 

Actualmente la caraterística principal de las redes biológicas se describe como conectividad

altamente  variable  pero  siguiendo una distirbución en forma de cola,  teniendo pocos  nodos  con

muchas aristas y muchos nodos con pocas aristas. La conectividad puede seguir diferentes tipos de

relaciones:  leyes  de  potencias,  exponenciales,  Poisson.  Esta  propiedad  de  las  redes  biológicas

proporciona, entre otros atributos, la robustez de la red, un mejor rendimiento en la difusión de la

información  y  la  propiedad  de  que  el  número  de  atractores  es  prácticamente  independiente  del

número de nodos.

El  modelado  matemático  discreto  y  la  simulación  computacional  basado  en  las  redes  de

regulación  Booleana  proporciona  información  cualitativa  significativa  que  emerge  de  la  topología

básica de las relaciones moleculares que determinan los destinos celulares, y puede utilizarse para el

análisis de circuitos biológicos sin necesidad de valores explícitos de los parámetros cinéticos de la

red. En este tipo de enfoque, los nodos de la red pueden representar genes, factores de transcripción,

proteínas que median en cascadas de señalización, ARN, factores ambientales, etc., y los enlaces

representan la regulación positiva o negativa entre pares de nodos. La variable de estado de cada

nodo toma un valor discreto de 0 (inhibido o inactivo) o 1 (expresado o activo) (Wang, Saadatpour &

Albert 2012). El estado de cada nodo en el tiempo t+1 se especifica mediante un mapeo dinámico

que depende del estado de sus reguladores en un tiempo anterior, t:

X n( t+1)
=f n (Xn1( t ) ,Xn2(t) ,… ,Xnk(t) )  [w1], 

donde  fn es una función discreta que determina el estado del nodo  n en el tiempo  t-1 (Xn(t+1)) de

acuerdo al estado de los nodos n1, n2, …, nk en el tiempo t. La función fn  representa una proposición

lógica, también conocida como regla Booleana, constituida por términos elementales relacionados por

las  conectividades  lógicas  AND,  OR,  y  NOT.  Las  proposiciones  lógicas  satisfacen  la  axiomática

Booleana, que cumple con la asociatividad, la conmutatividad, la distributividad, la absortividad y la

identidad.  La  naturaleza  discreta  de  los  valores  de  verdad  que  intervienen  en las  proposiciones

lógicas Booleanas implica que esta aproximación no siempre es suficiente para investigar la enorme

variabilidad inherente a los procesos biológicos, como es el caso de los niveles de expresión, las

concentraciones,  las  tasas  de  decaimiento,  etc.  Así  pues,  es  natural  considerar  una  teoría  que

contemple proposiciones lógicas multivaluadas para las interacciones de red en las que los valores de
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verdad pueden sufrir más de dos niveles de activación pero siguen trabajando con valores discretos

como 0, 1 y 2 que representan, por ejemplo, la inactivación, la activación intermedia y la activación

alta.

Las reglas lógicas o Booleanas, son empeladas para simular computacionalmente la dinámica

de una red booleana a través de pasos de tiempo discretos. La dinámica y los atractores obtenidos

dependen completamente del estado de activación inicial que les asigna a los nodos de la red. A partir

de un estado o grupos de estados iniciales, los nodos de la red actualizan iterativamente su valor

basándose  en  las  reglas  Booleanas  hasta  llegar  finalmente  a  un  estado  estable  de  punto  fijo

determinado por la condición  qi(t+1) = qi(t), siendo  q un estado de la red  i con estados de activación

específicos para cada uno de los nodos que la conforman. En una simulación exhaustiva del modelo

Booleano que se desea estudiar, se evalúan las trayectorias y atractores obtenidos a partir de todas

las configuraciones iniciales posibles en el espacio de estados. El tamaño del espacio de estados de

un modelo es Ω= 2N donde N es el número de nodos en la red. Alternativamente, los estados finales

puede ser un atractor cíclico asociado a la condición qi(t+S) = qi(t), donde el número entero S señala el

período  del  atractor.  Los  atractores  cíclicos  se  interpretan  generalmente  como  comportamientos

oscilatorios y se sostienen por lo menos por un circuito de retroalimentación negativa en la topología

de la red, que implica un número impar de interacciones inhibitorias (Thomas 1981). Este tipo de

atractores pueden estar directamente asociados a eventos biológicos, por ejemplo en modelos que

recuperan  las  oscilaciones  del  ciclo  celular  o,  a  veces,  pueden  interpretarse  como  activaciones

intermedias  u  oscilatorias  en  modelos  multivaluados  y  de  diferenciación  booleana,  como  se  ha

informado con los atractores de células T (Fauré et  al.,  2006;  Davidich & Bornholdt  2008;  Ortiz-

Gutiérrez et al., 2015; Naldi et al., 2010; Martinez-Sanchez et al., 2015). 

A cada atractor de punto fijo y cíclico se llega desde un número  ω de condiciones iniciales

diferentes. El parámetro ω denota el tamaño de la cuenca de atracción que puede visualizarse como

una proporción  de  áreas  en  el  paisaje  epigenético.  Por  consiguiente,  la  probabilidad  de  que  se

exprese  un  estado  estable  es  p  =  ω/Ω, considerando  como  probabilidad  a  la  proporción  de

trayectorias que derivan en un estado estable específico. La probabilidad varía dependiendo del tipo

de actualización del modelo, si es síncrono o asíncrono.
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I.2.2 Modelos discretos para el estudio de la hematopoyesis

En  el  paisaje  epigenético  de  Waddington,  la  célula  situada  en  la  "cumbre"  del  paisaje

epigenético hematopoyético es la HSC. A medida que se descifra la red transcripcional que subyace a

la diferenciación linfoide,  se descubren estadios progenitores intermedios o "valles"  en el  paisaje

epigenético.  

Aunque las transiciones de diferenciación se reconocen ahora como procesos continuos, la

adquisición  de  moléculas  y  propiedades  identificables  con  fenotipos  estables  depende  de

interruptores moleculares que actúan como pasos determinantes del linaje, lo que ha permitido la

simulación  de  los  procesos  de  diferenciación  como  modelos  discretos.  Más  concretamente,  la

diferenciación hematopoyética se ha abordado con modelos discretos a muchos niveles (Figura 4),

desde la cima de la colina del paisaje epigenético hasta las etapas finales de la producción de células

maduras. El principal tipo de información que proporciona la construcción y simulación de la redes

Booleanas  se  obtiene  de  la  integración  funcional  de  los  componentes  de  la  red  de  regulación

genética,  la  cual  se  confirma  a  través  de  la  validación  de  los  atractores  y  transiciones  con

observaciones experimentales previas.  Para comparar con los datos experimentales,  los modelos

Booleanos se someten a diferentes tipos de perturbaciones, incluidas las mutaciones permanentes

(por ejemplo, el  knock-out o la sobreexpresión del gen) o los cambios temporales en el valor de

activación de los nodos, que pueden entenderse como "desencadenantes" que pueden dar lugar a

transiciones entre estados de la red. Un ejemplo de este tipo de evaluaciones es el caso del modelo

de red de células troncales y progenitores hematopoyéticos (HSPC) generado por Bonzanni et al.,

2013. El modelo HSPC represeta la dinámica de 10 genes expresados en la población de células

troncales, además de GATA1 que se expresa en el progenitor temprano MPP (Bonzanni et al., 2013).

La simulación dinámica de la red HSPC genera dos atractores de estado único, uno con perfil de

célula  eritroide  y  el  otro  con  todos  los  genes  desactivados,  definiendo  un  perfil  de  células  no

hematopoyéticas.  Además  el  modelo  recupera  un  atractor  cíclico  compuesto  de  32  estados  de

activación oscilatoria para cuatro genes (i.e. Gata2, Zfpm1, Erg y Eto2a) compatibles con los datos de

expresión genética  de una célula  única  de las  HSPC (Ramos et  al.,  2006).  A partir  del  atractor

complejo de HSPC, evaluaron las transiciones dinámicas inducidas por la modificación del valor de

activación de nodos individuales. El cálculo de las transiciones permitió trazar la ruta de desarrollo

desde las HSPC hacia los perfiles de células T eritrocitarias, granulocitarias, monocitarias, asesinas

naturales (NK), de células B, CD4 o CD8 (Chambers et al., 2007). La simulación y evaluación del

modelo de Bonzanni proporciona información sobre la estabilidad del atractor de la HSPC, el tipo de
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genes  que  intervienen  en  la  ruta  de  desarrollo  y  que  desencadenan  la  transición  hacia  linajes

específicos  durante  la  diferenciación.  Además,  la  reconstrucción  del  modelo  permitió  sugerir  la

regulación  negativa  de  Gata1  sobre  Fli1,  necesaria  para  asegurar  la  estabilidad  de  los  estados

diferenciados. Dicha interacción fue corroborada experimentalmente en el mismo trabajo (Bonzanni et

al., 2013).

En  una  publicación  más  reciente,  la  ramificación  mieloide/linfoide  se  abordó  mediante  el

ensamblaje de un red de regulación genética con 23 nodos que, al ser computados utilizando un

formalismo lógico multivaluado, generaron 4 atractores estables compatibles con los genotipos de

CLP, células de linaje B, progenitores de granulocitos-monocitos (GMP) y macrófagos (Collombet et

al., 2017). Como se expuso anteriormente, tan sólo el ensamblado de la red genética puede ser útil

para proponer interacciones novedosas, como ocurrió con este modelo que predijo tres regulaciones

faltantes (i.e. la regulación negativa de la transcripción de C/EBPα por Foxo1, la activación de E2A

por  Ikaros  y  la  regulación  positiva  de  Gfi1  por  Pax-5).  Además,  el  modelo  permitió  explorar  los

mecanismos moleculares de inducción transitoria del factor de transcripción C/EBPα que regula a la

baja el núcleo transcripcional de la especificación a linfocito B y promueve una trans-diferenciación

irreversible  hacia  macrófagos.  Las  conclusiones  teóricas  complementaron  los  resultados  de  un

informe experimental  previo  en  el  que  las  células  B  transdiferenciaron  hacia  macrófagos  tras  la

expresión inducida de C/EBPα y C/EBPβ (Xie et al 2004).

Las predicciones derivadas de este tipo de modelos podrían ser útiles para desentrañar la

patobiología de las enfermedades hematopoyéticas, por ejemplo, el modelo mieloide/linfoide podría

aplicarse para comprender la regulación aberrante de los núcleos transcripcionales de diferenciación

en  las  leucemias  agudas  raras  de  tipo  mixto  donde  las  células  neoplásicas  expresan

concomitantemente  marcadores  mieloides  y  linfoides.  Además,  los  análisis  de  los  modelos  de

ramificación  temprana  pueden  ayudar  a  profundizar  las  investigaciones  sobre  los  procesos

relacionados con la plasticidad, como los que se sugiere que intervienen en el cambio de linaje de la

leucemia  y  la  recaída  (Dorantes-Acosta  &  Pelayo  2012).  Sin  embargo,  para  muchos  tipos  de

enfermedades ha cobrado especial interés la integración de las señales microambientales capaces de

influir y regular los núcleos transcripcionales reguladores de la diferenciación celular, en particular

para abordar la retroalimentación bidireccional entre las células y su microambiente circundante.
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Figura 4. Atractores celulares y transiciones de la diferenciación hematopoyética reproducidos a través
de modelos discretos. Los modelos discretos han sido ampliamente utilizados para modelar distintas ramas de
la diferenciación hematopoyética. En la red se encuentran representados algunos de los artículos (código de
color) en donde se reportan los resultados de modelos discretos y los fenotipos celulares que recuperan en las
simulaciones. El subsistema hematopoyético más estudiado a través de estrategias computacionales discretas
es  la  diferenciación  de  linfocitos  T,  proceso  del  cual  se  han  recuperado  numerosos  fenotipos  observados
experimentalmente  (nodos  amarillos)  y  algunos  estadios  teóricos  que  no  han  asociado  a  hallazgos
experimentales (nodos blancos). Las flechas negras representan la dirección de la hematopoyesis hacia el linaje
mieloide y linfoide. Figura de: Enciso, Pelayo & Villarreal 2019.

I.2.3  Modelos  de  diferenciación  y  plasticidad  linfoide  influidos  por  elementos  
microambientales

La aplicabilidad de los modelos discretos se amplía a la luz de los descubrimientos sobre la

heterogeneidad  y  la  plasticidad  celular.  Su  flexibilidad  para  el  análisis  de  sistemas  biológicos

integrados por múltiples tipos de eventos moleculares (i.e. interacción receptor/sustrato, fosforilación/

desfosforilación, transcripción, degradación) los convierte en una herramienta útil para la evaluación

de diferentes microambientes que influyen en la modulación de las redes genéticas y de señalización.
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Moléculas como las integrinas, citoquinas o receptores de antígenos pueden incluirse en los modelos

computacionales  ya  que  participan  en  el  mantenimiento  de  un  determinado  compartimiento

hematopoyético, el aumento de la proliferación, la regulación de la apoptosis o la migración, o la

orientación de la diferenciación a un fenotipo u otro. Como se ha mencionado anteriormente, algunos

de  estos  procesos  pueden  ser  representados  en  los  modelos  como  comportamientos  binarios

emergentes  de  la  conectividad  entre  nodos  de  las  redes  moleculares  y  el  ruido,  intrínseco  o

extrínseco (Huang & Ferrell 1996; Kim & Sauro 2012; Das et al., 2009).

Algunos de los primeros enfoques matemáticos lógicos para modelar el comportamiento de los

linfocitos tras la exposición a los antígenos precedieron al desarrollo de redes que conectaban los

eventos  intracelulares  que  regulan  el  destino  celular  de  los  progenitores  hematopoyéticos  y  los

linfocitos (Kaufman,  Urbain  & Thomas 1985;  Kaufman & Thomas 1987).  Pero,  a medida que se

descubrían los diferentes subtipos de linfocitos, los esfuerzos se centraron en la reconstrucción del

redes de regulación genética que permitieran explicar la aparición de fenotipos maduros en respuesta

a factores microambientales variables en condiciones normales y patológicas. El primer modelo de

ramificación  de  la  diferenciación  linfoide  utilizando  una  perspectiva  discreta  que  describe  la

polarización de células Th vírgenes (Th0) en células Th1 o Th2 , resultó de la transformación de un

modelo  continuo  previo  basado  en  funciones  de  Hill  a  un  modelo  de  ecuaciones  diferenciales

ordinarias de tres dimensiones (Yates,  Callard & Stark 2004).  Más adelante,  la versión booleana

propuesta por Mendoza integró 17 nodos y reemplazó el bucle de auto-retroalimentación positiva del

factor de transcripción Gata-3 en el modelo de Yates con un circuito de retroalimentación funcional

más  refinado  que  involucra  a  Gata-3  y  a  la  interleucina-4  (IL-4).  La  activación  de  este  circuito

funcional caracteriza al subtipo de célula Th2 (Mendoza 2006; Kim et al., 1999; Höffer et al., 2002, Ho

et al., 1996). Además de recuperar la polarización Th0 en Th1 y Th2, el modelo actualizado fue capaz

de describir la transición entre los atractores Th1 y Th2 mediante la estimulación con IFNγ, IL-4, o la

combinación de IL-12 e IL-18. Más tarde, el modelo se amplió para incluir factores de transcripción

adicionales, citocinas y moléculas de transducción de señales para recuperar destinos adicionales a

las células reguladoras de T (Treg) y Th17 (Naldi et al., 2010). La publicación de nuevos trabajos

describiendo nuevos datos moleculares han dado lugar a la reconstrucción y simulación de versiones

más grandes de la red de diferenciación linfoide, prediciendo un mayor repertorio de subconjuntos de

células Th (Figura 4), incluyendo células independientes Tfh, Th9, Treg, iTreg, Th9, Th17, Th22 y T

reguladoras de Foxp3 (Martinez-Sanchez et al., 2015; Abou-Jaoudé et al., 2015; Puniya et al., 2018).
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Los linfocitos  B y  NK han sido menos populares  en el  modelado matemático.  Durante  la

diferenciación  de  las  células  B  terminales  en  los  centros  germinales  de  los  órganos  linfoides

secundarios, la exposición a factores ambientales particulares, incluyendo la activación mediada por

antígenos del BCR, define la transición de la célula B con un fenotipo vírgen hacia una célula de

memoria o a una célula plasmática productora de anticuerpos. Esta diferenciación terminal de las

células B ha sido simulada como un modelo Booleano que recupera cuatro perfiles celulares: célula B

ingenua  antes  y  después  de  llegar  al  centro  germinal  (GC),  célula  de  memoria  (MC)  y  célula

plasmática (PC) (Méndez & Mendoza 2016). El modelo de célula B recupera no sólo los atractores

celulares esperados sino también las transiciones con significado biológico.  Cabe destacar que a

partir de la reconstrucción de la red y las simulaciones del modelo, se predicen cuatro interacciones

que no han sido confirmadas experimentalmente pero que se sugieren a través de mecanismos

indirectos:  dos bucles de auto-retroalimentación involucrados en la  activación de Pax5 y Bcl6,  la

regulación positiva de Bcl6 por parte de Pax5 y la inhibición de Pax5 por parte de Irf4.

Por otro lado, la biología de las células NK ha sido abordada recientemente por un modelo

Booleano que recupera un atractor de CLP capaz de transitar hacia atractores pro-B, progenitor T

temprano o tres subtipos diferentes de atractores NK caracterizados por la expresión diferencial de T-

bet  y Eomes.  Las transiciones CLP hacia los diferentes atractores es dependiente del  patrón de

activación de IL-7, IL-15 y del ligando Delta (Liquitaya-Montiel & Mendoza 2016). Los tres atractores

NK recuperados por el modelo son compatibles con hallazgos experimentales sobre la producción de

NKs altamente citotóxicos, NKs de la MO y NKs hepáticos (Simonetta, Pradier & Roosnek 2016).

La participación del microambiente en la diferenciación de los linfocitos se aplica con éxito en

los modelos mencionados gracias a la suposición de que las citocinas están ausentes o presentes, y

no consideran la disponibilidad graduada. Otro tipo de modelos han integrado supuestos para simular

el procesamiento y la propagación de la señal utilizando un modelo discreto, como los modelos de las

vías de señalización asociadas a la activación del TCR (Saez-Rodríguez et al., 2007; Klamt et al.,

2006). Saez-Rodríguez y colaboradores simularon un modelo Booleano a partir de una red de 94

nodos incluyendo un ajuste que permitiera integrar que algunos eventos moleculares ocurren antes o

más rápidamente que otros.  Las reglas lógicas se actualizaron en una primera y segunda ronda

dependiendo de la naturaleza del evento molecular. A partir de los atractores recuperados después de

la  simulación,  los  autores  hicieron  predicciones  sobre  la  cascada  de  señales  activada  por  el

compromiso de los receptores y las confirmaron experimentalmente. La aplicación de dos rondas de

actualización es una forma de reconocer que los acontecimientos celulares se producen en escalas
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de tiempo diferentes, por ejemplo, las reacciones bioquímicas que tienen lugar en el citoplasma (por

ejemplo,  la  inhibición  molecular  por  fosforilación)  son  más  rápidas  que  las  modulaciones

transcripcionales (por ejemplo, el factor de transcripción que se traslada al núcleo y se une a un

promotor genético que se activará). A pesar de su utilidad, es necesario reconocer que los modelos

discretos son útiles para el estudio de determinados procesos celulares con suposiciones estrictas

sobre  su  naturaleza.  En  particular,  este  tipo  de  modelos  es  insuficiente  cuando  el  proceso  es

altamente dependiente de concentraciones continuas o graduales de una biomolécula.

El estudio de las enfermedades crónicas tiene una gran influencia en la comprensión de cómo

los cambios sutiles en la biodisponibilidad de algunas moléculas derivan en la perturbación completa

de sistemas biológicos complejos. Si quisiéramos simular cómo la acumulación progresiva de factores

pro-inflamatorios en el tracto intestinal perturba las proporciones de las poblaciones de células T, el

uso de modelos Booleanos sería muy limitado para ver las etapas transitorias entre el atractor sano y

un atractor patológico, como ocurre en la enfermedad inflamatoria de Bowel (Geremia & Arancibia-

Cárcamo, 2017).

I.2.4  Modelos  con  variación  de  dosis  para  el  estudio  de  la  diversidad  linfoide:  

continuos, multivaluados y probabilísticos

El modelado y simulación de la producción o activación de células linfoides puede requerir la

integración de moléculas con efectos dosis-dependientes, como por ejemplo; las afinidades ligando-

receptor, los gradientes de quimiocinas e incluso algunos factores de transcripción como C/EBPα y

PU.1 (Collombet et al., 2017; Xie et al., 2004). En este sentido, los modelos matemáticos continuos

son el instrumento más recurrente para el estudio del desarrollo y la respuesta de los linfocitos, útiles

para evaluar la dinámica de las subpoblaciones y el repertorio de receptores (Mehr 2003; Salmon-

Divon  et  al.,  2005).  La  construcción  de  este  tipo  de  modelos  requiere  información  cinética  y

bioquímica detallada, sin embargo cuando este tipo de información es escasa, existen estrategias

para  ajustar  los  parámetros  cinéticos  a  los  datos  experimentales  disponibles.  Algunos  procesos

celulares  dependientes  de  variaciones  en  las  concentraciones,  pueden  simularse  todavía  con

enfoques  discretos  utilizando  modelos  multivaluados  o  redes  Booleanas  probabilísticas.  También

existen otras alternativas para integrar acontecimientos moleculares discretos y continuos, como la

construcción de modelos híbridos y difusos. 
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Los modelos híbridos han sido empleados para simular la activación de los linfocitos Th y B

por parte de las DC, y su posterior salida del ganglio linfático. Las entidades celulares y los pasos de

replicación  se  simularon  como  variables  discretas,  mientras  que  la  migración  se  simuló  con

ecuaciones  diferenciales  definidas  con  parámetros  continuos  (e.g.,  concentración  y  difusión  de

quimiocinas, velocidad celular) (Baldazzi et al., 2009). 

Las vías moleculares que participan en la señalización del TCR, un proceso con interacciones

dosis-dependientes,  han sido modeladas con valores multivaluados y continuos.  Río  abajo  de la

activación  del  TCR  con  péptidos  procesados  y  expresados  en  la  superficie  de  las  células

presentadoras de antígenos, tiene lugar el proceso de discriminación de ligandos durante el cual los

linfocitos T diferencian entre antígenos de unión débil y de unión fuerte, para identificar los antígenos

propios y los ajenos. La afinidad de ligandos débil o fuerte, fue representada mediante un modelo

multivaluado que permitía tres posibles niveles de activación de los nodos TCR y PI3K (off=0, low=1 y

high=2). Las simulaciones computacionales del modelo corroboraron que una señal de TCR baja

favorece la diferenciación de Treg, mientras que una señal más fuerte da lugar a la inducción del perfil

de Th (Miskov-Zivanov et al., 2013). Además, la variación del número de rondas o pasos de tiempo

para la activación del TCR, como enfoque para los tiempos de vida de los ligandos, mostró que el

fenotipo Th se estabiliza más rápidamente que un perfil Treg. 

Por  otro  lado,  el  proceso  de  activación  del  TCR  ha  sido  simulado  con  ecuaciones

diferenciales.  Las  simulaciones  continuas  sugirieron  que  el  establecimiento  de  una  asa  de

retroalimentación negativa por  la  vía MAPK es la  responsable de modular  la  respuesta del  TCR

después  de  su  activación  hasta  que  se  alcanza  un  umbral  de  activación  de  la  cinasa  ERK,

asemejando a un comportamiento binario (Altan-Bonnet & Germain 2005). El modelo se amplió para

responder a la pregunta de cómo las variaciones estocásticas en la expresión de las proteínas CD8

dentro  de  una  población  clonal  de  células  T  podrían  afectar  su  capacidad  de  respuesta.  Las

variaciones en la expresión de CD8 y dos componentes de la vía de señalización del MAPK, ERK-1 y

SHP-1,  generan  dispersión  en  la  capacidad  de  respuesta  entre  las  células  individuales,  pero  la

corregulación de CD8 y SHP-1 restringe la variabilidad fenotípica (Feinerman et al., 2008). Más tarde

se descubrió que el  proceso de discriminación de los ligandos influye en la diferenciación de las

células T en fenotipos Treg o Th mediante la modulación descendente de las vías de señalización

PTEN y Akt/mTOR (Sauer et al., 2008; Haxhinasto, Mathis & Benoist 2008). 
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El microambiente inductivo que participa en la diferenciación de los linfocitos es susceptible de

modificaciones en respuesta a desafíos locales y distantes, como las infecciones que influyen en el

compartimiento de los linfocitos al inducir la plasticidad. Para profundizar en la composición de los

patrones microambientales que afectan a la diversidad de los linfocitos T, se ha desarrollado redes

Booleanas probabilísticas (PBCN). A diferencia de los modelos Booleanos convencionales, las PBCN

asocian probabilidades de activación a cada nodo como una representación de la dosis, aumentando

el rango de microambientes simulables (Puniya et al., 2018). Mediante un análisis de sensibilidad de

la PBCN se identificaron los requisitos mínimos del microambiente, en cuanto a composición y dosis,

para la recuperación de 10 perfiles de células T y algunas transiciones de plasticidad reportadas

experimentalmente.

Cada tipo de modelo tiene diferentes limitaciones,  resumidas en la  Tabla  1.  Los modelos

multinivel  y  probabilísticos  no  permiten  la  integración  de  jerarquías  temporales  en  los  eventos

moleculares, lo que es particularmente importante cuando se modelan más de un tipo de procesos

celulares (por ejemplo, reacciones bioquímicas, eventos transcripcionales, exportación de citoquinas,

unión intercelular). Mientras que el modelo continuo, incluye un número limitado de componentes que

dependen de la disponibilidad de sus parámetros cinéticos o de suficiente información para establecer

supuestos. Como alternativa, proponemos el uso de la lógica difusa para fusionar grandes redes de

regulación transcripcional que participan en la diferenciación y plasticidad celular, con el conocimiento

cualitativo  de  la  cinética  de  las  vías  de  señalización  que  participan  en  la  transducción  de  las

variaciones microambientales (por ejemplo, qué eventos son relativamente más rápidos que otros, o

qué ligando se une predominantemente a su receptor por encima de otro ligando).

I.2.5 Simulación continua con lógica difusa a partir de redes de diferenciación discreta

Como una  alternativa  a  la  falta  de  parámetros  cinéticos,  los  modelos  Booleanos  pueden

transformarse en sistemas continuos utilizando la  lógica difusa (Enciso,  Pelayo & Villarreal  2019;

Méndez & Mendoza 2016; Villarreal, Padilla-Longoria & Álvarez-Buylla 2012; Di Cara et al., 2007). La

lógica  difusa  satisface  una  axiomática  similar  a  la  de  la  lógica  Booleana,  sin  embargo  emplea

operadores  que  permiten  definir  valores  continuos  entre  0  y  1,  manteniendo  una  descripción

cualitativa. La lógica difusa es una teoría que tiene como objetivo proporcionar una base formal para

aproximar  el  razonamiento  continuo  con  aplicaciones  en  las  ciencias  físicas,  biomédicas  y  del

comportamiento.
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El enfoque de lógica difusa es útil para aprovechar redes de regulación genética existentes, de

diferenciación  y  activación  linfoide,  en  la  simulación  de  escenarios  complejos  que  impliquen  la

comunicación intercelular entre células inmunes, la interacción de las células inmunes con el tejido

normal  o  patológico  y  las  transiciones  de  la  población  de  células  inmunes  en  respuesta  a  la

remodelación del microambiente.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de tres tipos de modelos matemáticos

La transformación de modelos discretos en un conjunto de ecuaciones diferenciales es útil

para identificar atractores adicionales y/o estados transitorios con relevancia biológica. Por ejemplo,

en el modelo de Méndez y Mendoza, la simulación continua de una red de diferenciación de células B

recuperó tres atractores adicionales en comparación con la simulación de la misma red, como modelo

Booleano (Méndez & Mendoza 2016). Los atractores adicionales mostraron valores intermedios de

Bcl-6 y/o Irf4, sin embargo sólo uno de ellos fue comparable con un fenotipo previamente reportado

para centrocitos identificados durante la selección en centros germinales (Cattoretti et al., 2006). 

- 27 -



En comparación con los modelos continuos convencionales, la simulación computacional de

los modelos difusos es más sencilla y, en consecuencia, más rápida, por lo que también permite la

integración de redes Booleanas desarrolladas independientemente. Un ejemplo de esta utilidad es el

modelo de Méndez y Mendoza construido para simular la diferenciación de linfocitos T/B (Mendoza &

Méndez 2015). Este modelo está conformada por 81 ecuaciones que representan citocinas y factores

de transcripción que conducen a diez atractores: Th0, Th1, Th2, Th17, Treg, linfocito T citotóxico,

linfocitos T DP, CD8 T virgen, célula B virgen y célula plasmática. Los atractores obtenidos por el

modelo  continuo  son  más  compatibles  con  los  datos  experimentales  que  los  modelos  discretos

anteriores, todos los atractores tienen valores intermedios para Ikaros, Gfi1 y PU1. Para cada uno de

los tres factores de transcripción existen fuertes evidencias que asocian su expresión intermedia con

la delimitación hacia el linaje linfoide durante la diferenciación hematopoyética (Spooner et al., 2009;

Mak et al., 2011; Zarnegar & Rothenberg 2012). 

I.2.6 Aplicación del modelado computacional para la simulación de contextos genéticos

y microambientales patológicos relacionados con las células linfoides

El marco lógico también se ha aplicado a la simulación de las vías de señalización implicadas

en enfermedades relacionadas con las células linfoides, como la leucemia linfoblástica aguda y la

leucemia de linfocitos granulares grandes de células T (T-LGL). En el primer caso, se predijo que un

microambiente proinflamatorio puede inducir inestabilidad en dos ejes moleculares responsables de la

retención de las células progenitoras hematopoyéticas dentro de los nichos regulatorios de la MO: eje

citocina-receptor CXCL12/CXCR4 y eje de integrinas VCAM-1/VLA4. En este trabajo previo se predijo

que  un estímulo  pro-inflamatorio  representado  por  un ligando  de TLR,  es  capaz  de inestabilizar

ambos  ejes  moleculares  causando  la  la  desregulación  de  la  proliferación  de  los  progenitores

hematopoyeticos en el nicho mesenquimal, probablemente participando a través de este mecanismo

en la promoción de hiperproliferación celular característica de patologías como la LLA (Enciso et al.,

2016).  En el  segundo caso,  el  modelo  lógico  fue útil  para  descifrar  algunos de los  mecanismos

moleculares que promueven la progresión de la leucemia T-LGL, entre ellos identificaron a la cinasa

de  esfingosina  1  y  al  NF-kB como factores  esenciales  para  la  superviciencia  de los  linfocitos  T

citotoxicos (Zhang et al., 2008). 

Ambos modelos integran factores microambientales con vías de señalización que participan

en las decisiones sobre el destino celular, y en ambos casos el papel de la vía proinflamatoria del NF-

kB surgió como un factor importante en la patogénesis, actuando a diferente niveles: directamente
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dentro  de  las  células  leucémicas  promoviendo  su  supervivencia  y  modificando  la  expresión  de

receptores, o en las células estromales modificando su patrón de secreción de citocinas. 

Pocos  modelos  matemáticos  han  logrado  simular  ficientemente  la  comunicación  dinámica

entre los linfocitos y el microambiente, teniendo en cuenta que los bucles de retroalimentación entre

ambos sistemas son la clave para modular las respuestas inmunitarias en contextos saludables o,

para mantener estados pro-inflamatorios en múltiples enfermedades crónicas. Durante muchos años

el estudio de las condiciones pro-inflamatorias se centró en la identificación de citocinas que pudieran

ser utilizadas como biomarcadores o dirigidas como terapias adyuvantes.  Con los avances en la

inmunoterapia, el estudio de la participación de las células inmunitarias como participantes activos en

el  desarrollo  y  la  progresión de las  enfermedades crónicas  ha cobrado gran importancia  porque

representan  un  objetivo  terapéutico  que,  en  la  mayoría  de  los  casos,  implica  menos  efectos

colaterales que las terapias convencionales. 

Recientemente  se ha  comprobado  que  el  enfoque  del  paisaje  epigenético  es  útil  para  el

análisis  in silico de la progresión de salud hacia la patogenia (Huang, Ernberg & Kauffman 2009),

como la transición epitelio-mesenquima y la inducción a fenotipos migratorios después de afecciones

proinflamatorias crónicas, lo que ofrece una herramienta para profundizar en las etapas de transición

que podrían ser importantes para el diagnóstico temprano y reversión de la enfermedad. En el caso

del  modelado  computacional  de  la  transición  epitelio-mesenquima  inducida  por  señales

proinflamatorias,  se  demostró  que  podría  haber  una  etapa  intermedia  con  un  perfil  senescente

(Méndez-López  et  al.,  2017).  El  proceso  de  transformación  maligna  es  promovido,  entre  otros

factores, por TGFβ secretado por las células CD8 y Treg, y TNFα producido por macrófagos y células

T  proinflamatorias  (Bates  &  Mercurio  2003;  Mahic  et  al.,  2008).  Es  importante  señalar  que  los

linfocitos T CD8 se han utilizado como agentes de promoción de características  agresivas en la

tumorigénesis del cáncer de mama (Santisteban et al., 2009), pero el uso de las células T CD8 como

dianas terapéuticas implica afectar a una de las defensas más importantes contra las infecciones, por

lo que la investigación sobre las redes reguladoras que subyacen a la polarización de las células T

abre  nuevas oportunidades para el  desarrollo  de terapias  más precisas  (Gómez Tejeda Zañudo,

Scaltriti, & Albert 2017).

El mismo enfoque es aplicable al estudio de los atractores emergentes de muchas otras redes

asociadas a enfermedades crónicas. Por ejemplo, la diabetes de tipo 2 puede describirse en términos

de redes de interacción de células beta-pancreáticas (Zhou, Brusch & Huang 2011) y linfocitos T,
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sobre la base de pruebas de la participación de diferentes subpoblaciones T como inductores de

inflamación local y sistémica (Xia, Rao & Zhong 2017). Un primer modelo dirigido a la plasticidad de

las  células  T  CD4  en  enfermedades  metabólicas  mostró  que  la  hiperinsulinemia,  una  afección

asociada  al  síndrome  metabólico  y  a  las  primeras  etapas  de  la  diabetes  de  tipo  2,  inhibe  la

generación de células T reguladoras de Foxp3 independientes y estabiliza el atractor Th17 (Martinez-

Sanchez,  Hiriart  &  Álvarez-Buylla  2017).  Además  de  la  diabetes  de  tipo  2,  el  aumento  de  la

subpoblación Th17 y la disminución de las células reguladoras T se han vinculado con la destrucción

de las células beta-pancreáticas en la patogénesis de la diabetes de tipo 1,  un mayor riesgo de

recurrencia del cáncer de mama en los pacientes diabéticos y una mayor susceptibilidad a desarrollar

colitis (Emamaullee 2009; Nicholas et al., 2016; Xin et al., 2014). La modulación de la subpoblación

Th17 como tratamiento prometedor de la colitis se predijo mediante simulaciones computacionales de

un modelo continuo desarrollado por Carbo y colaboradores (Carbo et al., 2013).

En todos los procesos crónicos mencionados anteriormente, intervienen múltiples etapas de

desarrollo de la enfermedad en las que se producen diferentes cambios en el microambiente y la

composición celular. Con los modelos discretos podemos trazar un mapa claro de los atractores y de

las  transiciones  entre  ellos,  en  presencia  o  ausencia  de  nodos  particulares.  Así  pues,  la

transformación de los modelos Booleanos, utilizando la lógica difusa, es un enfoque prometedor para

integrar las redes de diferenciación de las células linfoides y las células de otros tejidos a fin de

obtener modelos más precisos para estudiar las enfermedades crónicas, ya que se hace importante

la consideración de la evolución temporal y los cambios graduales en las composiciones moleculares.

Sin embargo el uso de los modelos matemáticos también ha tenido sus limitantes. Por un lado,

la construcción de modelos requiere una delimitación del sistema que se va a simular, lo que hace

difíclil  estudiar  a  detalle  procesos  extensos  como  la  hematopoyesis  que  incluye  múltiples

ramificaciones  y  numerosos  fenotipos  celulares  a  lo  alrgo  de  todo  el  proceso.  En  esta  línea

encontramos que hay escasos modelos sobre la diferenciación temprana de linfocitos B y múltiples

modelos sobre linfocitos T. Además la reconstrucción de un modelo requiere que exista información

detallada sobre el mismo, tanto molecular como cinética. Sin embargo, la hematopoyesis es aún un

sistema  que  no  se  conoce  por  completo,  lo  cual  genera  que  los  modelos  incluyan  múltiples

suposiciones y requieran una continua actualización para integrar nuevas interacciones.  
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II. JUSTIFICACIÓN

Hallazgos  previos  de  nuestro  grupo  de  investigación,  experimentales  y  computacionales,

respaldan la hipótesis de que la disrupción del microambiente hematopoyético podría ser la clave

para la inhibición de la hematopoyesis normal y, el mantenimiento y progresión de células malignas o

aberrantes en la progresión de patologías linfoproliferativas, como la LLA. El análisis de la expresión

de distintas moléculas y citocinas en MSC y HSPC, en MO humana normal y MO leucémica, sugiere

la existencia de asas pro-inflamatorias que podrían estar induciendo una remodelación de los nichos

hematopoyéticos.  Particularmente,  señales  pro-inflamatorias  derivadas  e  inductoras  de  la  vía  de

señalización  NF-kB,  son  capaces  de  alterar  la  expresión  y  activación  de  ejes  moleculares  de

comunicación entre las células estromales, las HSPC y/o precursores linfoides, incluyendo los ejes

CXCL12/CXCR4/CXCR7  y  VCAM1/VLA4.  En  consecuencia,  la  alteración  de  estos  ejes  en

combinación con las vías de señalización proinflamatoria podrían afectar la red genética subyacente a

la diferenciación linfoide. 

La simulación de un modelo computacional dinámico discreto (modelo Booleano) conformado

por  las  interacciones  moleculares  involucradas  en  la  diferenciación  temprana  de  linfocitos  B,  la

comunicación con el microambiente y las vías de transducción de señales relacionadas, constituye

una herramienta poderosa para la validación de las teorías formuladas a partir de la recopilación de

resultados experimentales y computacionales de nuestro laboratorio y otros grupos de investigación

previos,  y  para  la  predicción  de  mecanismos  asociados  al  mantenimiento  y  progresión  de

enfermedades  linfoproliferativas,  así  como  trastornos  inmunológicos.  El  estudio  de  estados

patológicos es posible mediante la simulación de un modelo matemático discreto que permita simular

estados aberrantes mutantes, considerando la activación o inhibición, total o parcial, de uno o varios

elementos.
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III. HIPÓTESIS

Si la presencia de estímulos pro-inflamatorios simulados por inducción de NF-kB perturban la

red  de  diferenciación  temprana  de  linfocitos  B,  entonces  células  con  fenotipos  emergentes

competirán por los nichos en la MO, dando lugar al desplazamiento de la hematopoyesis normal e

induciendo patologías linfoproliferativas.

IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general

Simular  la  red  de  diferenciación  temprana  de  linfocitos  B  y  la  perturbación  de  la  misma

mediante  estímulos  pro-inflamatorios  para  comprender  los  mecanismos  que  pudieran  estar

participando  en  la  competencia  poblacional  existente  entre  las  células  leucémicas  y  las  células

hematopoyéticas normales en la MO, e identificar escenarios de progresión leucémica.

IV.2 Objetivos particulares

 Construir una red que relacione la interacción de células progenitoras hematopoyéticas con

señales  microambientales  que  modulen  factores  transcripcionales  involucrados  en  la

diferenciación temprana de células B. 

 Modelar la red de diferenciación temprana de células B como un modelo Booleano y semi-

continuo, evaluar los atractores recuperados y mutantes.

 Identificar candidatos moleculares para la inducción de escenarios pro-inflamatorios en la 

leucemia

 Identificar escenarios de progresión, mantenimiento e inhibición leucémicos.
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V. METODOLOGÍA

V.1 Construcción de la red de regulación de diferenciación temprana de células B 

(eBCR)

La reconstrucción de la red eBCR se realizó a aprtir de una revisión exhaustiva de bibliografía,

principalmente empleando el buscador Pubmed con acceso a la base de publicaciones MEDLINE de

la  National  Library  of  Medicine (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).  Como  herramientas

complementarias  para  la  confirmación  de  interacciones  entre  nodos  y  la  identificación  de

interacciones hipotéticas, se emplearon las herramientas:

 STRING (https://string-db.org/), herramienta para la construcción de redes de interacción 

proteína-proteína, desarrollada por el STRING Consortium.

 Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/), conjunto de herramientas para el análisis de 

enrriquecimientos, desarrollada por el grupo de investigación de Avi Ma’ayan en Icahn Scool 

of Medicine en Mount Sinahi.

A partir de la revisión de literatura y herramientas complementarias, se obtuvo una red de 30 nodos. 

Este red se redujo a 26 nodos mediante la integración de la regla lógica de los nodos reducidos en la 

regla lógica los nodos que regulan. Los nodos a ser reducidos fueron seleccionados por que 

permitían hacer el reemplazo de la regla lógica de manera directa, no generaban atractores nuevos, y

no añadían ciclos en los atractores existentes.

Las reglas lógicas así como el código en R empleado para las simulaciones del presente trabajo 

pueden ser consultadas y descargadas en la sección de Información Suplementaria del artículo 

Enciso et al., 2020 (https://peerj.com/articles/9902/#supplemental-information)

V.2 Modelo dinámico booleano de una red eBCR

Para la simulación computacional del modelo eBCR, se siguió la metodología para convertir la

red en un sistema dinámico discreto, como lo describen Albert & Wang y Assman & Albert (Albert &

Wang 2009; Assman & Albert 2009).  

La  función  booleana  de  un  nodo  particular,  también  llamada  regla  lógica,  describe  las

condiciones necesarias para su activación, de acuerdo con el estado de activación de sus nodos

reguladores y su interacción. Los operadores Booleanos clásicos empleados para la construcción de

las funciones Booleanas son AND, OR y NOT. El operador AND se usa para representar el requisito
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de la conjunción de dos o más nodos reguladores; el operador OR, cuando hay más de un nodo

capaz de regular a otro pero solo uno de ellos es suficiente para ejercer el efecto; y el operador NOT,

representa una regulación negativa o inhibitoria. Las funciones Booleanas se implementaron con el

paquete  BoolNet  R  (Müssel,  Hopfensitz  &  Kestler  2010)  para  obtener  los  estados  estables,  o

atractores,  utilizando los esquemas de actualización síncronos o asíncronos (Albert & Wang 2009).

En el esquema de actualización síncrono, todos los nodos de la red transicionan al mismo

tiempo,  suponiendo  que  todos  los  genes  y  moléculas  representados  en  el  modelo  cambian  sus

niveles  de  expresión  o  activación  en  lapsos  de  tiempo  equivalentes.  Esta  suposición  es

biológicamente poco realista y se relaja a través de simulaciones asíncronas, donde en cada iteración

se selecciona aleatoriamente un nodo para actualizar, por lo que todos los nodos tienen la misma

probabilidad  de  hacer  una  transición  (Garg  et  al.,  2008).  Las  simulaciones  con  ambos  tipos  de

esquemas  de  actualización se ejecutaron exhaustivamente,  lo  que significa  que se consideraron

todos los posibles estados iniciales para la simulación. 

V.3 Modelo dinámico continuo de la red eBCR

Para la transformación del modelo Booleano a un modelo de continuo, la reglas Booleanas

fueron  transformadas  a  expresiones  algebraicas  empleando  la  función  booleanToODE()

implementada  en  el  paquete  de  R,  BoolNetPerturb  disponible  en  GitHub:  https://github.com/mar-

esther23/boolnet-perturb. Esta función transforma las reglas Booleanas empleando la lógica de Zadeh

o la lógica  probabilística,  y  las integra en ecuaciones diferenciales  ordinarias (ODEs),  usando el

método SQUAD (Mendoza & Xenarios 2006) o el método propuesto por Villarreal y colaboradores

(Enciso,  Pelayo  &  Villarreal  2019,  Villarreal,  Padilla-Longoria  &  Álvarez-Buylla  2012).  Para  la

transformación de modelo Booleano a continuo, usamos lógica de Zadeh y el método propuesto por

Villarreal. 

El método propuesto por Villarreal y colaboradores para la generación del sistema de ODEs

para la simulación de una red de regulación, considera que el nivel de expresión wn, que corresponde

a  la  función  algebraica  del  nodo  n puede  ser  parametrizado  por  una  función  característica  de

estrucutra logísitica, descrita por la función:

μ [wn ]=
1

1+exp [−β (wn−wthr ) ]
  [w2], 
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en donde  β corresponde a  la  tasa de saturación indicando la  progresión de  wn,  de  un nivel  de

expresión nula hacia un estado de expresión máxima. Esta transición es gradual para una β de valor

bajo y aguda para una β de valor alto (Figura 5). En las simulaciones continuas de la red eBCR, se

usó un valor intermedio, β=10, ya que en una serie de simulaciones exploratorias identificamos que

con  este  valor  se  recuperaban  los  patrones  de  expresión  de  asociados  a  los  los  precursos  y

progenitores linfoides. Este valor de β  genera una distribución sigmoide más parecida a la expresión

de elementos transcripcionales y menos a interacciones de activación/inhibición abrupta, como en las

uniones ligando/receptor o inhibición/activación por fosforilación. En [w2], wthr representa el valor umbral

o nivel a partir del cual se considera el cambio entre inactivación y activación. Por simplicidad, el valor

wthr empleado en las simulaciones de la red eBCR fue de 0.5, el cual represneta que debajo de 0.5 el

nodo se considera apagado o inactivo, y arriba de 0.5 se considera encendido o activo.  

Figura 5. Transiciones graduales para valores variables de β. Distribución característica de μ [wwn - wthr]
para un valor umbral wthr = 1/2 de la proposición lógica wn, y diferentes valores del parámetro de saturación β.

La  metodología  basada  en  la  lógica  de  Zadeh  para  la  obtención  de  las  expresiones

algebraicas wn, emplea las reglas presentadas a continuación para la transformación de las reglas de

regulación:

Booleano Zadeh

n1 AND n2 min [wn1,n2]

n1 OR n2 max [wn1,n2]

NOT n1 1-n1
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La evolución dinámica del valor de expresión de n en el tiempo es determinada por una serie 

de ODEs de la forma:

dxn
dt

=Θ [wn ]−αn xn [w3], 

en  donde  αn es  la  tasa de decaimiento  de  la  expresión del  nodo  n.  En  el  presente  trabajo,  se

estableció un valor  αn = 1 para todos los nodos considerando que no contamos con información

cinética (ej: tasa de degradacion, afinididad o fuerza de unión) suficiente sobre todas las moléculas

representadas en la red, de tal manera que con un valor  αn = 1  el nivel de expresión  de cualquier

nodo en estado estacionario está únicamente determinado por el grado de verdad o activación de la

la expresión algebraica wn.

El  estado inicial  para las simulaciones continuas se estableció con base en los requisitos

mínimos necesarios de la red para favorecer la progresión HSC → LMPP. Esta configuración está

determinada por la activación de los nodos Ikzf1, Gfi1, Spi1 y Runx1. Adicionalmente, los nodos Flt3L

y Il7 se fijaron en valor 1, representando a un microambiente con disponibilidad de ambas moléculas

de  diferenciación.  El  sistema  de  ODEs  fue  simulado  durante  100  iteraciones  determinadas  con

simulaciones prelimiares en las cuales se observó que después de este número de actuañlizaciones

se llegaba a estados estables. Para facilitar el análisis de las simulaciones continuas, se consideró

como una unidad de tiempo computacional cada 5 iteraciones. Es decir que cada simulación se corrió

por  20  unidades  de  tiempo  computacional,  cada  iteración  representadno  0.2  unidades.  Las

simulaciones continuas fueron calculadas usando la función ode() del paquete deSolve de R.

V.4 Análisis de estados de transición de la simulación continua de redes con 

mutaciones 

Para la validación de la red eBCR, evaluamos el efecto de todas las mutaciones sencillas

posibles, sobre la etapa de diferenciación temprana de la linfopoyesis B. Las mutaciones inducidas

para cada nodo fueron: hiperactivación (OA), simulada como valor constitutivo igual a 1; y, nulo o

noqueado (KO), simulado como una activación totalmente apagada o con un valor de activación igual

a 0. Después de derivar cada uno de los mutantes de la red Booleana de tipo silvestre, seguimos la

misma metodología para transformar las reglas lógicas y simular como un modelo continuo.

Después de actualizar el  estado de la red durante 20 unidades de tiempo computacional,

comparamos la simulación continua de cada una de las redes mutantes con la simulación continua de

la  red  silvestre.  Para  ello,  empleamos  el  índice  o  coeficiente  de  Jaccard  que  es  una  medida

- 36 -



estadística usada para determinar la similitud entre dos conjuntos, que en este caso corresponden a

los vectores de estado de activación de los nodos de la red silvestre y las redes mutantes en cada

paso de tiempo. 

W t={Xn1 (t ) , X n2 ( t ) , Xn3 (t ) ,... , Xnk (t ) }[w4]

M t={Y n1 (t ) ,Y n2 (t ) , Y n3 (t ) , ... ,Y nk ( t ) }[w5]

Wt y Mt representan la configuración o valor del vector estado de las redes de tipo silvestre y mutante

en el paso de tiempo t, respectivamente. Se entiende como configuración de la red o valor del vector

estado, al vector con los valores de activación de los nodos de cada una de las redes en el tiempo t. 

Se calculó el índice de Jaccard para cada paso de tiempo en las simulaciones mutadas respecto a su

contraparte en la red silvestre con la siguiente fórmula:

J (W,M )t a=a
|W t∩M t|

|W t∪M t|
a=a

|W t∩M t|

|W t|+|M t|−|W t∩M t|
[w6], 

|Wt  ⋂ Mt | representa el número de nodos con el mismo valor de activación en el paso de tiempo t en

la simulación continua de las redes W y M, mientras que | Wt  M⋃ M t | representan los nodos en cada

red que tenían un valor de activación diferente en el paso de tiempo t en la simulación de redes W y

M. Para el cálculo del índice no consideramos el nodo knock-out o con expresión constitutiva en la

red mutada, que por defecto reflejaría una divergencia entre los estados Wt y Mt, incluso si el resto de

los nodos tienen valores de activación idénticos. Los índices de Jaccard para todos los mutantes en

cada  paso  de  tiempo  se  trazaron  en  un  mapa  de  calor  y  las  transiciones  se  agruparon

jerárquicamente para visualizar los estadios comunes donde las mutaciones perturban el proceso

normal de diferenciación de células B. El código utilizado para la simulación del modelo y el cálculo

de la distancia se incluye en la Información Suplementaria. 

V.5 Análisis bioinformático de la base de datos dbDEMC 2.0 database

Como resultado de la revisión de literatura se identificó que algunos miRNAs podrían estar

participando en el establecimeinto de respuestas pro-inflamatorias durante los procesos oncogéncios

mediante su unión a TLR-7 y TLR-8. En esta línea, realizamos un análisis bioinformático para mapear

miRNAs desregulados en cáncer con potencial de unirse a TLR-7 y TLR-8, de acuerdo a lo propuesto

por  Fabbri  et  al.,  2012.  Para  este mapeo usamos la base dbDEMC 2.0  (Yang et  al.,  2017) que

contiene miRNAs desregulados en células de diferentes tipos de cáncer, recopilados por curación

manual a partir de experimentos de baja dimensionalidad. Usando R para el análisis bioinformático,

se seleccionaron los miRNAs sobreexpresados en los diferentes tipos de cáncer incluidos en la base
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de datos. Empleando la base de datos disponible para descarga de miRbase (http://www.mirbase.org/

ftp.shtml), obtuvimos la secuencia de cada uno de los miRNAs sobreexpresados en cáncer. Con las

secuencias, filtramos aquellos miRNAs que tuvieran motivos “GU” en la posición 18-21. La expresión

de guanina-uracilo en la posición 18-21 fue identificado por  Fabbri y colaboradores (Fabbri et  al.,

2012) como el motivo necesario para que un miRNA active la vía de señalización río abajo de los

TLR-7 u 8. Para la visualización del análisis,  se construyó una red que conecta los miRNAs con

motivos GU en posición 18-21, con los diferentes tipos de cáncer en los cuales han sido reportados

como sobreexpresados. 

V.6 Análisis de expresión de miRNAs en células de LLA pediátrica

Para  identificar  miRNAs  específicamente  sobreexpresados  en  células  de  LLA pediátrica,

analizamos  dos  bases  de  datos  disponibles  en  Gene  Expression  Omnibus  (GEO,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (Barret et al., 2012): GSE56489 (Duyu et al., 2014) y GSE23024

plataforma GPL10708. La base GSE56489 contiene la información de un microarreglo de perfiles de

expresión de miRNA de muestras de MO de pacientes pediátricos con LLA y de individuos sanos. La

base GSE23024 plataforma GPL10708 contiene los perfiles  de expresión de miRNAs de células

provenientes de diferentes tipos de leucemias y de células normales. Para el análisis bioinformático

se  descartaron  los  perfiles  de  expresión  de  leucemias  de  linaje  mixto,  de  células  CD34+  y  de

timocitos. 

El  análisis  bioinformático  se  realizó  en  la  plataforma  en  línea  GEO2R

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/),  una  herramienta  basada  en  la  paquetería  limma-

Bioconductor de R. GEO2R permite generar comparaciones entre perfiles de expresión a partir de la

selección y clasificación manual  de muestras.  Para la  selección de miRNAs sobreexpresados,  el

análisis se realizó con los parámetros predeterminados de la herramienta GEO2R y se obtuvieron los

250 miRNAs con expresión diferencial  significativa  entre los grupos leucémico y control.  Para la

visualización  de  los  miRNAs  sobreexpresados  y  los  p-value  correspodnientes,  se  generaron

diagramas de dispersión usando los valores de salida del análisis de GEO2R y R.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Reconstrucción de la red de diferenciación temprana de células B

La red de regulación (Figura 6) y las reglas booleanas asociadas (Tabla 2), propuestas para la

construcción del modelo de diferenciación temprana de células B, fueron generadas a partir de la

curación manual de datos experimentales reportados en la literatura y bases de datos públicas. Los

reportes revisados incluyen, principalmente, experimentos en líneas celulares y, experimentos in vitro

e  in  vivo con  células  murinas  y  humanas.  Los  nodos  semilla  considerados  para  iniciar  la

reconstrucción de la red representan factores transcripcionales determinantes durante la linfopoyesis

temprana, incluyendo Ikaros (nodo Ikzf1), PU.1, FoxO1 (nodo Foxo1), EBF1 (nodo Ebf1), E2A (nodo

Tcf3),  Aiolos  (nodo  Ikzf3),  PAX5  e  IRF4.  Algunas  de  las  regulaciones  entre  estos  factores

transcripcionales  fueron  tomadas  de  las  referencias  reportadas  en  redes  de  diferenciación

hematopoyética publicadas previamente (Mendoza & Méndez 2015; Collombet et al. 2017). 

Los factores Ikaros 1, PU.1 y FoxO1 participan en una etapa de diferenciación muy temprana,

durante la especificación linfoide/mieloide. Cuando PU.1 se encuentra altamente expresado (nodo

Spi1_2),  las  células  progenitoras  diferencían hacia  la  rama mieloide,  mientras  que  su  expresión

intermedia (nodo Spi1_1) induce la especificación linfoide, mediante la regulación positiva de RUNX1

(nodo Runx1) e Ikaros. El nivel intermedio de PU.1 es mantenido por los factores trasncripcionales

GFI1 (nodo Gfi1) y E2A (Huang et al. 2008; Spooner et al. 2009; Rogers et al. 2016; Zarnegar &

Rothenberg  2012). Para  los  dos  niveles  de  expresión  de  PU.1,  consideramos  dos  nodos

independientes representados como Spi1 y Spi1_2 en la red. RUNX1 es también un activador de

Ikaros, EBF1 y el factor de transcripción mieloide CEBP/α (nodo Cebpa) (Guo et al., 2012). 

Durante el compromiso hacia el linjae linfoide, la expresión del receptor FLT3 (nodo Flt3) es

inducida por  Ikaros y  PU.1.  La señalización de FLT3 al  unirse con su ligando (nodo Flt3_a),  en

cooperación  con  PU.1  y  FoxO1,  promueve  la  transcripción  de  IL-7Rα,  una  de  las  cadenas  del

receptor para IL7 (nodo Il7r). La expresión del recepetor para IL7 define el fenotipo CLP (Welner,

Pelayo & Kincade 2008; Nodland et al., 2011). La estimulación del receptor de IL-7 (Il7_a), activa la

vía JAK2,  responsable  de la  fosforilación de STAT5 (nodo STAT5)  que induce su dimerización y

translocación al núcleo, donde, al unirse a distintas secuencias promotoras, activa la transcripción de

los genes codificantes para EBF1, IRF4 (nodo Irf4) y PAX5 (nodo Pax5).

La activación de EBF1 en las células pro-B completa el conjunto de factores de transcripción

necesarios para inducir la expresión de las recombinasas 1 y 2 (nodo Rag). Las recombinasas RAG 1

- 39 -



y 2 realizan los re-arreglos genéticos necesarios para la expresión del pre-BCR (nodo pre-BCR) y la

transición hacia células pre-B (Welner, Pelayo & Kincade 2008; Nodland et al., 2011). El mecanimso

de activación del pre-BCR aún no está completamente claro pero se ha sugerido que después de

localizarse en las balsas lipídicas de la membrana celular, el receptor es activado por la unión de sus

cadenas λ5 y/o su unión con un componente de matriz extracelular, galectina-1 (Übelhart et al. 2010;

Gauthier  et  al.  2002).  La  señalización  de  pre-BCR está  representada  en  la  red  por  la  proteína

enlazadora de células B, BLNK, también conocida como SLP65 o BASH (nodo SLP65). La expresión

de SLP65, previa a su activación por el pre-BCR, es inducida por FoxO1 y PAX5. A su vez, SLP65

antagoniza la señalización por IL-7. SLP65 incrementa la acumulación de FoxO1 en el núcleo, factor

que permanece regulado a la baja por la señalización de IL-7 através de PI3K (nodo PI3KIA).  El

incremento de actividad de FOXO1 en el  núcleo consolida la expresión de IRF4 (nodo Irf4),  que

induce la transcripción de un segundo factor de dedos de zinc de la familia Ikaros, Aiolos (Ochiai et al.

2012). 

La co-expresión de Ikaros y Aiolos disminuyen, en distintos tipos celulares, la expresión de

integrinas como VLA-5, CD90 y L-selectina (Churchman & Mullighan 2017; Joshi et al. 2014; Li et al.

2014).  Basándonos en estos reportes,  proponemos que la  co-expresión de estos factores puede

también regular negativamente la expresión de la integrina VLA-4. Esta suposición es congruente con

la disminución de la capacidad de las células pre-B, células con expresión concomitante de Ikaros y

Aiolos, para adherirse al receptor VCAM-1 expresado por las células estromales (nodo VCAM1/VLA4)

(Tokoyoda et al. 2004). 

El paso final para la transición de células pre-B a células B inmaduras involucra una segunda

activación de RAG1 y 2, que ocurre río abajo de la señalización de pre-BCR. Durante esta expresión

de recombinasas se da lugar a la recombinación y unión de los segmentos V y J de la cadena ligera

del BCR. Depsués de la expresión de las cadenas ligeras, el BCR se trasloca a la membrana celular

(nodo BCR). 

Considerando nuestro interés en extender el trabajo previo sobre la influencia de estímulos

pro-inflamatorios  en  los  ejes  moleculares  CXCR4/CXCL12  y  VCAM1/VLA4  en  el  probable

mantenimiento de enfermedades linfoproliferativas, incluimos las vías de señalización activadas río

abajo de la activación y regulación de CXCR4 y de VLA4 en las células progenitoras hematopoyéticas

previamente curadas para la red reportada en Enciso et al., 2016. Entre ellas, la regulación por la vía

de NF-kB (nodo NFkB) de CXCR4 (nodo Cxcr4) y el receptor alternativo para CXCL12, CXCR7 (nodo

Cxcr7).  A su  vez,  la  vía  NF-kB  es  activada  por  SLP65  río  abajo  de  la  activación  del  pre-BCR

(Schebesta, Pfeffer & Busslinger, 2002; Kersseboom et al., 2003). 
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Las  reglas  booleanas  de  los  nodos  Il7r_a  y  Flt3_a,  así  como los  nodos  Ikzf3  y  Rag,  se

sustituyeron directamente en las reglas booleanas de sus nodos blanco para reducir el tamaño de la

red y facilitar las simulaciones computacionales del modelo Booleano (Tabla 2). 

Figura 6. Red de regulación de la diferenciación temprana a linfocitos B (early B cell regulation, eBCR).
La red está compuesta por 30 nodos, que fueron reducidos a 26 a través de la integración de la regla lógica de
los nodos reducidos en la regla lógica los nodos que regulan, como se describe en Enciso, Pelayo & Villarreal
2019.
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Tabla 2. Reglas lógicas propuestas para la simulación Booleana de la red eBCR. Las reglas lógicas de los 
componentes reducidos (gris) fueron introducidas directamente en las reglas lógicas de sus nodos blanco. Los 
operadores Booleanos están representados con los símbolos & (AND), | (OR) and ! (NOT).

Node Boolean rule

Flt3L Flt3L

Il7 Il7

BCR
Spi1 & Tcf3 & Irf4 & !STAT5 & (Rag | BCR)

Spi1 & Tcf3 & Irf4 & !STAT5 & ((Ebf1 & Foxo1 & !(SLP65 | NFkB)) | BCR)

VCAM1_VLA4
(Spi1 | Spi1_2) & !(Ikzf1 & Ikzf3)

(Spi1 | Spi1_2) & !(Ikzf1 & Irf4 & !STAT5)

preBCR
Ebf1 & !Ikzf3 & (Rag|preBCR) 

Ebf1 & !(Ikzf1 & Irf4 & !STAT5) & ((Ebf1 & Foxo1 & !(SLP65 | NFkB))|preBCR) 

Csf1r Spi1_2 & !Pax5

Cxcr4
Tcf3 & (!Gfi1 | Flt3_a | Irf4) & !Cxcr7 

Tcf3 & (!Gfi1 | (Flt3 & Flt3L) | Irf4) & !Cxcr7 

Cxcr7 NFkB & !Irf4

Flt3 Ikzf1 & Spi1 & !Pax5

Flt3_a Flt3 & Flt3L

Il7r
Spi1 & Foxo1 & (Flt3_a | (STAT5 & Ebf1)) & !(Cebpa | Irf4)

Spi1 & Foxo1 & ((Flt3 & Flt3L) | (STAT5 & Ebf1)) & !(Cebpa | Irf4)

Il7r_a Il7r & Il7

STAT5
Il7r_a & VCAM1_VLA4 & !SLP65

Il7r & Il7 & VCAM1_VLA4 & !SLP65

PI3KIA (preBCR | (VCAM1_VLA4 & Cxcr4) | Cxcr7) & !SLP65 & (!Cebpa | STAT5)

NFkB
SLP65 | Rag

SLP65 | (Ebf1 & Foxo1 & !(SLP65 | NFkB))

SLP65 preBCR & (Foxo1 | Pax5)

Cebpa (Spi1 | Runx1) & (!(Ebf1 | Foxo1 | Ikzf1) | (Runx1 & Spi1_2))

Ebf1 Tcf3 & Runx1 & ((STAT5 & Foxo1) | (Spi1 & Ebf1 & Pax5)) & !Cebpa

Egr1 (Spi1 & !Gfi1) | Spi1_2 | Pax5

Foxo1 (Tcf3 | Ebf1) & (!PI3KIA | !NFkB | SLP65) & !Cebpa

Gfi1 ((Ikzf1 | Cebpa) & !(Egr1 | Gfi1) | Ebf1)

Ikzf1 (Runx1 & Spi1 & !Cebpa) | Irf4

Ikzf3 Ikzf1 & Irf4 & !STAT5

Irf4 (NFkB | Ebf1) & !((Flt3 & Flt3L) | STAT5)

Pax5 Spi1 & (STAT5 | (Ebf1 & Foxo1 & Irf4)) & !Cebpa

Rag Ebf1 & Foxo1 & !(SLP65 | NFkB)

Spi1 Runx1 & ((Gfi1 | Tcf3) | (Spi1 & Ikzf1)) & !Cebpa

Spi1_2 Runx1 & (!(Gfi1 | Tcf3) | (Spi1_2 & !Ikzf1))

Tcf3 (Ikzf1 | Spi1 | Pax5) & (Tcf3 | Ebf1 | Gfi1)

Runx1 (Spi1 | Spi1_2) & (Runx1 | Ikzf1)
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Mediante la integración de la información disponible de la linfopoyesis temprana de células B

tanto en ratón como en humano, hemos reconstruido una red que integra tres módulos:  factores

transcripcionales  reguladores  de  la  diferenciación  temprana  de  células  B,  ejes  moleculares  de

comunicación con el microambiente y moléculas de transducción de vías de señalización. La red final

está  conformada por  26  nodos  incluyendo  dos  nodos  de  entrada:  Il7  y  Flt3;  seis  moléculas  de

membrana  celular:  CXCR4,  CXCR7,  Flt3,  Il7r,  preBCR  y  VCAM1_VLA4;  cuatro  elementos  de

transducción de señales: NFkB, STAT5, SLP65 y PI3KIA; 12 factores transcripcionales: Cebpa, Ebf1,

Egr1, Foxo1, Gfi1, Ikzf1, Irf4, Pax5, Spi1, Spi_2, Tcf3 y Runx1; y dos nodos de salida, Csf1r y BCR.

Para fines prácticos la red resultante se identificará como red de regulación temprana de linfocitos B

(eBCR).

La recopilación detallada de las referencias revisadas para la reconstrucción de la red y el

desarrollo de las reglas lógicas se puede encontrar en el Anexo 1.

VI.2  Simulación  Booleana  de  la  red  eBCR:  recuperación  de  estadios  de  la  

diferenciación temprana de linfocitos B

La red de regulación genética fue simulada como un modelo Booleano de forma exhaustiva

para los esquemas de actualización síncrono y asíncrono (Figura 7). De la simulación síncrona se

recuperaron 20 atractores de los cuales cuatro corresponden a atractores nulos identificados como no

hematopoyéticos  o  NH.  Los atractores restantes se clasificaron en siete  fenotipos  de acuerdo al

estado de activación de nueve factores de transcripción y moléculas de membrana.

Cuatro atractores de punto fijo se clasificaron como progenitores de granulocitos y macrófagos

(GMP) por la activación de los nodos que representan el receptor del factor estimulante de colonias 1

(Csf1r),  Cebp/α  (Cebpa),  un alto  nivel  de  PU1 (Spi1_2),  así  como la  ausencia  de activación  de

marcadores de linaje linfoide.  Los siguientes cuatro atractores corresponden a un fenotipo LMPP

caracterizado  por  un nivel  intermedio  de PU.1 (Spi1),  la  activación de Ikzf1,  FoxO1,  E2A/Tcf3  y

particularmente FLT3. De los cuatro atractores LMPP, dos corresponden a atractores cíclicos que

ciclan  en  la  activación/inactivación  de  CXCR4,  PI3KIA,  Egr1  y  Gfi1.  Dichos  atractores  fueron

identificados  como  mLMPP debido  a  su  compatibilidad  con  un  estado  migratorio  asociado  a  la

modulación de Egr1 (Bettini,  Milbrandt & Kersh 2002; Min et al.,  2008). Como consecuencia a la

activación intermitente Egr1, Gfi1 inhibe a CXCR4, involucrado en el mantenimiento de las células

HSPC en proximidad con los nichos de diferenciación hematopoyética de la MO (Cordeiro Gomes et

al.,  2016).  Con la activación del nodo de entrada FLT3L, se recuperan dos atractores CLP, cuya
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característica principal es la expresión del receptor de IL-7 (Il7r). Al activar IL7, los atractores CLP

transicionan  a  uno  de  los  dos  atractores  cíclicos  o  complejos  en  el  caso  de  las  simulaciones

asíncronas,  con  el  fenotipo  pre-B,  identificado  por  la  expresión  del  nodo  preBCR  y  expresión

intermitente de Pax5 e Irf4. Finalmente, cuatro atractores de punto fijo fueron asociados a células B

inmaduras con expresión estable de los nodos BCR, Pax5 e Irf4.

Figura 7. Atractores síncronos y asíncronos recuperados después de la simulación computacional de la
red eBCR como modelo Booleano. Los atractores fueron etiquetados de acuerdo con su compatibilidad con
las etapas celulares de la linfopoyesis B. Los marcadores linfoides utilizados para esta clasificación se destacan
en negritas. La transición entre los fenotipos recuperados se asemeja a los eventos in vivo que ocurren durante
la diferenciación de células B en la MO.
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VI.3  Transformación  del  modelo  Booleano  a  semi-continuo:  recuperación  de  

estadios linfoides intermedios

La red Booleana fue transformada a modelo semi-continuo reemplazando las reglas lógicas

con  funciones  que  satisfacen  la  lógica  de  Zadeh  basada  en  mínimos  y  máximos.  Las  nuevas

funciones  fueron  introducidas  en  un  sistema de  ecuaciones  diferenciales  de  acuerdo  al  método

propuesto por Villarreal y colaboradores. Como estado inicial de la red para todas las simulaciones,

se fijó la configuración de red mínima necesaria para la progresión a LMPP en presencia de Il7 y

Flt3L:  FLT3L=1,  IL7=1,  BCR=0,  VCAM1_VLA4=1,  preBCR=0,  Cxf1r=0,  Cxcr4=1,  Cxcr7=0,  Flt3=1,

Il7r=0, STAT5=0, PI3KIA=1, NFkB=0, SLP65=0, Cebpa=0, Ebf1=0, Egr1=1, Foxo1=1, Gfi1=0, Ikzf1=1,

Irf4=0, Pax5=0, Spi1=1, Spi1_2=0, Tcf3=1, Runx1=1. 

La  simulación  continua  recuperó  la  transición  gradual  de  LMPP  hacia  CLP,  preB  y

estabilizándose en el  atractor  de célula B inmadura (Imm B).  La simulación continua (Figura 8A)

evidencia estados transitorios y progresivos de los nodos como la modulación del factor mieloide

Cebpa durante los estadios LMPP y CLP, tipos celulares que experimentalmente muestran potencial

granulocítico residual (Guo et al., 2018; Karamitros et al., 2018). En la etapa pre-B, se evidencia el

aumento y la posterior modulación de SLP65 y NF-kB río abajo de la activación del preBCR, que a su

vez se regula a la baja después de la activación de Irf4. La activación transitoria de la vía NF-kB

durante  la  linfopoyesis  se  ha  asociado  a  un  ciclo  de  retroalimentación  negativa  con  RAG  para

estabilizar los eventos de recombinación de ADN (Ochodnicka-Mackovicova et al., 2015).

En la simulación continua de LMPP a B inmadura se identificaron 5 etapas de acuerdo a la

expresión de IL7r y CXCR4 que podrían dar soporte a la hipótesis sobre la transición entre nichos

durante la diferenciación linfoide (Uto-Konomi et al., 2013; Zabel et al., 2009): IL7r+CXCR4high (CLP y

prepro-B), IL7rhighCXCR4- (pro-B),  IL7rlowCXCR4low (pre-B) y IL7r-CXCR4high (B inmadura). A lo largo de

estas etapas observables en la Figura 8A el incremento de IL7r, cuya máxima activación es alcanzada

en  los  fenotipos  de  células  pre-proB,  indicaría  una  mayor  probabilidad  de  estas  células  de

encontrarse o migrar hacia nichos mesenquimales con expresión de IL7, un factor necesario para la

progresión de la diferenciación de linfocitos B. Posterior a la máxima expresión de IL7r y CXCR4, se

observa la disminución de la activación de CXCR4 en paralelo al incremento gradual de la activación

de CXCR7, un receptor que inhibe a CXCR4 por formación dímeros y que es más responsivo a

CXCL12.  El  incremento  de  CXCR7  sugeriría  que  las  células  pro-B  son  capaces  de  migrar
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nuevamente  hacia  un  nicho  con  baja  producción  de  CXCL12 cuyas  concentraciones  no  pueden

inducir eficientemente la migración através de CXCR4, o incluso una inudcción de la migración por

algún ligando específico de CXCR7.  

Incluso cuando no hay evidencia directa de actividad CXCR7 en estadios tempranos de la

linfopoyesis, el promotor CXCR7 contiene sitios de unión para el factor transcripcional c-Myb, cuya

inhibición en los progenitores linfoides bloquea la transición de CLP a célula Prepro-B (Greig et al.,

2010).  Además,  el  análisis  de  microarreglos  de  RNA de  células  progenitoras  linfoides  muestran

expresión  de  CXCR7  (datos  no  mostrados,  análisis  de  la  base  GEO:GSE64919  en  Geo2R),

sugiriendo un probable papel durante estadíos de diferenciación en la médula ósea.  De especial

interés, datos recientes de nuestro laboratorio han revelado la formación de un nicho hematopoyético

CXCL11+ en la leucemia (Balandrán, 2019, datos no publicados). El nicho especializado CXCL11+,

que  está  ausente  en  condiciones  normales,  es  probablemente  colonizado  por  células  CXCR7+

encontradas en LLA  (Jalili et al., 2008). 

____________________________________________________________________________

Hallazgos principales

 Con la simulación y visualización del modelo continuo se identifican los estadios transitorios

entre LMPP y el atractor correspondiente a célula B inmadura.

 Entre las transiciones de interés, se identifica la modulación de CXCR4 en presencia de NF-

kB y CXCR7, y su posterior reactivación inducida directa e indirectamente por IRF4.

____________________________________________________________________________

VI.4 Evaluación de redes mutantes con modelos semi-continuos

Para  validar  la  red  eBCR,  generamos  redes  con  mutaciones  puntuales  de  expresión

constitutiva y expresión nula para cada uno de los nodos de la red y simulamos su transición desde el

atractor LMPP. Luego, comparamos las transiciones de cada una de las 52 simulaciones mutantes

con la transición de la red silvestre y evaluamos la divergencia calculando índice de Jaccard en cada

paso de tiempo (Figura 8B). Con la excepción de tres redes mutantes, el efecto de las activaciones

constitutivas y expresiones nulas replicaron perturbaciones o arrestos en los mismos estadios de

diferenciación que en observaciones experimentales reportadas en la literatura. Las tres excepciones

incluyen redes con mutaciones Flt3, knock-out (KO) y expresión constitutiva (OA), y la red con OA de

Egr1. 
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La  evidencia  experimental  de  la  inhibición  de  Flt3  indica  que  la  perturbación  en  la

diferenciación ocurre en el estadio de LMPP y no en el estadio CLP como sugieren las simulaciones

(Zriwil  et  al.,  2018).  Por  otro  lado,  los  reportes  experimentales  de expresión  constitutiva  de  Flt3

indican una perturbación en la transición de CLPs hacias progenitores de células B en lugar de los

estadios pro-B/pre-B (Holmes et  al.,  2006).  Esta discrepancia puede resultar  de la  regulación de

factores río abajo de la expresión de Flt3, elementos que no fueron incluidos en la red eBCR. En el

caso de la simulación de Egr1 OA, se observó un bloqueo completo del desarrollo de células B en la

etapa LMPP, en contraste con la literatura que indica que el aumento de la expresión de Egr1 afecta a

la población más primitiva LT-HSC y participa en el desarrollo de diferentes tipos de leucemia (Tian et

al., 2016).

La simulación de las redes mutantes también proporciona información sobre la influencia de

las perturbaciones en el núcleo de diferenciación transcripcional. Las mutaciones se pueden agrupar

en i) aquellas que bloquean completamente la diferenciación y ii) aquellas que perturban la transición

pero convergen en el atractor de célula B inmadura. En el último grupo, encontramos nodos que

representan vías de señalización (i.e. PI3KIA OA y KO, Cxcr4 OA y KO, Cxcr7 OA y NFkB KO) y

nodos que representan factores de transcripción con participación en la inducción de apoptosis o

proliferación (i.e.  Tcf3  OA,  Gfi1  OA y  Ebf1  OA).  Entre  los  nodos  que  bloquean la  diferenciación

agrupamos a aquellos que arrestan el proceso en el estadio LMPP, CLP, pre-B o, en la trancisión

entre preB y pro-B. Estos grupos que indican la etapa de perturbación se identifican por el código de

colores a la derecha del mapa de calor en la Figura 8B. La información sobre el efecto de cada una

de  las  perturbaciones  en  el  modelo  y  los  reportes  experimentales  se  encuentra  detallada  y

referenciada en el Anexo 2.

Entre las mutantes incluidas en las simulaciones, la sobrexpresión de Egr1, Gfi1 e IL7r ha sido

asociada al desarrollo de leucemias. La ganancia de función del receptor para IL7 y Egr1 que en

nuestras simulaciones generan un arresto en el fenotipo LMPP, han sido asociadas al desarrollo de

leucemias mieloides, leucemias linfoides y linfomas (Shochat et al., 2011; Tian et al., 2016). Por otro

lado, la sobrexpresión de Gfi1, que genera una perturbación transitoria respecto a la simulación de la

red silvestre, ha sido sugerida como inductor de la proliferación de las células de LLA (Purizaca et al.,

2013).
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Figura 8. Redes eBCR de tipo silvestre (wt) y mutantes simuladas como modelos semi-continuos.  A)
Simulación de la red  wt. La ilustración representa la transición entre nichos de la MO inducida por los ejes
IL7/CXCL12 durante el proceso de diferenciación. El mapa de calor refleja el estado de activación para cada
nodo simulado durante 100 iteraciones (azul claro = nulo o bajo nivel de activación, gris = valores intermedios
de  activación,  verde  =  valores  altos  de  activación).  Las  etiquetas  superiores  indican  el  fenotipo  celular
compatible  con  el  patrón  de  activación  de  los  nodos  alo  largo  de  la  simulación  continua  de  la  red.  B)
Representación de la divergencia entre las simulaciones de las redes mutantes respecto a la simulación de la
red  wt, empleando índices de Jaccard. Las redes mutantes están agrupadas de acuerdo a una clasificación
jerárquica no supervisada según la etapa de desarrollo donde la simulación diverge de la simulación de la red
wt. Cada grupo de mutantes es identificado por los bloques en el eje X identificados en la columna derecha del
mapa de calor, indicando la etapa de la simulación en la cual ocurre la mayor perturbación o arresto en la
diferenciación (menor índice de Jaccard represnetado por el color rojo en el mapa de color). Las redes mutantes
que ntegran cada bloque pueden ser concultadas en la tabla complementaria a esta fugura en donde también
se comparan los resultados de la simulación de mutantes con los hallazgos experimentales (Anexo 2).
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VI.5 Inducción de NF-kB: obtención de precursores B aberrantes CXCR7+

En seguimiento a hallazgos previos de nuestro laboratorio sobre la influencia de moléculas

proinflamatorias  en  la  generación  de  un  microambiente  patológico  de  onco-promoción  (Vilchis-

Ordoñez et al., 2015; Balandrán et al.,  2016; Enciso et al., 2016), decidimos analizar el efecto de

perturbaciones de NF-kB en la red de diferenciación temprana de linfocitos B. Por un lado, la red nula

para NF-kB (NFkB KO) convergió después de 20 pasos al mismo atractor que la red de tipo silvestre.

Sin embargo, la expresión constitutiva de NF-kB resultó en un atractor arrestado entre el fenotipo CLP

y el prepro-B (Figura 9A). En la literatura, la sobrexpresión de NF-KB induce la mobilización de los

progenitores linfoides a sitios extramedulares por la disminución de expresión de CXCL12 por las

células estromales (Ueda et al., 2004; Enciso, Mendoza & Pelayo, 2015). 

El atractor híbrido CLP/pre-proB, obtenido con una activación constitutiva de NF-kB, mostró un

nivel de expresión alto de Flt3, una activación intermedia de Gfi1 y Egr1, y baja activación de Cebpa.

La expresión constitutiva de NF-kB inhibe a Foxo1, un factor indispensable para la expresión de Il7r,

impidiendo la  progresión completa a prepro-B.  Al  analizar la  transición del estado inicial  hasta el

atractor híbrido CLP/prepro-B, encontramos que los nodos mieloides Csfr1 y Spi1_2 extendieron su

activación en comparación con la transición normal, mientras que los marcadores linfoides como Gfi1

y Foxo1 fueron regulados a la baja (Figura 8B). Esto implica un hallazgo interesante ya que se ha

reportado que los  ligandos TLR,  a  través de la  vía de señalización canónica Myd88/NF-kB,  son

capaces de redirigir la hematopoyesis en la MO hacia un destino mieloide, acompañado de la salida

de progenitores linfoides hacia sitios extramedulares (Nagai et al., 2006).

Sin  embargo,  mientras  que  la  inflamación  aguda,  entendida  como  un  proceso  biológico

abrupto  que  ocurre  generalmente  como  una  respuesta  inmediata  ante  un  estímulo  externo  al

organismo (por ejemplo, la entrada de un alergeno al organismo, un corte o golpe que lleve a la

ruptura  de  un  tejido), puede  entenderse  como  un  fenómeno  de  todo  o  nada  -como  en  las

simulaciones KO y OA-, nuestra hipótesis es que el proceso proinflamatorio que participa en el origen

y progresión de la LLA es un fenómedo crónico, continuo y de progresión lenta. Para probar esta

hipótesis computacionalmente, modificamos la regla lógica de NF-kB, reemplazando las regulaciones

de otros nodos por una autorregulación negativa que induce una activación constitutiva intermedia

(NFkB=0.5). Esta condición produjo la aparición de un atractor tipo pre-B (preB-like) alrededor de la

iteración 40, mientras que todas las simulaciones anteriores llegaron a sus atractores entre los pasos

20 y 30 (Figura 9A). A diferencia del perfil  pre-B, el atractor emergente preB- like expresa valores

intermedios para los nodos Egr1, Ebf1, Gfi1 y Pax5 (Figura 9B). Al graficar de manera independinete,
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el valor de activación de para cada nodo en la red silvestre y en la red con expresión intermedia de

NF-kB notamos  que  la  exoresión  ocurre  de  manera  similar  en  ambas  redes  hasta  el  punto  de

transición  de  pro-B  a  pre-B,  en  donde  algunos  nodos  no  alcanzan  los  niveles  de  activación

observados en la simulación de la red silvestre, entre ellos los nodos Cxcr4, Il7r, STAT5, Ebf1, Foxo1

y Gfi1 (Figura 9D). 

Para evaluar si la progresión al atractor preB-like depende del estado de diferenciación en el

que se induce la  activación intermedia  de NF-kB,  ejecutamos múltiples  simulaciones variando el

estado inicial de la red de acuerdo a los atractores recuperados en el modelo Booleano síncrono

(Figura  9C).  Solo  ocho simulaciones de 26,  convergieron en el  atractor  preB-like,  incluyendo las

simulaciones que iniciaron en LMPP, uno de los dos estados del atractor mLMPP cíclico y sólo cinco

de los 17 estados que componen los atractores cíclicos pre-B. Ninguna de las simulaciones iniciadas

en los estados del atractor CLP fueron susceptibles a la activación intermedia de NF-kB. 

Estos resultados sugieren que el efecto de NF-kB en las células progenitoras y precursoras

linfoides depende del nivel de activación y la etapa de diferenciación en la que ocurre la perturbación.

NF-kB  influye  en  los  ejes  de  comunicación  hematopoyético-microambiente,  inhibiendo  CXCR4,

regulando  positivamente  a  CXCR7 y  manteniendo  en  un  mayor  nivel  de  activación  a  VCAM-1.

Además, afecta directamente la función de los factores de transcripción involucrados en el proceso de

diferenciación  y  estabiliza  fenotipos  aberrantes  que  conducen  al  bloqueo  de  la  linfopoyesis.  El

fenotipo  teórico de una población preB-like lo  hace una población candidata a  ocupar  los  nchos

CXCL12 en la MO y, susceptible a las señales microambientales a través de Flt3 y IL7 promotoras de

supervivencia y proliferación. 

____________________________________________________________________________

Hallazgos principales

 La  activación  constitutiva  de  NF-kB induce  un  arresto  en  la  diferenciación  linfoide  en  un

estadio híbrido o intermedio entre CLP y pre-proB, con una alta activación de CXCR7.

 La activación intermedia de NF-kB (simulada con un valor de 0.5) redirige la diferenciación a

un  atractor  aberrante  de  fenotipo  preB-like.  Este  redireccionamiento  es  dependiente  del

estadio de diferenciación en el cual se induce la activación intermedia de NF-kB.

____________________________________________________________________________
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Figura 9. La activación constitutiva de NF-kB induce un bloqueo en fenotipos aberrantes. A) Simulación
del modelo semi-continua de redes eBCR mutantes para NF-kB, incluida la  inhibición completa (NFkB = 0) y
dos niveles de activación constitutiva (OA, sobreactivación: NFkB = 1, e int, activación intermedia: NFkB = 0.5).
B y D) Nodos representativos en la simulación de la red NFkB OA y NFkB int, respectivamente, representados
de manera individual para comparar su estado de activación a lo largo de la simulación de ambas redes. La
gráfica  representa  el  estado  de activación  durante  las  simulaciones  realizadas por  100  iteraciones.  C)  La
inducción de un valor intermedio de NF-kB en diferentes etapas de desarrollo deriva en atractores diferentes, en
algunos casos llegan al atractor final de célula B inmadura (Imm B), y en otros la simulación culmina en un
fenotipo aberrante tipo pre-B.

VI.6 Identificación in silico del potencial de unión de miRNAs sobrexpresados en cáncer

y particularmente LLA, a TLR8

La  gran  acumulación  de  estudios  realizados  para  identificar  miRNAs  desregulados  en  el

cáncer, ha impulsado a la creación de bases de datos que tienen como objetivo reunir y organizar

datos de diferentes recursos. Para determinar la influencia de la acción de los miRNAs como ligandos

TLR en diferentes tipos de cáncer,  analizamos un conjunto de base de datos dbDEMC 2.0,  que

recopila información de expresión diferencial de miRNAs en cánceres humanos (Yang et al., 2017).

La base de datos utilizada contiene información recogida manualmente de 355 experimentos que
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identifican la expresión diferencial de miRNAs por métodos de baja escala en células de 31 tipos de

cáncer. Basados en la evidencia de Fabbri y colaboradores, que demostraron que los motivos GU en

la región 18-21 de los miRNA del cáncer de pulmón eran cruciales para unir y activar el TLR8 (Fabbri

et al., 2012), el análisis bioinformático realizado consistió en la identificación de miRNAs con motivos

GU en la región de los nucleótidos 18-21. De los 355 miRNAs iniciales, 215 estaban sobreexpresados

en los diferentes tipos de cáncer y 57 incluían el motivo GU entre la posición 18-21. Los 57 miRNAs

estaban  vinculados  a  26  de  los  31  tipos  diferentes  de cáncer  en  la  base de datos  (Figura  10).

Cerebro, colon y linfoma fueron los tres tipos de cáncer vinculados a un mayor número de miRNAs

con el motivo GU, miRNAsGU(18-21). Estos tres tipos de cáncer se encuentran entre los 10 cánceres con

más miRNAs sobreexpresados en la base empleada, por lo que el alto número de miRNAsGU(18-21) al

final del análisis podría asociarse a la proporción de trabajos de investigación publicados y revisados

para la curación de la base de datos, no necesariamente a un fenómeno biológico. Sin embargo, esto

no  disminuye  la  importancia  de  la  abundancia  de  miRNASGU(18-21) en  células  cancerosas  que

predisponen  al  establecimiento  de  una  inflamación  mediada  por  TLR8,  la  cual  podría  estar

involucrada en la progresión del cáncer.

Para evaluar la participación de miRNAsGU(18-21) con mayor especificidad en la LLA, analizamos

los perfiles de expresión de dos conjuntos de datos disponibles en la plataforma GEO (Barrett et al.,

2012).  A partir  del  conjunto  de datos  GSE56489_GPL10708  (Duyu  et  al.,  2014) comparamos  la

expresión de miRNAs en 43 muestras de MO de pacientes pediátricos con LLA, contra los 14 perfiles

de donantes pediátricos sanos. En el caso de la base GSE23024, comparamos las 71 muestras de

LLA contra el  perfil  de expresión de 7 MO normales.  Utilizando la  herramienta en línea GEO2R,

identificamos los miRNAs sobreexpresados en las muestras de LLA, y siguiendo los mismos criterios

aplicados para la base de datos dbDEMC 2.0 indentificamos el conjunto de miRNASGU(18-21). De las

dos bases de datos elegimos los tres miRNAs con las expresiones más altas y los mejores p-values.

Los tres candidatos potenciales sobreexpresados en la médula ósea de los pacientes con LLA que

podrían estar desempeñando un papel como inductores de pro-inflamación en la MO leucémica, a

través de su unión a TLR8 fueron: miR-146a-5p, miR-181b-5p y miR-199b-3p (Figura 11). 

En colaboración con el laboratorio de Biología Computacional del Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la UNAM, se realizaron análisis de docking molecular en Haddock mediante los cuales

se confirmó el potencial de unión de miR-146a-5p, miR-181b-5p y miR-199b-3p a TLR8 (Anexo 2).

Para dichas simulaciones se consideraron las interacciones moleculares con el  sitio  2 del  TLR8,

reconocido como el sitio de unión y activación por hebras sencillas de ARN viral. De los tres miRNAs
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simulados, miR-146a-5p y miR-199b-3p mostraron energías de asociación similares a la simulación

con miR-21, el miRNA identificado por Fabbri y colaboradores como ligando de TLR7 y TLR8 en

cáncer de pulmón (Fabbri et al., 2012). 

Figura 10.  Potenciales MiRNAs ligandos de TLR8 sobrexpresados en distintos tipos de cáncer.  Los
miRNAs fueron identificados a través del  análisis  bioinformático de un conjunto  de datos de la plataforma
dbDEMC 2.0.  Se identificaron  los  miRNAs sobrexpresados con  motivo  GU entres  las  posiciones  18  y  21
(MiRNAsGU(18-21)).  
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Figura 11. Potenciales MiRNAs ligandos de TLR8 sobrexpresados en LLA. Identificación de miRNAsGU(18-21)

en LLA pediátrica, a partir del análisis de dos bases publicadas en GEO (GSE56489 y GSE23024_GPL10708).
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VII. DISCUSIÓN

En  el  presente  estudio,  hemos  reconstruido  y  evaluado  una  red  que  integra  factores

involucrados, a diferentes niveles, en  la linfopoyesis B temprana. La simulación de la red eBCR como

modelo Booleano fue capaz de recuperar los estados de activación para LMPP, CLP, células pre-B

células y células B inmaduras. Como modelo continuo, se recuperaron patrones adicionales: prepro-B

y pro-B. La mayoría de las simulaciones mutantes mostraron los efectos reportados en la literatura,

particularmente aquellas que inducen un bloqueo completo en alguna etapa de diferenciación. Las

mutaciones  que  no  provocaron  efectos  significativos  en  el  atractor  o  que  únicamente  inducen

perturbaciones temporales mostraron mayoritariamente un efecto en la  etapa pre-B,  una fase de

caracterizada  por  una  expansión  clonal  muy  activa.  A  pesar  de  que  la  red  transcripcional

aparentemente no se ve afectada, su perturbación puede influir en la proliferación, recombinación y

selección clonal (Benhamou et al., 2018).

El  objetivo  principal  de  este  modelo  fue  visualizar  la  interconectividad  de  las  vías  de

señalización  canónica  involucradas  en  la  respuesta  celular  a  las  señales  microambientales

determinantes  para  la  diferenciación  temprana  de  células  B,  con  énfasis  en  la  activación

proinflamatoria de NF-kB. Después de la simulación del modelo continuo con activación constitutiva,

nula e intermedia de NF-kB,  encontramos que NF-kB no es indispensable para la  diferenciación

temprana de células B. Por otro lado, la alta activación de NF-kB induce al sistema hacia un atractor

aberrante  que  transita  por  un  estadio  intermedio  largo  con  potencial  mieloide,  facilitando  así  el

redireccionameinto  de  la  diferenciación  hacia  un  linaje  no  linfoide  como  ha  sido  reportado

previamente en modelos murinos (Cheung et al., 2018). Finalmente, una población conspicua con un

fenotipo tipo CXCR7+ tipo pre-B surgió en respuesta a la activación intermedia de NF-kB (Figura

12A).

Se ha sugerido que durante la progresión leucémica el reemplazo de la hematopoyesis normal

podría ocurrir  a  través de diferentes mecanismos,  incluida la  ocupación de nichos en la  MO por

células hiperproliferativas con la capacidad de inducir un microambiente oncopromotor e inadecuado

para la hematopoyesis normal (Balandrán et al.,  2016;  Enciso et al.,  2016; Cheung et al.,  2018).

Debido a la mayor afinidad de CXCR7 por CXCL12, sugerimos que las células emergentes tipo pre-B

que expresan el receptor CXCR7 e IL7, representen un subconjunto de células con potencial para

colonizar el nicho CXCL12+IL7+, donde pueden competir por el espacio en la MO y los factores de

crecimiento  producidos  en  ella,  con  una  ventaja  respecto  a  la  producción  normal  de  células  B

inmaduras  (Figura  12B).  Esta  hipótesis  podría  modelarse  in  vivo  através  de  un  experimento
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colonización  de  organoides  de  células  mesenquimales  CXCL12+,  co-cultivadas  con  1)  células

hematopoyéticas normales y 2) células hematopoyéticas con sobrexpresión de CXCR7. 

Una de las observaciones más importantes del presente trabajo es la expresión sostenida de

CXCR7 por el fenotipo pre-B, un receptor de quimiocinas cuyo papel no ha sido estudiado a fondo en

a pesar de que se ha relacionado con la migración y el retorno de otros tipos de células hacia la MO y

bazo, incluida la leucemia mieloide aguda y las células progenitoras CD34+ (Melo et al., 2018). Este

fenómeno puede conducir a la creación de nuevos ecosistemas CXCL11, relacionados con patologías

neoplásicas. Además, nuestros resultados sugieren que una señal proinflamatoria puede conducir a

diferentes resultados de desarrollo, producción de células B inmaduras normales o fenotipos pre-B

aberrantes, dependiendo de la etapa de diferenciación en la que se produce el estímulo. Esto es de

particular  interés  considerando  la  investigación  en  otro  tipo  de  cánceres  donde  las  moléculas

proinflamatorias secretadas por células malignas están involucradas en la transformación maligna de

células precancerosas o fenotipos no agresivos (Espinoza-Sánchez et al., 2018).

Como  propuesta  de  molécula  inductora  de  pro-inflamación,  se  realizó  un  análisis

bioinformático para identificar la frecuencia de miRNAs sobexpresados en distintos tipos de cánceres

y particularmente en LLA, con potencial de actuar como ligandos de TLR. Tres miRNAs con motivo

GU en la posición 18-21 fueron identificados con una alta expresión en muestras de LLA pediátrica.

En  colaboración  con  el  laboratorio  de  Biología  Computacional  del  Instituto  de  Investigaciones

Biomédicas de la UNAM, se confirmó el potencial de unión de  miR-146a-5p, miR-181b-5p y miR-

199b-3p a TLR8. Nuestro grupo de trabajo tiene proyectos en curso para confirmar la participación de

miRNAs como ligados de TLR, en la progresión y mantenimiento de la LLA.

  

Los  resultados  obtenidos  de  la  reconstrucción  y  modelación  de  una  red  como  modelos

boolenao y semi-continuo confirman la hipótesis del presente trabajo en la cual, se sugiere que la

inflamación  crónica,  simulada  por  una  activación  constitutiva  intermedia  de  NF-kB,  es  capaz  de

inducir la expresión de atractores emergentes con un fenotipo con características podrían proveer una

ventaja  competitiva  sobre  células  hematopoyéticas  normales  en  los  nichos  de  la  MO.  Además,

mediante  análisis  bioinformáticos  y  docking  molecular,  proponemos  la  expresión  aberrante  de

miRNAs con potencial de unirse y activar a TLR8 como probable inductor de la inflamación crónica en

la MO leucémica. 

Los resultados obtenidos abren las puertas a nuevas líneas de investigación para confirmar: 1)

la  existencia  de  una  población  leucémica  CXCR7+,  2)  la  participación  de  miRNAs  en  el
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establecimiento  y  mantenimiento  de la  LLA,  3)  la  participaicón  de  los  miRNAs propuestos  en la

inducciónde  un  fenotipo  hematopoyético  aberrante  CXCR7+,  y  4)  la  ventaja  competitiva  de  un

fenotipo  hematopoyético  CXCR7+  ante  las  células  hematopoyéticas  normales.  Estas  preguntas

pueden ser abordadas através de modelos in vitro con organoides o in vivo en modelo murino.

VIII. CONCLUSIONES

La  integración  de  elementos  genéticos  y  epigenéticos  que  orquestan  al  ecosistema  de

diferenciación de células B ha requerido esfuerzos adicionales a aquellos empleados para el estudio

de otros tipos celulares no linfoides, para comprender los fenómenos emergentes que dependen de la

interconexión de redes moleculares e interacciones celulares con su microambiente.

El modelado matemático se ha vuelto útil para el estudio de las propiedades dinámicas de

redes reguladoras y vías de señalización, que proporcionan una herramienta explicativa y predictiva. 

Consideramos que el estudio de la diferenciación con una perspectiva más amplia  que incluya

tanto factores transcripcionales como microambientales y las vías que los relacionan, podría ser útil

para analizar fenómenos biológicos de implicaciones clínicas en enfermedades linfoproliferativas. Es

de destacar que CXCR7, que no solo responde a CXCL12 sino también a CXCL11 y MIF dentro de la

MO y en tejidos extramedulares, incluyendo hígado, bazo, y pulmón, podría ser una pieza clave en el

complejo paisaje epigenético de las neoplasias linfoides.
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Figura  12.  Modelo  final:  La  activación  de  NF-kB puede  inducir  la  generación  de  una  población  de
precursores aberrantes que podrían estar compitiendo con la hemotapoyesis normal en los nichos de la
MO. A)  Las  perturbaciones  de  red  afectan  el  paisaje  epigenético  y  pueden  derivar  en  la  generación  de
atractores aberrantes. La generación de atractores aberrantes depende del tipo de perturbación y la etapa en la
que se induce la perturbación de la red. B) La producción de células hematopoyéticas normales y malignas se
origina  a  partir  de  progenitores  similares,  sin  embargo,  la  población  maligna  inducida  por  una  señal
proinflamatoria se detiene en una etapa progenitora y muestra una transición diferente a través de los nichos de
la MO. La afinidad de la población aberrante a nichos particulares, sugerido por la expresión de moléculas
involucradas en los ejes de comunicación del microambiente, puede representar una ventaja ecológica para el
reemplazo progresivo de la hematopoyesis normal observada en tumores malignos leucémicos.
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ANEXOS

Anexo 1. Justificación bibliográfica para las interacciones que conforman la red eBCR y las 
correspondientes reglas Booleanas. Los operadores Booleanos se encuentran representados por los 
símbolos & (AND), | (OR) y ! (NOT). Tomada de la Información Suplementaria de Enciso et al. 2020 
(Artículo en inglés).  

Node Boolean rule Interaction Observation Reference

Flt3L Flt3L Input (input node)

Il7 Il7 Input (input node)

BCR
Spi1 & Tcf3 & Irf4
& !STAT5 & (Rag |

BCR)

Spi1 + Spi1, Irf4, and Tcf3 bind to
the κB en la red molecular hematopoyética,E3′ intronic enhancer.

Removal of the TCF3
binding sites impairs

recombination by Rag.

(Perfetti et al., 2004; Ma
et al., 2006; de Pooter &
Kee, 2010; Hodawadekar

et al., 2012)

Tcf3 +

Irf4 +

Rag +

RAG is reactivated during
the pre-B stage to participate

light chain (IgL)
recombination.

STAT5 -

STAT5 maintains the the IgκB en la red molecular hematopoyética,
locus repressed at the pro-B

cell stage, inhibiting Tcf3
binding.

BCR * +

BCR self-regulation replaces
the single IgκB en la red molecular hematopoyética, recombination
event promoted by Rag that

determines the transition
from pre-BCR to BCR.

*Assumption

VCAM1_V
LA4

(Spi1 | Spi1_2) & !
(Ikzf1 & Ikzf3)

Spi1 |
Spi1_2 

+

HPCs mutated in PU.1 lack
integrins alpha-4, subunit of

VLA-4.

(Welner, Pelayo &
Kincade, 2008; Ochiai et

al., 2012; Clark et al.,
2013; Bendall et al.,

2014)

Ikzf1 &
Ikzf3 *

- Ikaros and Aiolos promote
pro-B cell migration through

the downregulation of
adhesins. Because pre-B
cells express both factors

and have increased
migration toward CXCL12

without adhering via VCAM-

*Assumption
(Mullighan et al., 2008;
Papaemmanuil et al.,
2014; Ochodnicka-

Mackovicova et al., 2015)

- 69 -



Node Boolean rule Interaction Observation Reference

1, we propose VLA4 as
another Ikzf1/Ikzf3 target.

preBCR
Ebf1 & !Ikzf3 &
(Rag | preBCR) 

Ebf1 +

Binding sites for EBF can be
found in the genes for λ5

and VpreB, participating in
the assembly of pre-BCR. 

(Ochiai et al., 2012)

Ikzf3 -

Aiolos is a negative
modulator of λ5, subunit of

the pre-BCR surrogated light
chain.

(Li et al., 2014; Joshi et
al., 2014; Churchman &

Mullighan, 2017)

Rag +

RAG1 and RAG2 initiate Ig
heavy chain (Igh)

recombination.
(Tokoyoda et al., 2004)

preBCR +

Pre-BCR self-regulation
replaces the transient

activation of Rag. In vivo,
pre-BCR self-induction of

activation in cooperation with
its binding to stromal ligands

like galectin-1.

(Bettini et al., 2002; Min
et al., 2008)

Csf1r Spi1_2 & !Pax5

Spi1_2 + PAX5 interferes with PU.1
transactivation at the sense
promoter of Csf1r gene and

down regulates the
frequency of binding of the

basal transcription
machinery.

(Cordeiro Gomes et al.,
2016)Pax5 -

Cxcr4
Tcf3 & (!Gfi1 |

Flt3_a | Irf4) & !
Cxcr7 

Tcf3 +

CXCR4 expression was
down-regulated in a

transcriptional profiling of E-
protein–deficient activated B
cells. Evaluated E-proteins

include E2A and E2-2. 

(Karamitros et al., 2018;
Guo et al., 2018)

Gfi1 -

In myeloid cells it has been
reported an inhibitory

interaction of Gfi1 after
binding to Cxcr4 promoter.

Additionally, HSCs from

(Ochodnicka-
Mackovicova et al., 2015)
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Node Boolean rule Interaction Observation Reference

Gfi1ko/ko mice show an
increased expression of

CXCR4.

Flt3_a +

Flt3/Ras-dependent signals
suppresses SOCS3, which
in turn, negatively regulate

CXCR4.

(Li et al., 2010)

Irf4 +
IRF4 directly induces the

expression of Cxcr4. (Johnson et al., 2008)

Cxcr7 -

Overexpression of CXCR7
inhibits CXCR4 expression,

besides acting as as an
alternative receptor for

CXCL12 with higher affintity
than CXCR4. 

(Uto-Konomi et al., 2013;
Coggins et al., 2014)

Cxcr7 NFkB & !Irf4

NFkB +

Cxcr7 promoter contains
three binding sites to NFkB

with probed inhibitor
functionallity.

(Tarnowski, Kucia &
Ratajczak, 2009;

Tarnowski et al., 2010)

Irf4 -

CXCR7 expresion is up-
regulated in IRF4-deficient B

cells, controling their
positioning in lymphoid

microenvironments.

(Simonetti et al., 2013)

Flt3
Ikzf1 & Spi1 & !

Pax5

Ikzf1 +
Hematopoietic progenitors
with inhibited expression of
Ikaros or PU.1 are deficient

in expression of Flt3.

(Nichogiannopoulou et
al., 1999)

Spi1 +
(DeKoter, Lee & Singh,

2002)

Pax5 -

Progenitor B cells defficient
in Pax1, show an abundant

expression of Flt3, effect that
is rapidly inversed upon the

reinduction of Pax5
expression.

(Holmes et al., 2006;
Ochiai et al., 2012)
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Node Boolean rule Interaction Observation Reference

Il7r

Spi1 & Foxo1 &
(Flt3_a | (STAT5 &
Ebf1)) & !(Cebpa |

Irf4)

Spi1 +

PU.1 directly regulates the
transcription of the gene

coding for the IL-7Rα-chain.

(DeKoter, Lee & Singh,
2002)

Foxo1 +

Foxo1 expression is required
at early B cell developmental

stages to sustain the
expression of Il7ra.

(Dengler et al., 2008;
Ochiai et al., 2012)

Flt3_a +

Flt3 activation promote the
expression of IL-7Rα and
suppresses SOCS genes

that contribute to the
inhibition of STAT5 signaling.

(Li et al., 2010)

STAT5 + EBF participates in a
feedback loop that sustains

and augments IL7r
expression after initial

activation. 

(Singh, Pongubala &
Medina, 2007; Pongubala

et al., 2008)
Ebf1 +

Cebpa -

ChIP-seq analysis revealed
binding of C/EBPα at the cis-

regulatory elements of
Foxo1, Ebf1, Pax5, IL7r, and
Mef2c genes, with inhibitory

activity.

(Collombet et al., 2017)

Irf4 -

Irf4 attenuates Il7r signaling
by inducing Cxcr4

expression, promoting the
migration of B progenitor
cells towards CXCL12,

whihch is expressed in a
separated niche than the
one compossed by IL7-
secreting stromal cells.

(Tokoyoda et al., 2004;
Johnson et al., 2008)

STAT5
(Il7&Il7r) &

VCAM1_VLA4 & !
SLP65

Il7&Il7r +

IL-7R signaling activates
STAT5 and participates in
the promotion of distal VH

gene rearrangements.

(Bertolino et al., 2005)

VCAM1_V
LA4 *

+

In endothelial cells, STAT5
pathway activation by IL3
requires the concomitant

activation of JAK/STAT by β
integrin, VLA4 subunit. We

*Assumption for
hematopoietic cells

(Tokoyoda et al., 2004;
Defilippi et al., 2005)
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assume that a similar
requirement may be involved

in the expansion of B cell
progenitors in IL7-enrriched

bone marrow niches.

SLP65 -

Adaptor SLP65, also known
as BLNK or BASH, inhibits

JAK3/STAT5 signaling
pathway through its binding

to JAK3.

(Nakayama et al., 2008)

PI3KIA

(preBCR |
(VCAM1_VLA4 &
Cxcr4) | Cxcr7) & !
SLP65 & (!Cebpa |

STAT5)

preBCR +

Independently of IL-7
signalling, pre-BCR

stimulation induces the
phosphorylation of AKT in

human pre-B cells.

(Anbazhagan et al.,
2013)

SLP65 -

Activation of an inducible
form of SLP65 results in

markedly reduced levels of
phos-phorylated Akt/PKB,

downstream phosporylation
target of PI3KIA.

(Herzog et al., 2008)

VCAM1_V
LA4

+

Downstream VLA4 binding
to VCAM1, ILK induces the
phosphorylation of Akt at

Ser473 and GSK3b at Ser9.

(Tabe et al., 2007)

Cxcr4 + Inhibition of either CXCR4 or
CXCR7, derives in

decreased activation of PI3K
pathway by β-arrestin in

CD34+ hematopoietic cells.

(Chabanon et al., 2008;
Torossian et al., 2014) Cxcr7 +

Cebpa -

Cebpa promotes the
expression of miR-29b which

in turn induces PTEN
transcription, an inhibitor for

PI3K pathway.

(Eyholzer et al., 2010;
Wang et al., 2015)

STAT5 +

The abundance of
phosphorylated Akt was

positively correlated with that
of IL-7R in mice pre-B cells.

(Ochiai et al., 2012)
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NFkB SLP65 | Rag

SLP65 +

After pre-BCR incorporates
into cell membrane lipid rafts
it derives in the activation of
a complex molecular module

composed by Lyn, Syk,
SLP65, PI3K, Btk, Vav, and

PLCγ2. The activation of
PLCγ2 induces calcium

signaling and subsequently
NF-kB activation. 

(Schebesta, Pfeffer &
Busslinger, 2002;

Kersseboom et al., 2003)

Rag +

Rag activity during V(D)J
recombination, induce an

ATM-dependent DNA
damage response. Among

other functions, ATM kinase
phosphorylates IKK
releasing the NF-kB

complex.

(Ochodnicka-
Mackovicova et al., 2016;

Meek et al., 2016)

SLP65
preBCR & (Foxo1 |

Pax5)

preBCR +
BLNK transduce pre-BCR

activation upon
phosphorylation by Syk.

(Pappu et al., 1999;
Kersseboom et al., 2003)

Foxo1 +

Foxo1 in conjunction with
Pax5, activates SLP65

coding gene expression in
pre-B cells enabling an

effective coupling of the pre-
BCR with its downstream

signaling components.

(Ochiai et al., 2012)

Pax5 +

Pax5 upregulates the
expression of Blnk gene,

involved in the transduction
of the pre-BCR activation.

(Schebesta, Pfeffer &
Busslinger, 2002; Ochiai

et al., 2012)

Cebpa

(Spi1 | Runx1) & (!
(Ebf1 | Foxo1 |

Ikzf1) | (Runx1 &
Spi1_2))

Runx1 +

Runx1 gene deletion
reduces Cebpa transcripts
through binding to sites in

the promoter region.

(Guo et al., 2012)

Spi1 + PU.1 inhibits GATA-1 that
targets, as an inhibitor,

Cebpa required for myeloid
development. 

(Burda et al., 2009)
Spi1_2 +

Foxo1 -
ChIP-seq experiments

probed the binding of FoxO1
to the Cebpa locus. A

(Collombet et al., 2017)
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functional analysis revealed
a negative regulation.

Ebf1 - EBF1 and Ikaros bind to
silencing regions in the
Cebpa gene, having a

probable redundant
inhibitory role on Cebpa

transcription.

(Rao et al., 2013;
Bertolino, Reinitz &

Manu, 2016)
Ikzf1 -

Ebf1

Tcf3 & Runx1 &
((STAT5 & Foxo1) |

(Spi1 & Ebf1 &
Pax5)) & !Cebpa

Tcf3 +

E2A is required for initiating
and maintaining the

expression of EBF to ensure
the B cell program

specification.

(Kwon et al., 2008)

Runx1 +

Runx1-binding to motifs in
the proximal promoter of

Ebf1 are essential to drive
gene expression through the

regulation of repressive
histone marks.

(Seo et al., 2012)

STAT5 + The distal promoter of Ebf1
is controlled by IL7R

signaling, E2A and EBF1.
While the proximal promoter
is upregulated by the binding

of Pax5, Ets1 and PU.1.

(Roessler et al., 2007;
Zandi et al., 2008)

Pax5 +

Spi1 +

Ebf1 +

Foxo1 +

Increased expression of
Foxo1 in combination with
IL7R signaling, activate the

transcription of the Ebf1
gene. In turn, Ebf1 activates

the expression of FoxO1
forming a positive feedback

loop.

(Mansson et al., 2012;
Katerndahl et al., 2017) 

Cebpa -

ChIP-seq analysis revealed
binding of C/EBPα at the cis-

regulatory elements of
Foxo1, Ebf1, Pax5, IL7r, and

Mef2c genes, with an
inhibitory activity.

(Collombet et al., 2017)

Egr1
(Spi1 & !Gfi1) |
Spi1_2 | Pax5

Spi1 + Egr1 expression is promoted
with increased PU.1 levels
and attenuated with Gfi1

overexpression. 

(Laslo et al., 2006)Spi1_2 +

Gfi1 -
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Pax5 +

The induced expression of
Pax2/5/8 promotes the

upregulation of EGR1, in
addition to B-cell related

genes.

(Hart et al., 2018)

Foxo1
(Tcf3 | Ebf1) & (!
PI3KIA | !NFkB |

SLP65) & !Cebpa

Tcf3 +

E2A binds to enhancer
elements in the FoxO1 locus

to activate Foxo1
expression.

(Welinder et al., 2011)

Ebf1 +

Increased expression of
Foxo1 in combination with
IL7R signaling activate the

transcription of the Ebf1
gene. In turn, Ebf1 activates
the expression of FoxO1 in a

positive feedback loop.

(Mansson et al., 2012)

PI3KIA -

IL-7 signaling positively
correlates with the

abundance of
phosphorylated Akt, and
negatively correlates with
the overall abundance of

Foxo1 and Foxo3a proteins.
Akt phosphorylates Foxo

proteins and promote their
degradation via
ubiquitination.

(Ochiai et al., 2012)

NFkB -

The treatment of Abl mouse
pre-B cells and two human
BCR-ABL-positive B-ALL

cells with an IKKb inhibitior,
negatively regulate FoxO1

stability.

(Ochodnicka-
Mackovicova et al., 2015)

SLP65 +

SLP65 activates p38 which
in turn stimulates FoxO1
activity. Establishing a

FoxO1-SPL65-p38
feedbackloop.

(Ochiai et al., 2012)

Cebpa -

ChIP-seq analysis revealed
binding of C/EBPα at the cis-

regulatory elements of
Foxo1, Ebf1, Pax5, IL7r, and

Mef2c genes, with an

(Collombet et al., 2017)
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inhibitory activity.

Gfi1
((Ikzf1 | Cebpa) & 

(!(Egr1 | Gfi1) |
Ebf1)

Ikzf1 +

Ikaros, a transcription factor
required for B cell

development, promoted Gfi1
and antagonized PU.1
expression in MPPs.

(Spooner et al., 2009)

Cebpa +

C/EBPα interacts with a
functional binding site in the
Gfi gene and enhances Gfi-1

expression.

(Lidonnici et al., 2010)

Egr1 -

Several putative Egr binding
sites were identified in the

promoter region of the Gfi-1
gene, one of them is bound
with high affinity by Egr-1.

(Laslo et al., 2006)

Gfi1 -

Their have been identified
Gfi1 binding motifs

conserved among rat, mice
and human Gfi1 genes,

suggesting a repressive self-
regulation mechanism.

(Doan et al., 2004; Yücel
et al., 2004; Marteijn et

al., 2007)

Ebf1 +
 Predicted

promoter/enhancer for GFI1
gene

GeneHancer (GH)
Regulatory Elements for

GFI1 Gene 
(Fishilevich et al., 2017)

Ikzf1
(Runx1 & Spi1 & !

Cebpa) | Irf4

Runx1 +

Runx binding to E3 ligase
CRBN inhibitis its activity as

promoter of Ikaros
ubiquitylation and

proteasome-dependent
degradation.

(Zhou et al., 2019)

Spi1 + PU.1 indirectly induce Ikaros
expression through Mef2c
transcription factors. Mef2c

is inhibited by Cebpa.

(Stehling-Sun et al.,
2009; Herglotz et al.,

2016)
Cebpa -

Irf4 +

Irf4 participates in the
activation of Ikaros and

Aiolos to down-regulate pre-
B-cell receptor and promote
cell-cycle withdrawal in pre-

B-cell development.

(Ma et al., 2006, 2008;
Thompson et al., 2007)
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Ikzf3
Ikzf1 & Irf4 & !

STAT5

Ikzf1 +

Ikaros binds the Aiolos
promoter, inducing its

expression in cell lines and
freshly isolated B and T

cells.

(Ghadiri et al., 2007)

STAT5 -

STAT5 binds to a large
subset of genes that

regulate normal progenitor B
cell development, including

IRF4 and AIOLOS.

(Katerndahl et al., 2017)

Irf4 +

Irf4 participates in the
activation of Ikaros and

Aiolos to down-regulate pre-
B-cell receptor and promote
cell-cycle withdrawal in pre-

B-cell development.

(Thompson et al., 2007;
Ma et al., 2008)

Irf4
(NFkB | Ebf1) & !
((Flt3 & Flt3L) |

STAT5)

NFkB +

C-Rel, a member of the NF-
kB transcription factors,

induces IRF4 expression in
lymphocytes.

(Grumont & Gerondakis,
2000)

Ebf1 +

Ebf1 directly binds to IRF4,
IRF8, Myb, Mybl2, and

Bcl2l1 sequences, shown by
chromatin

immunoprecipitation (ChIP)
analysis.

(Györy et al., 2012)

Flt3_a -

Inhibition of Flt3 over the
transcription factor IRF4

represents the inhibition of
the plasmacytoid cell

program in CLP cells. This
inhibition may be mediated
by STAT5, as reported for

IRF8.

(Esashi et al., 2008;
Mendoza & Méndez,

2015)

STAT5 -

STAT5 binds to a large
subset of genes that

regulate normal progenitor B
cell development, including

IRF4 and AIOLOS.

(Katerndahl et al., 2017)

Pax5
Spi1 & (STAT5 |
(Ebf1 & Foxo1 &
Irf4)) & !Cebpa

Spi1 + PU.1 binds to an enhancer
element in Pax5 gene.

While, IRF4 at an
intermediate level correlates

(Decker et al., 2009; Lu
et al., 2014)

Foxo1 +

Irf4 +
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with nuclear Foxo1 and
Pax5 induction. PU.1 binding

to an enhancer regulatorySTAT5 + STAT5 directly up-regulates
Pax5 transcription in early B
cells through its binding to a
motif in the gene promoter

region that overlaps with an
EBF-binding site.

(O’Riordan & Grosschedl,
1999; Hirokawa et al.,
2003; Decker et al.,

2009)
Ebf1 +

Cebpa -

ChIP-seq analysis revealed
binding of C/EBPα with an
inhibitory activity, at the cis-

regulatory elements of Pax5,
among other B cell
promoting genes.

(Collombet et al., 2017)

Rag
Ebf1 & Foxo1 & !
(SLP65 | NFkB)

Ebf1 +

Binding sites for EBF are
found in a large number of B
cell-specific genes including

Rag1.

(O’Riordan & Grosschedl,
1999)

Foxo1 +

FoxO1 induces Ikzf1 splicing
to promote immunoglobulin
gene recombination through

RAG.

(Alkhatib et al., 2012)

SLP65 -
Evidence for a direct

repression of RAG1 and
RAG2 by pre-BCR signaling.

(Schebesta, Pfeffer &
Busslinger, 2002)

NFkB -

Pre-B cells transduced with 
the IkBa-super represor 
increases RAG activity. 
Additionally, IKKβ induces 
the expression of cyclin 
A/CDK2 that in its active 
form, restrict RAG2 
expression in cycling cells.

(Ochodnicka-
Mackovicova et al., 2015)

Spi1
Runx1 & ((Gfi1 |
Tcf3) | (Spi1 &

Ikzf1)) & !Cebpa

Runx1 +
RUNX1 binds to an

upstream regulatory element
of Spi1.

(Roessler et al., 2007;
Kikuchi et al., 2008)

Gfi1 + Gfi1 constrains the
expression of PU.1 by
displacing PU.1 from

positive autoregulatory
elements. 

(Welner, Pelayo &
Kincade, 2008)Spi1 +
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Tcf3 +

E2A directly binds to PU.1
antagonizing its activity and

inhibiting myeloid
differentiation.

(Welner, Pelayo &
Kincade, 2008; Nodland

et al., 2011)

Ikzf1 +

Ikaros, which is required for
B-cell development, might
constrain PU.1 expression

by blocking PU.1
autoregulation through the

URE.

(Greenbaum et al., 2013)

Cebpa -

Cebp/α induction of Pu.1
expression is required during

myeloid differentiation,
characterized by a high level

expression of PU.1.

(Peled et al., 2000;
Glodek et al., 2003)

Spi1_2
Runx1 & (!(Gfi1 |
Tcf3) | (Spi1_2 & !

Ikzf1))

Runx1 +
RUNX1 binds to an

upstream regulatory element
of Spi1.

(Tokoyoda et al., 2004;
Sugiyama et al., 2006;
Pérez-Saldivar et al.,

2011; Greenbaum et al.,
2013; Balandrán et al.,

2016; Enciso et al., 2016)

Gfi1 - Gfi1 constrains the
expression of PU.1 by
displacing PU.1 from

positive autoregulatory
elements. 

(Tokoyoda et al., 2004;
Park et al., 2013; Clark et

al., 2013)
Spi1_2 +

Tcf3 -

E2A directly binds to PU.1
antagonizing its activity and

inhibiting myeloid
differentiation.

(Cordeiro Gomes et al.,
2016; Fistonich et al.,
2018; Zehentmeier &

Pereira, 2019)

Ikzf1 -

Ikaros constrains PU.1
expression by blocking PU.1
autoregulation through the

URE.

(Lévesque et al., 2003;
Enciso et al., 2016;

Terashima et al., 2016;
Zehentmeier & Pereira,

2019)

Tcf3
(Ikzf1 | Spi1 |

Pax5) & (!Tcf3 |
Ebf1 | Gfi1)

Ikzf1 +

Ikaros knockout results in
loss of lymphocytes as seen

with E2a knockout.
Additionally, Ikaros-binding
sites were identified at the

E2a promoter in B cells

(Assman & Albert, 2009;
Albert & Wang, 2009)

Spi1 +
Physical interaction

observed throug ChIP-seq
(Müssel, Hopfensitz &

Kestler, 2010)
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meta-analysis.

Pax5 +
Physical interaction

observed throug ChIP-seq
meta-analysis.

(Albert & Wang, 2009)

Tcf3 -
E47 binds to the promoter

region of Id3, an E2A
inhibitory factor.

(Mendoza & Xenarios,
2006)

Ebf1 + EBF1 and Gfi1 inhibit ID2,
an inhibitor of E2A

expression and critial for
specification towards the B

cell lineage.

(Villarreal, Padilla-
Longoria & Alvarez-

Buylla, 2012)
Gfi1 +

Runx1
(Spi1 | Spi1_2) &
(Runx1 | Ikzf1)

Spi1 |
Spi1_2 

+

RUNX1 functionally binds to
upstream regulatory element

of PU.1 regulating its
expression. However, PU.1
induced expression is not

sufficient to rescue ablation
of RUNX1.

(Mendoza & Méndez,
2015; Collombet et al.,

2017)

Runx1 +

RUNX1 regulates its own
expression through binding
sites in the distal promoter
P1 region of Runx1 gene.

(Huang et al., 2008;
Spooner et al., 2009;

Zarnegar & Rothenberg,
2012; Rogers et al.,

2016)

Ikzf1 +

Ikaros consensus binding
sites were found in the

proximal promoter regions of
the Runx1 gene.

(Gauthier et al., 2002;
Übelhart et al., 2010)
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Anexo 2. Tabla complementaria de la Figura 8B con la comparación entre los atractores obtenidos de
las simulaciones de redes mutantes y los reportes experimentales de inhibición y expresión 
constitutiva. El código de colores de la primera columna corresponde a los bloques representados del 
lado izquierdo del mapa de calor presentado en la Figura 8B. Tomada de la Información 
Suplementaria de Enciso et al. 2020 (Artículo en inglés).  

Node Mut  Model interpretation Observation References

Csf1r KO

No effect in the
transcriptional core

during B cell
differentiation

Output

BCR KO Output

Flt3L OA Input

IL7 OA Input

BCR OA Output

Csf1r OA Output

Ikzf1 OA
No effect, as they are active since the LMPP stage and 
maintain their activation through all early B cell 
differentiation stages recovered by the wild-type model.

Spi1 OA

Runx1 OA

Cxcr7 KO
No effect, in concordance with its low 
expression in normal lymphoid cell 
lines and hematopoietic progenitors.

 (Tarnowski et al.,
2010)

Egr1 KO

Egr1 do not have an evident role in 
the lymphopoietic transcription factor 
network, at least until cells migrate to 
the spleen, where B cells upregulate 
their expression.

(Collombet et al.,
2017)

VCAM1_V
LA4

OA

VCAM-1/VLA-4 involvement in 
lymphoid differentiation, is related to 
migration between niches and not 
directly to an effect in the 
transcriptional network. 

(Peled et al., 2000)

PI3KIA OA

Perturbation at the
pro-B/pre-B cell stage
without affecting the

differentiation process

PI3KIA overactivation affects FOXO1 
at the pre-B stage when NFkB also, a
FOXO1 repressor, is activated 
downstream the pre-BCR. The 
inhibition of PTEN, a PI3K regulator, 
revealed only poor reduction in cell 
numbers of the developmental stages

(Powers et al.,
2012)
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Node Mut  Model interpretation Observation References

following pro-B cells.

PI3KIA KO

Determinant during
pre-B cell stage, but
not in the main core
Regulating cellular

transition to immature
B-cell

In mice deficient for the regulatory or 
the catalytic subunit of PI3K Class I, 
B cell development was slightly 
blocked at the pre-B cell stage.

(Fruman et al.,
1999; Clayton et al.,

2002; Jou et al.,
2002)

Cxcr4 KO

Pro-B and pre-B cell numbers were 
severely reduced in the BM of mutant
mice with a disrupted expression of 
SDF-1/CXCL12 or its receptor 
CXCR4.

(Nagasawa et al.,
1996; Ma et al.,

1998)

Cxcr4 OA

Overexpression of CXCR4 in 
hematopoietic progenitor cells alter 
their homming and reconstitution 
potential, having a role on migration 
and proliferation.

(Kahn et al., 2004)

Cebpa KO

Absence of C/EBPα prevents 
formation of GMPs and myeloid 
colony-forming units, in addition it has
been reported that LMPPs keep 
some capacity to generate 
granulocytic, monocyte/macrophage 
and granulocyte-macrophage 
colonies. When Cebpa is inhibited, 
the transition towards Immature B cell
is reduced and in consequence,  
some intermediate stages are 
outdated.

(Heath et al., 2004;
Karamitros et al.,

2018)

Spi1_2 KO

Similar to Cebpa, Spi1_2 mutation in 
the model inhibits, since the first time-
steps the option of activating myeloid 
lineage elements, accelerating the 
establishment of the nodes 
determining the lymhphoid lineage.

Inferred
explanation, no

specific reference.  

Cxcr7 OA No clear effect

The effect of Cxcr7 on PI3K and 
Cxcr4 activation is not sufficient to 
affect B cell differentiation, but 
generate transient perturbations in 
two particular stages: prepro-B and 

(Melo et al., 2014)
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pre-B.

Irf4 KO

B cell arrest at late
pro-B/pre-B stage

B-cell development of IRF-4,8-/- 
double mutant mice, is arrested at the
pre-B stage. IRF-4 and IRF-8 have 
redundant activities, but IRF-8 was 
not included in the current model.

(Lu et al., 2003)

Flt3 OA

Enforced expression of FLT3 in mice 
HSC affects B-cell precursors 
frequency, CLP transitioning to B cell 
progenitors, but not committed B 
cells.

(Holmes et al.,
2006)

SLP65 KO
Inadequate signaling of pre-BCR, as 
observed with BLNK gene mutations, 
induces a block in B-cell development
at the pro–B-cell to pre–B-cell 
transition.

(Minegishi et al.,
1999)

preBCR KO

Pax5 KO
Pax-5-/- mice do not commit to the 
immature B stage and get arrested at
the pro-B stage.

(Urbánek et al.,
1994; Cobaleda et

al., 2007)

STAT5 KO

Blockage CLP or
early pre-pro-B stage

STAT5 knock-outs lead to 
hematopoietic defects with particular 
deficiency in pre-proB or pro-B 
development.

(Teglund et al.,
1998; Goetz et al.,
2004; Yao et al.,

2006)

Il7r KO

Adult mice expressing mutated IL-7, 
or any of the two chains comprising 
IL-7R, show a significant arrest at the
pre–pro-B cell stage or even early, at 
the CLP stage.

(Miller et al., 2002;
Kikuchi et al., 2005)

Ebf1 KO

EBF deficient mice lack 
immunoglobulin-expressing B-cells, 
but contain progenitor cells 
expressing IL-7 receptor transcripts

(Lin & Grosschedl,
1995)

NFkB KO

Loss of NF-kB pathway members 
leads to an accumulation of HSCs 
and a decrease of myeloid and 
lymphoid progenitors. Additionally, the
inhibition of NF-kB activity on pro-B 

(Cadera et al.,
2009; Stein &

Baldwin, 2013)
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cells, inhibits light chain 
rearrangements for pre-BCR.

Foxo1 KO

Deletion of Foxo 1,3 and 4 in HSCs 
leads to a severe block in the 
generation of CLPs. While, Foxo1 
conditional mutation in early B-cell 
progenitors derives in a reduction of 
immature and circulating B-cells, and 
an increase in the percentage of BM 
pro-B cells. 

(Tothova et al.,
2007; Dengler et

al., 2008)

VCAM1_V
LA4

KO

Mice chimeric for the expression of 
α4, a subunit of VLA-4 integrin, 
showed a significant reduction on 
pre-B cells and mature B cells, 
suggesting a severe failure in B cell 
development before pre-B stage.

(Arroyo et al., 1996)

Flt3 KO

FLT3 conditional KO significantly 
decreases the numbers of LMPPs 
and ETPs in adult mice, but not CLPs
and B cell progenitors. However, Flt3-
deleted LMPPs or CLPs, showed a 
disadvantage in producing B-cell 
progenitors compared to non-deleted 
progenitors.

(Zriwil et al., 2018)

preBCR OA

There is no biological interpretation, 
as there is no report of pre-BCR 
expression and activation at an 
earlier stage. However, pre-BCR 
constitutive activiation at the pro-B 
stage, derives in enhanced 
proliferation without progressing to 
pre-B cell. 

(Schebesta, Pfeffer
& Busslinger, 2002)

Irf4 OA
Irf4 OA, blocks simulation before CLP
stage because because it inhibits IL7r
activation.

(Johnson et al.,
2008; Ma et al.,

2008)

Il7 KO
Adult mice expressing mutated IL-7, 
or any of the two chains comprising 
IL-7R, show a significant arrest at the

(Miller et al., 2002;
Kikuchi et al., 2005)
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pre–pro-B cell stage or even early, at 
the CLP stage.

Flt3L KO

Flt3 deficient mice showed a 
reduction in leukocyte cellularity and 
a severe ablation of dendritic and NK 
cells, suggesting that it affects at a 
progenitor stage.

(McKenna et al.,
2000)

SLP65 OA

There is no biological interpretation, 
as there is no report of pre-BCR 
expression and activation at an 
earlier stage. However, pre-BCR 
constitutive activiation at the pro-B 
stage, derives in enhanced 
proliferation without progressing to 
pre-B cell. 

(Schebesta, Pfeffer
& Busslinger, 2002)

NFkB OA

Inflammation, probably mediated by 
NF-kB responses, induce lymphocyte
mobilization to extramedullar niches 
and enhances granulopoiesis in the 
BM. However its induction in the 
model blocks differentiation at the 
CLP due to the negative regulation of 
Rag and early IRF4 activation.

(Ueda et al., 2004;
Enciso, Mendoza &

Pelayo, 2015)

Tcf3 KO

E2A deletion completely inhibits 
immunoglobulin gene recombination 
for B cell production but has little 
effect on T lineage precursors, 
suggesting that it is dispensable for 
ELP production but blocks CLP 
progression to pro-B cells.

(Bain et al., 1997;
Borghesi et al.,

2005)

Spi1_2 OA

Complete B cell
blockage at LMPP

Overexpression of PU. 1 in normal 
hematopoietic progenitors blocks B 
cell development

(DeKoter, Lee &
Singh, 2002)

Gfi1 KO
Gfi1 deficiency impairs lymphopoiesis
in MPPs and LMPPs showing to be 
critical to sustain B-cell commitment.

(Spooner et al.,
2009; Fraszczak et

al., 2016)
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Egr1 OA

No reports of Egr1 OA effects on 
early B-cell differentiation were found.
However, its increased expression 
has been associated to maintance of 
LT-HSC, and development of 
leukemia. 

(Tian et al., 2016)

Cebpa OA

C/EBPα levels increase as long-term 
stem cells progress to granulocyte–
monocyte progenitors (GMP). Over-
expression of WT C/EBPα in cordon 
blood-derived Lin- cells, led to a 
significant reduction in the total 
number of CFUs.

(Quintana-
Bustamante et al.,

2012)

Runx1 KO

RUNX1 is required for the 
maintenance of platelets and 
lymphocytes, probably with a greater 
participation during development than
in adult hematopoiesis.

(Ichikawa et al.,
2004)

Spi1 KO

PU.1 -/- hematopoietic multipotential 
progenitors produce defects in 
lymphoid differentiation at a progenitr 
stage, in addition to the effects 
caused by the loss of IL-7R 
expression.

(DeKoter, Lee &
Singh, 2002)

Ikzf1 KO
Null Ikaros mice lack B lymphocytes 
and their earliest progrenitors

(Wang et al., 1996)

Foxo1 OA
Forced activation of FOXO1 lower the
proliferation rate of ALL cells.

(Köhrer et al., 2016)

Il7r OA

Gain-of-function mutations in acute 
lymphoblastic leukemias has been 
associated to an enhanced growth of 
progenitor lymphoid cells.

(Shochat et al.,
2011)

Pax5 OA

Pax5 overactivation produces the 
phenotype reported experimentally 
for Flt3 KO, where LMPP 
compartment is affected. 
Eventhoguh, FLT3 KO in our model 

(Holmes et al.,
2006; Zriwil et al.,

2018)
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didn’t showed this behavior.

STAT5 OA

Induced overexpression of STAT5 
induces and erythropoiesis through 
the induction of GATA-1, a 
transcription factor that participates in
a negative feedback loop with the 
lymphoid factor Ikaros.

(Wierenga,
Vellenga &

Schuringa, 2010;
Malinge et al.,

2013)

Tcf3 OA

Perturbation during
lymphoid commitment
without differentiation

blockage.

Overexpression of E47, one of the 
proteins encoded by Tcf3 gene, 
derives in the induction of cellular 
proliferation.

(Zhao et al., 2001;
Schwartz et al.,

2006)

Gfi1 OA

A role of Gfi1 overactivation in acute 
lymphoblastic leukemia cells, has 
been suggested. However its 
contribution is probably not related to 
the transcriptional differentiation core 
but to other related mechanisms 
involved in lymphopoiesis.

(Purizaca et al.,
2013)

Ebf1 OA

Enforced expression of EBF1 in 
hematopoietic progenitors, restricts 
lymphopoiesis to the B cell lineage 
limiting other lymphoid phenotypes.

(Zhang et al., 2003)
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Anexo 3. Análisis in silico de unión de miRNAs a TLR8

Figura Anexo 2. Evaluación in silico del potencial de unión de miR-146a-5p, miR-181-5p y miR-199-3p, a
TLR8. Comparación de las afinidades de unión calculadas para los tres miRNAs sobreexpresados en LLA y con
motivos GU en la posición 18-21, y los miRNAs estudiados por Fabbri y colaboradores en cáncer de pulmón. El
miR-146a tuvo la menor afinidad de unión (-35,17 kJ/mol) al monómero A de TLR8. En las ilustraciones con los
complejos  miRNA/TLR8  se  resaltan  los  residuos  de  la  bolsa  de  unión  de  TLR8  que  interactúan  con  los
nucleótidos de los miRNAs. En letras azules los residuos de TLR8 y en letras rojas, los nucleótidos de miRNA.
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