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Resumen

El tejido sanguineo estd compuesto en un
45% aproximadamente por células y derivados
de éstas, con una vida media que oscila entre
120 dfas para los eritrocitos y alrededor de 3
afos para ciertos tipos de linfocitos. Esta pérdi-
da es compensada gracias a la actividad del sis-
tema hematopoyético y a la presencia de una
poblacién de células primitivas inmaduras co-
nocidas como Células Madre Hematopoyéticas
(CMHs) encargadas del proceso de hematopo-
yesis, activo desde el inicio de la vida fetal y que
genera cerca de 2 x 10" eritrocitos y 10' células
blancas por dia (1). Las CMHs poseen la capaci-
dad de auto-renovarse y diferenciarse a multi-
ples linajes, se ubican en un nicho particular y
tienen marcadores de superficie que las identi-
fican, como por ejemplo el antigeno CD34. Re-
cientemente se ha podido avanzar en el
entendimiento de la biologia bésica de los pro-
cesos celulares que rigen los mecanismos de
auto-renovacion, diferenciacién y proliferacion
de las CMHs, y de la participacion de diferentes
vias de sefializacion (Hedgehog, Notch y Wnt)
en estos procesos, los cuales controlan el com-
portamiento in vivo e in vitro de las CMHs.
Todo esto es de vital importancia para la imple-
mentacion y generacion de alternativas terapéu-
ticas con CMHs, para diversas enfermedades
entre ellas las hematoldgicas, como por ejem-
plo las leucemias.

Palabras clave: Célula Madre Hematopoyé-
tica, quiescencia, auto-renovacion, notch, wnt,
hedgehog.

Abstract

Blood tissue is composed approximately in
45% by cells and its derivatives, with a life span
of around 120 days for erythrocytes and 3 years
for certain type of lymphocytes. This lost is com-
pensated with the hematopoietic system activity
and the presence of an immature primitive cell
population known as Hematopoietic Stem Cells
(HSCs) which perform the hematopoiesis, a proc-
ess that is active from the beginning of the fetal
life and produces near to 2 x 10* eritrocytes and
10 white blood cells per day (1). Hematopoietic
Stem Cells are capable of both self-renewal and
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differentiation into multiple lineages, are located
in a particular niche and are identified by their
own cell surface markers, as the CD34 antigen.
Recently it has been possible to advance in the
understanding of self-renewal, differentiation and
proliferation processes and in the involvement
of the signaling pathways Hedgehog, Notch and

Wnt. Studying the influence of these mechanisms
on in vivo and in vitro behavior and the basic
biology of HSCs, has given valuable tools for the
generation of alternative therapies for hemato-
logic disorders as leukemias.

Key words: Hematopoietic Stem Cells,
quiescence, self-renewing, notch, wnt, hedgehog.

INTRODUCCION

Las células madre son un grupo de células
que se caracterizan por su capacidad de auto-
renovacion a lo largo de la vida de un individuo
y por responder a sefiales o estimulos genera-
dos en el micro ambiente donde se encuentran,
para comprometerse en la diferenciacion hacia
linajes celulares con caracteristicas y funciones
especializadas (2). Estas células se pueden clasi-
ficar de dos maneras: i) Segtn el tejido de ori-
gen en células madre embrionarias o adultas ii)
Segtin su potencial de diferenciacion en células
totipotenciales, pluripotenciales, multipotencia-
les y unipotenciales. Las células totipotentes son
aquellas capaces de dar origen a un organismo
completo y a un tejido extraembrionario; las cé-
lulas madre pluripotentes producen células deri-
vadas de cualquiera de las tres capas embrionarias,
mesodermo, endodermo y ectodermo; las cé-
lulas multipotentes generan todos los tipos
celulares derivados de una sola capa embriona-
ria (3). Entre este tipo de células se encuentran las
células madre neuronales, hematopoyéticas y
mesenquimales. Por dltimo, las células madre con
un menor potencial para diferenciarse son cono-
cidas como unipotenciales. Un ejemplo de éstas
son las células madre epidérmicas encontradas
en la capa basal de la piel y que inicamente pro-
ducen escamas queratinizadas (4).

Cada dia son mas los estudios realizados so-
bre células madre hematopoyéticas, dado que
pueden mantener su cardcter primitivo cuando

son manipuladas en el laboratorio, preservando
su capacidad de proliferacién y diferenciacién in
vitro hacia todos los linajes hematopoyéticos. Por
esta razon han sido usadas exitosamente en el
tratamiento de pacientes con alto riesgo de enfer-
medades hematoldgicas recurrentes, sindromes
con falla de médula 6sea, estados inmunodefi-
cientes hereditarios y desérdenes metabélicos. A
pesar de saber con certeza que la médula 6sea y la
sangre de cordon umbilical son fuentes adecua-
das para su obtencién, la cantidad de células ais-
ladas es muy limitada lo que imposibilita su uso
a gran escala, de ahi la necesidad de contar con
condiciones Gptimas de cultivo que permitan ex-
pandirlas in vitro para obtener una cantidad sufi-
ciente para ser usadas en transplantes. Para que
estas técnicas de cultivo en el laboratorio sean
exitosas primero es necesario adelantar investi-
gaciones basicas que permitan entender los pro-
cesos de proliferacion y diferenciacién que
conducen a la obtencién tanto de un mayor nt-
mero de células como de diversos linajes de las
mismas, para simularlos en el laboratorio. El pro-
posito de este articulo es realizar una revisién acer-
ca de los conceptos bésicos sobre las CMHs, sus
principales caracteristicas, la manera de identifi-
carlas molecularmente, asi como de los mecanis-

mos implicados en procesos de auto-renovacion.

GENERALIDADES
El sistema hematopoyético tiene como fun-
cién retirar de la circulacion las células viejas o
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las defectuosas, eliminarlas y reemplazarlas por
nuevas. Este sistema estd constituido por un con-
junto de células de la médula 6sea, de la sangre
y del sistema linfoide que dan origen a todos los
tipos de células sanguineas a partir de una célu-
la madre hematopoyética (CMH). Las CMHs
poseen tres caracteristicas bdsicas: primero, son
multipotentes, es decir, tienen el potencial de
generar los linajes sanguineos: la linea roja que
produce los eritrocitos, la linea blanca que pro-
duce células de diferentes tipos como el de tipo
linfoide: linfocitos B y T, y el tipo mieloide:
baséfilos/mastocitos, eosinéfilos, neutréfilos/
granulocitos, y monocitos/macréfagos, también
genera la linea trombocitica que da origen a
megacariocitos/plaquetas. Segundo, las CMHs
tienen un alto potencial proliferativo, es decir
que son capaces de dividirse y producir un gran
ndmero de células maduras durante la vida del
individuo. Tercero, las CMHs tienen alta capa-
cidad de generacion de nuevas células madre
idénticas, manteniendo una divisién de tipo si-
métrico, capacidad conocida como auto-reno-
vacion. Esta propiedad es muy importante
debido a que miiltiples procesos producen estrés
fisioldgico en el organismo, con un consumo
exagerado de determinadas poblaciones celula-
res sanguineas, que de no ser por la capacidad
de auto-renovacién de las CMHs y su posterior
compromiso hacia precursores mas maduros se
verian reducidas (5, 6).

En el sistema hematopoyético, las células
madre son heterogéneas con respecto a su habi-
lidad de auto-renovarse, para distinguirlas se
clasifican en células madre hematopoyéticas a
largo plazo (CMH-LP) y células madre hemato-
poyéticas a corto plazo (CMH-CP).

Las CMH-LP son capaces de producir todos
los tipos de células maduras de la sangre duran-
te la vida de un individuo y de generar progeni-

tores que al ser transplantados pueden reconsti-
tuir el sistema hematopoyético. Estas CMH-LP
constituyen menos del 0.1% de CMHs conteni-
das en la médula 6sea. Las CMH-CP son las en-
cargadas de generar células progenitoras
comprometidas con linaje bien sea linfoide o
mieloide (6, 7, 1). Parece ser que hay un com-
promiso progresivo de las CMH-LP en la gene-
racion de CMH-CP y de éstas a su vez en la
generacion de progenitores multipotentes (PMP)
pasando por varios estadios de diferenciacién
que implican cambios funcionales irreversibles
y que caracterizan el proceso de maduracion ce-
lular (8,9).

A medida que las CMHs maduran, progresi-
vamente van perdiendo su potencial de auto-re-
novarse pero se vuelven mitdticamente mads
activas, es decir, que en los compartimentos de
células progenitoras hay muy poca capacidad de
auto-renovacion y una alta actividad mitdtica
(10,11).

NICHO DE LAS CELULAS MADRE
HEMATOPOYETICAS

La médula dsea es un tejido graso y suave
que vace al interior del hueso trabecular, y son
en conjunto la trabécula y el estroma de la médu-
la 6sea los elementos que fisicamente soportan y
fisiolgicamente mantienen el tejido hemato-
poyético (12). Durante los dos primeros afios de
vida, la médula dsea activa (médula roja) se lo-
caliza en todos los huesos y gradualmente es
reemplazada por tejido medular inactivo (mé-
dula amarilla o grasa). El microambiente hema-
topoyético de la médula dsea contiene células
de la estroma cuyo origen puede ser mesenqui-
mal, como es el caso de las células endoteliales,
los fibroblastos, los adipocitos y los osteoblastos
o puede ser hematopoyético no-mesenquimal
como los macréfagos y las células dendriticas.
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Todas estas células de la estroma producen y
depositan elementos en la matriz extracelular
(MEC), ademas de esto son capaces de producir
y concentrar citoquinas locales hematopoyéti-
cas que pueden inducir o inhibir la prolifera-
cién y diferenciacion de células progenitoras,
formando asi el “nicho de la célula madre/
progenitora” (13). Se cree que la diferenciacién
hacia un linaje especifico puede depender de
interacciones especializadas entre células del
estroma y células progenitoras (14).

Los procesos de auto-renovacion y diferen-
ciacién de las CMHs son controlados por un con-
junto de mecanismos reguladores extrinsecos e
intrinsecos en los nichos hematopoyéticos, que
se pueden establecer a través de interacciones
entre las células. Un ejemplo de ello son las in-
teracciones de las células progenitoras hemato-
poyéticas con diferentes tipos celulares como los
fibroblastos, los cuales acttan sobre los proce-
sos de crecimiento y diferenciacion; las células
endoteliales, que facilitan la migracion de los
precursores hematopoyéticos desde la médula
hacia el torrente sanguineo, y los osteoblastos
que mantienen la hematopoyesis gracias a la
produccién de factores estimulantes de colonias
granulociticas y monociticas, y al igual que los
fibroblastos y las células endoteliales, permiten
la adhesion de células primitivas hematopoyé-
ticas CD34+ (15).

Conceptualmente el nicho hematopoyético esta
dividido en tres partes: i) una zona osteobléstica
(localizada cerca de los osteoblastos), ii) una zona
medular de CMHs quiescentes y proliferantes y
iii) una zona vascular (cerca de los sinusoides) que
permite la salida a la circulacién de las células
maduras (16). El nicho osteoblastico esta confor-
mado por osteoblastos cuya funcién principal es
ser formadores de hueso induciendo la diferen-
ciacién de las CMHs en osteocitos. En este nicho

se han identificado diversas moléculas de adhe-
sion celular que favorecen la interaccion de los
osteoblastos con las CMHs, entre las que se en-
cuentran la N-caderina que se expresa tanto en
osteoblastos como en las CMHs quiescentes, y la
$3-1 integrina que se une a la fibronectina y pro-
mueve la adhesion a las células estromales de la
médula Gsea (16).

Las células progenitoras hematopoyéticas
que se encuentran cerca de las células madre
quiescentes constituyen un segundo tipo de ni-
cho celular conocido como nicho medular. Las
células progenitoras producen factores que
inhiben la proliferacién de las células madre
adyacentes, pero cuando el ntimero de estas cé-
lulas progenitoras disminuye dentro del nicho,
por ejemplo a causa de una terapia mieloablati-
va, las CMHs quiescentes son liberadas de su
inhibicién y comienzan a dividirse (16).

Las CMHs quiescentes ubicadas en primer
lugar en el nicho osteoblastico, al recibir esti-
mulos y sefiales que inducen su proliferacion,
maduracién y diferenciacién segtin los reque-
rimientos del organismo, migran desde este
primer nicho hacia el nicho medular y poste-
riormente, antes de ser liberadas a la circula-
cién, se desplazan al nicho vascular para
culminar los procesos de proliferacién o dife-
renciacion. Este nicho ademads de suplir de oxi-
geno a las CMHs en division, produce factores
angiogénicos indispensables para el manteni-
miento celular, como el Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF) (16).

PROPIEDADES FUNCIONALES
DE LAS CELULAS MADRE HEMA-
TOPOYETICAS

Estudios realizados con el fin de identificar
algunas de las propiedades funcionales de las
CMHs han arrojado resultados diversos aun-
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que complementarios entre si, probablemente
debido a la gran heterogeneidad entre las dife-
rentes subpoblaciones de CMHs.

El primer estudio cuantitativo de CMHs fue
realizado por Till y McCulloch en 1961 (17), quie-
nes obtuvieron células hematopoyéticas de la
médula o del bazo de ratones donadores y las
transplantaron por via intravenosa a ratones pre-
viamente irradiados con dosis letales, con el fin de
destruir la hematopoyesis enddgena y prevenir la
generacion de CMHs del hospedero. Algunas cé-
lulas inyectadas (aproximadamente 10%) se alo-
jaron en el bazo del receptor y alli proliferaron y
formaron colonias macroscépicas que pudieron
ser contadas y a las cuales se les llamé unidades
formadoras de colonia de bazo (UFC-B).

Varios estudios mostraron que aunque las
UFC-B hacia los dias 12/13 después de ser re-
transplantadas son capaces de auto-renovarse, son
incapaces de mantener una hematopoyesis a lar-
go plazo, lo que permite pensar que realmente
no son verdaderas CMHs. Estos resultados fue-
ron la base para implementar la prueba que se
utiliza actualmente para definir a una CMH, la
cual consiste en demostrar su capacidad de com-
pletar y mantener por mas de 6 meses la regene-
racion del sistema linfo-hematopoyético después
de haber sido transplantada (18).

Los cultivos a largo plazo de médula (LTC
del inglés long-term cultures) fueron desarro-
llados en 1977 por Dexter et al. (19), quienes
cultivaron médula 6sea humana o de ratén en
un medio suplementado con suero fetal bovino.
Las células del estroma formaban una capa
alimentadora adherente en la cual las CMHs y
las células progenitoras del indculo prolifera-
ron y se diferenciaron por semanas y meses en
ausencia de factores exdgenos (20). Las células
iniciadoras de cultivo a largo plazo (LTC-IC del
inglés long-term culture initiating cells) son cé-

lulas progenitoras mds primitivas que las célu-
las formadoras de colonia (CFC), se pueden en-
contrar entre o bajo las células del estroma, son
capaces de iniciar y mantener la hematopoyesis
por largos periodos de tiempo en cultivo y pue-
den reiniciar LTC secundarios. Menos del 0.1%
de las CMHs de la médula dsea son capaces de
proliferar a largo plazo y de auto-renovarse (18).
La proporcién de LTC-IC con respecto a CFC en
sangre periférica es de 1:50 mientras que en mé-
dula 6sea es de 1:20 (7). Sin embargo, no se han
encontrado diferencias significativas en el po-
tencial de proliferacion o diferenciacién de las
LTC-IC de médula dsea y de sangre en estado
normal (21).

IDENTIFICACION DE LAS CELULAS
MADRE HEMATOPOYETICAS

Durante el proceso de maduracion, las CMHs
expresan o dejan de expresar moléculas o
antigenos en la membrana celular, lo cual ha
sido muy util para la caracterizacién de los lina-
jes celulares. La deteccion de estos marcadores
facilita la identificacion y aislamiento de gru-
pos celulares particulares. A pesar del gran nt-
mero de estudios realizados, atin no se ha podido
encontrar un Unico marcador especifico de las
CMHs, sin embargo, el uso de combinaciones
de marcadores permite agrupar en subgrupos
mezclas de células funcionalmente heterogéneas
con algunas caracteristicas en comun.

Las células hematopoyéticas primitivas no
expresan marcadores de linaje (lin) propios. Esta
ausencia permite distinguir las células inmadu-
ras del resto de células diferenciadas, siendo és-
tas dltimas més abundantes (22). La seleccion y
aislamiento de células utilizando los marcado-
res de linaje puede proporcionar un enrique-
cimiento tipico de subpoblaciones de CMHs de
20 a 500 veces en una muestra, dependiendo
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de la combinacion de marcadores usados. A con-
tinuacion se citan algunos ejemplos de marca-
dores de diferentes linajes: del linaje eritroide
la glicoforina A, el antigeno leucocitario huma-
no-DR (HLA-DR) y el TER-119; del linfoide
CD45, CD2, CD3, CD4, CDS8, CD19, CD20 y del
mieloide CD14, CD56 y CD33 (22).

Las CMHs y otras subpoblaciones de células
madre se pueden obtener de diversas fuentes
como por ejemplo de la médula 6sea, de la san-
gre periférica y de la SCU (Sangre de Corddn
Umbilical). Para identificar, aislar y cuantificar
la poblacién de CMHs con frecuencia se utiliza
el marcador de linaje conocido como antigeno
CD34, el cual se ha identificado en la mayoria
de células iniciadoras de cultivo de largo término
(CI- CLT), en gran parte de las células formadoras
de colonias (CFC) y en células progenitoras
linfoides y mieloides. Este marcador sin embar-
g0 no estd presente en la mayorfa de células
terminalmente diferenciadas (18). Las células que
expresan este marcador de diferenciacion
linfoncitaria se caracterizan por poseer un gran
potencial de repoblacién in vivo y por tener la
capacidad de generar progenie eritroide y
mieloide a partir de células formadoras de colo-
nias. El antigeno CD34 es una proteina mono-
mérica de peso molecular entre 110 y 120 KDA
con una regién amino terminal extracelular que
contiene un dominio proximal de 66 aminoaci-
dos conformado por seis residuos de cisteina y
al parecer con una forma globular. De manera
significativa, de los 145 aminodcidos que com-
ponen el dominio N-terminal, 35% son resi-
duos serina o treonina; este dominio también
incluye 7 de 9 sitios potenciales de glicosilacion
(23). Esta sialomucina, fue el primer marcador
de diferenciacién reconocido en las células he-
matopoyéticas primitivas humanas y se conti-
nta usando para aislar progenitores y CMHs

para uso clinico (22). Este marcador también se
expresa en células endoteliales de vasos peque-
fios y en fibroblastos embrionarios. El antigeno
CD34 es codificado por un gen ubicado en el
cromosoma 1q32, regién que contiene a su vez
varios genes codificadores para moléculas de
adhesion celular tales como la selectina L, selec-
tina P, selectina E y laminina B2. Aunque su fun-
cién no esta completamente dilucidada, se ha
considerado que puede servir como ligando de
la selectina-L, dependiendo de su adecuada
glicosilacidn y sulfatacion. También se cree que
el antigeno CD34 juega un papel importante
tanto en la adhesion intercelular como en la de
las células con la matriz extracelular, inducien-
do la polimerizacion de actina. Asi mismo, se ha
demostrado que la regulacién de la expresion
del antigeno CD34 estd implicada en el mante-
nimiento de la actividad hematopoyética nor-
mal gracias a la inhibicion de la proliferacion de
células progenitoras, mediada por contacto y
agregacion celular (23).

La expresion del antigeno CD34 es mucho
mayor en células progenitoras tempranas y dis-
minuye progresivamente a medida que las cé-
lulas maduran, hasta no detectarse en células
terminalmente diferenciadas (24,25).

El antigeno CD34 se expresa entre el 1-4%
de las células nucleadas presentes en la médula
6sea humana de individuos sanos (7). En sangre
periférica, aproximadamente un mililitro de
sangre contiene en promedio 4 x 10° células/pl
CD34" las cuales corresponden al 0.06% de las
células nucleadas totales; y conforman entre el
0.1-1% de células nucleadas de SCU (26).

Las células CD34" purificadas son capaces de
reconstituir la hematopoyesis multilinaje en
ratones diabéticos no-obesos con inmunodefi-
ciencia combinada severa (NOD/SCID) irradia-
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dos, para hacerlos inmunodeficientes y hacer que
no rechacen las células humanas que les son im-
plantadas (27) y que ademds presentan un poten-
cial de implantacion de células humanas en
transplantes aut6logos y alogénicos (28; 29). Sin
embargo, la frecuencia de células con actividad
de progenitoras es <20%, la frecuencia de LTC-
ICs es <1% y de CMHs <0.1%, en poblaciones
de células CD34* altamente purificadas (>90%)
(22). Es posible hacer la distincién entre la pobla-
cién de CMHs, células progenitoras y células mds
maduras CD34", gracias al patron de expresion
de otros marcadores como el CD38, un antigeno
que se expresa entre niveles intermedio y alto
(>90%) en CMHs CD34", entre las que se en-
cuentran las células formadoras de colonia, y en
el 60% de LTC-ICs (22). Las células CD34*CD38*
son més abundantes que las CD34*CD38", pero
se ha comprobado que estas tiltimas pueden re-
constituir y mantener la hematopoyesis
multilinaje en ratones inmunodeficientes después
de realizar el transplante (30).

A pesar de ser el CD34 un marcador de CMHs
primitivas, se han detectado células CD34" con
potencial linfopoyético en el cordon umbilical
humano y en fuentes hematopoyéticas adultas,
capaces de reconstituir la hematopoyesis multi-
linaje en ratones inmunodeficientes y ademés de
generar células CD34* in vitro e in vivo. Sin
embargo, las células con fenotipo CD34" tam-
bién se caracterizan por la ausencia de CD38, de
marcadores especificos de linaje y de CD133 (22,
31, 32, 33, 34). Al comparar células CD34"CD38
lin" con células CD34*CD38 lin", solo una pequetia
fraccién de las primeras (0.2%) expresa el mar-
cador CD133 y precisamente esas células son ca-
paces de repoblar ratones NOD/SCID, a pesar de
que la densidad celular y el nivel de repobla-
miento fuese 100 veces menor que el de las célu-
las con fenotipo CD34*CD38lin" (35). Esto

sugiere que las células CD34- son incapaces de
alcanzar la médula Gsea después de haber sido
transplantadas por via intravenosa, ya que se ha
demostrado que la inyeccion directa de células
CD341in" en la medula dsea de ratones NOD/
SCID resulta en niveles elevados de implanta-
cién, en comparacion con células CD34* (36).

Otro antigeno que se expresa en la mayoria
de las células CD34* es el CD133, también co-
nocido como AC133 (37,38). Este antigeno es
una proteina glicosilada que se ha detectado en
células repobladoras, progenitoras inmaduras
y progenitoras de monocitos/granulocitos, pero
no en la mayoria de progenitores eritroides (22).
Su funcion se ha relacionado con el manteni-
miento de los estados primitivos de diferencia-
cion. Las células CD133* estén presentes en la
sangre de cordon umbilical (SCU) y en la medu-
la 6sea (MO) (39, 40). Se ha mostrado la presen-
cia de células CD133*CD34 CD38 Lin" en sangre
periférica de adultos, provenientes posiblemen-
te de la médula 6sea y movilizadas por accién del
Factor Estimulante de Colonia Granulocitica
(FECG) y del Factor de Célula Madre (FCM) tam-
bién conocido como stem cell factor, con poten-
cial de diferenciacion a células CD34* similar al
de células derivadas de SCU (41). Aunque el
CD133 representa un importante marcador de
superficie celular para la identificacion de células
madre y células progenitoras humanas, atin no es
claro si el uso de este marcador otorga alguna
ventaja sobre el uso del CD34 para el aislamien-
to o la expansion celular de las CMHs y las célu-
las progenitoras hematopoyéticas (42).

Otro marcador de linaje es el C-KIT, conoci-
do también como CD117, que corresponde al
receptor para el FCM, el cual promueve la proli-
feracién y diferenciacion de células progenitoras
primitivas hematopoyéticas a células progeni-
toras comprometidas (43). El C-KIT se expresa
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en las dos terceras partes de las células CD34+,
incluyendo las células progenitoras mds com-
prometidas con linaje, pero estd ausente en las
células sanguineas maduras circulantes. Sin em-
bargo a menudo su nivel de expresion es lo su-
ficientemente alto como para ser usado como
marcador en técnicas de aislamiento de células
hematopoyéticas (22).

Por dltimo el marcador CDCP1 (proteina que
contiene el dominio cub), fue identificado re-
cientemente y tiene un patrén de expresion si-
milar al de CD133 (44). El dominio o region
estructural cub se ha identificado principalmen-
te en proteinas relacionadas con las inmunoglo-
bulinas (estructura globular) y tiene un papel
importante en la adhesion celular. El CDCP1 es
una proteina transmembranal inicialmente en-
contrada en células tumorales de colon y de seno.
Su expresion sobre células hematopoyéticas
normales estd restringida a las células CD34,
incluyendo aquellas con actividad repobladora
NOD/SCID y no se ha detectado en células san-
guineas maduras. Al igual que el CD34 y el
CD133, el CDCP1 puede ser atil para el enri-
quecimiento en CMHs y en células progenito-
ras de las muestras de cordén umbilical y médula

Gsea, pero no para su discriminacion (22).

CRECIMIENTO Y PROLIFERACION
DE L.As CMHs

Para proteger al individuo del agotamiento
celular, las CMHs deben generar todas las lineas
celulares de la sangre requeridas durante su exis-
tencia, para lo que es muy util su multipotencia-
lidad y capacidad de auto-renovarse. Se propone
también, que las CMHs utilizan el mecanismo de
sucesion clonal, que consiste en la diferenciaciéon
de unos pocos clones de CMHs y en la genera-
cién de células sanguineas maduras cuando se

requieren, como por ejemplo en los procesos in-
fecciosos en donde se activan los mecanismos ce-
lulares de defensa que implican a la mayor parte
de las células sanguineas, o cuando por algin
motivo las reservas de glgbulos rojos no son su-
ficientes para suplir las necesidades del cuerpo.
Mientras tanto las CMHs restantes permanecen
en estado de quiescencia sin contribuir a la he-
matopoyesis, hasta que la capacidad proliferativa
de las células activas se agota (45).

Una caracteristica que comparten las células
madre adultas con varios tejidos es su relativa
quiescencia. Las células madre generalmente tie-
nen una baja tasa de recambio, en tanto que su
descendencia, denotada como células progenito-
ras en el sistema hematopoyético, prolifera a gran
escala. Estas células progenitoras proveen billo-
nes de células sanguineas por dia que son necesa-
rias para mantener la homeostasis en el individuo
(46). Se ha comprobado que, aunque la mayoria
de CMHs permanecen quiescentes en fase GO, en
algtin momento pueden entrar al ciclo celular para
dividirse (47). La baja tasa de proliferacion carac-
teristica de las CMHs, es esencial para el mante-
nimiento de la poblacion de células madre durante
la vida de un individuo. La dindmica que regula
cudles células se auto-renuevan para mantener la
poblacién, y cuéles proliferan y llegan a compro-
meterse para producir células diferenciadas, atin
no es clara (3), aunque se cree que unas sustancias
llamadas citoquinas, producidas por las células,
pueden tener un papel decisorio importante en la
regulacion de la activacion de las CMHs. Esta ac-
tivacion, conlleva una serie de cambios celulares
que inducen el paso de fase GO a fase G1 indican-
do el inicio de la divisi6n celular y conduciendo
la expresion de CD34 y a una pérdida gradual de
la multipotencialidad con las sucesivas divisio-
nes celulares (3). Las células activadas retienen su
multipotencialidad durante un ntimero definido
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de ciclos y cuando llegan a un estado de mayor
compromiso en la diferenciacién, proliferan a una
mayor velocidad (3). Por el contrario, las células
destinadas a la auto-renovacion son capaces de
retornar a un estado prolongado de quiescencia o
GO después de cada ciclo celular y entrar nueva-
mente al ciclo celular cuando son estimuladas
adecuadamente, atin después de un largo perio-
do de tiempo de quiescencia.

Mecanismos moleculares involucrados en
procesos de auto-renovacién, proliferacién
y diferenciacién de las CMHs

Cualquier célula, puede tener diferentes op-
ciones durante su existencia. Si se trata de una
célula eucariota elegird aquella que sea mds con-
veniente para el individuo del cual forma par-
te, o si se trata de una célula procariota tomara
la opcién que le permitird sobrevivir bajo las
condiciones ambientales en que se encuentre.
En ambos casos, la eleccion se hace en respuesta
a las diferentes sefiales que se encuentran en el
entorno celular. Estas opciones son proliferar,
diferenciarse, permanecer en quiescencia o mo-
rir. En el caso de las CMHs la proliferacion estd
relacionada con la capacidad de auto-renovar-
se y de generar un linaje celular por divisién
clonal, es decir que a partir de un progenitor
por division celular y diferenciacion se obten-
gan células con caracteristicas funcionales y
morfoldgicas practicamente idénticas. En el caso
del tejido sanguineo el proceso de auto-reno-
vacion es crucial para que las células madre
persistan a lo largo de la vida de los individuos
y se mantengan en el nimero adecuado, y el
proceso de diferenciacion es necesario para que
se mantenga el ndmero de células sanguineas
requeridas para el correcto funcionamiento del
organismo. Estos dos procesos deben estar equi-
librados, de lo contrario pueden surgir enfer-

medades. Se ha encontrado que hay mecanis-
mos moleculares de sefalizacién que partici-
pan como reguladores de la auto-renovacion,
proliferacion y diferenciacion de las CMHs.
Estos mecanismos se conocen como vias de se-
fializacion, y en particular se han asociado con
la actividad de las CMHs las vias Hedgehog
(Hh), Notch y Wingless (Wnt), ademas de las
proteinas morfogénicas de hueso o BMPs y
otros factores que regulan la expresion de los
genes activandolos o reprimiéndolos.

Las vias de sefializacién celular correspon-
den a sistemas de comunicacién, constituidos
por una serie de proteinas que actdian en res-
puesta a estimulos extracelulares o intracelu-
lares y cuya activacién o inhibicién se puede
dar en cascada, es decir una actiia sobre otra de
manera sucesiva. El estimulo puede ser de na-
turaleza quimica o fisica, y se constituye en una
sefal portadora de un mensaje. Cuando es de
naturaleza quimica puede recibir el nombre de
ligando. La sefal es captada por receptores
moleculares que son proteinas con tres regio-
nes: una extracelular, una trasnmembranal y
otra intracelular. El receptor acttia como deco-
dificador del mensaje y forma un complejo con
el ligando, sufre un cambio estructural que ge-
neralmente conduce a la activacion del recep-
tor y a su vez, transmite el mensaje a otras
moléculas intermedias, que pueden ser efecto-
ras o transmisoras del mensaje activando otras
moléculas, entre ellas los segundos mensajeros.
Los segundos mensajeros inducen la activacion
o desactivacién de otros blancos moleculares
que participan en la generacion de una respues-
ta a la senal recibida. Esta cadena de eventos
puede llegar o no hasta el nicleo de la célula y
segun el caso, puede darse la activacién o re-
presién de programas genéticos. Cuando el
objetivo se cumple la via se desactiva. Cada
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via de sefializacién tiene sus propios compo-
nentes moleculares, aunque pueden ser com-
partidos con otras vias conformdndose una
verdadera red de informacién. La activacién o
desactivacién de los componentes de las vias
de senalizacién se da generalmente por cam-
bios estructurales inducidos por transferencia
de grupos quimicos como el fésforo (fosforila-
cion), el metilo (metilacion) y el acetilo (aceti-
lacién), entre otros.

Via Hedgehog (Hh)

Esta via de sefalizacion se relaciona con la
activacion de la proliferacion de las CMHs, y con
la induccién de patrones morfogenéticos claves
para el desarrollo embrionario. Estd constituida
principalmente por proteinas codificadas por los
genes hedgehog, que contienen colesterol. Estas
proteinas son secretadas y pueden mediar la se-
fializacion de dos maneras diferentes: a través del
contacto célula-célula entre células adyacentes
y de manera alterna, produciendo un ligando
soluble capaz de difundirse a través del micro-
ambiente para interactuar con células distantes.
En ambos casos la sefial o ligando se capta a tra-
vés de receptores conocidos como proteinas
supresoras de tumor Patched (Ptc) (48).

Las moléculas que actdan como sefial o li-
gando en mamiferos, son codificadas por tres
genes Hedgehog: Sonic hedgehog (Shh), Indian
hedgehog (1hh) y Desert hedgehog (Dhh)y son
conocidas como morfégenos por jugar un papel
importante durante el desarrollo embrionario.
Ellas pueden dirigir la diferenciacién celular
hacia diversos tejidos por medio de umbrales
de concentracion especificos.

El receptor funcional para la sefial Hh est4
conformado por dos proteinas transmembrana-
les independientes, la proteina supresora de tu-
mor Patched (Ptc) y el proto-oncogen Smoothed

(Smo). Ptc inhibe la activacién de Smo en au-
sencia de su ligando Hh, es decir, en células que
no han sido estimuladas por Hh (49). Smoothed
es un componente de la via de sefializacion Hh
que se activa cuando las proteinas Hh se unen al
receptor Ptc. La union del ligando (Hh) al recep-
tor (Ptc), ocasiona un cambio en la estructura del
complejo liberando a Smo de la influencia
represora de Ptc y dando inicio a la activacion
de la via transmitiendo el mensaje hacia el inte-
rior de la célula (50).

En el citoplasma celular el mensaje es reci-
bido por proteinas llamadas quinasas, que trans-
fieren grupos fosfato sobre proteinas que
contienen en su estructura regiones ricas en
aminodcidos serina/treonina. Entre ellas estdn
la proteina quinasa Fused (Fu), el Supresor de
Fused (Su(Fu)), la proteina Costal-2 (Cos2) (51),
y el factor de transcripcién Cubitus interruptus
(Ci o Gli en mamiferos). Estas proteinas forman
un complejo citopldsmico de alto peso molecu-
lar que esté anclado a estructuras del citoesque-
leto celular conocidas como microtibulos. En
ausencia de Hh, el factor de transcripcién Ci
(Ci155) es fosforilado por la proteina quinasa
A (PKA) y subsecuentemente destruido en el
proteosoma permitiendo la liberacion de un
péptido con actividad represora de la transcrip-
cién ubicado en la regiéon amino-terminal (Ci75)
de la misma molécula Ci155. Con la estimula-
cién por Hh, el gran complejo citoplasmatico se
disocia de los microtdbulos y Ci155 ingresa al
nicleo y alli actda como activador de la expre-
sién de los genes blanco de Hh, tales como ptc,
dpp (Decapentaplegic), wg (Wingless), y el pro-
pio hh, produciendo finalmente una respuesta
que conduce a la inhibicién de la via (52). Otros
genes cuya expresion se modifica son Wnt2a y
un inhibidor especifico de BMP-4 llamado
Noggin (Figura 1) (48).
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Shh, Ptcy Smo se expresan en células huma-
nas primitivas CD34*CD38 Lin’, células mieloi-
des maduras (CD33%), linfocitos B (CD19%) y T
(CD3"), células de la estroma de médula dsea, y
células endoteliales de vena umbilical (HUVEC).
Las células CD34*CD38 Lin, las de estroma y
las HUVEC, pero no las células comprometidas
de linaje mieloide y linfoide, también expresan
tres factores transcripcionales Gli-1, Gli-2 y Gli-
3, que acttian corriente abajo de la cascada de
sefializacion Hh (48), sugiriendo que posible-
mente la sefializacion Hh no es esencial para la
maduracién hematopoyética.

Se ha comprobado que la proliferacién in-
ducida por citoquinas, de células sanguineas
purificadas, puede ser inhibida por la adicién
de un anticuerpo que reconozca y se una a Hh
para bloquear su accién. Esto muestra que las
proteinas Hh producidas endégenamente jue-
gan un papel importante en la expansion de
células hematopoyéticas humanas primitivas
(48). Asi mismo, la adicién de formas solubles
de Shh incrementa el niimero de células san-
guineas humanas detectables con capacidad de
repoblar ratones NOD-SCID, lo que indica que
estas células han conservado el cardcter
pluripotente (48).

En la mosca Drosophila, la actividad Shh esta
asociada con el control de sefializacién de la pro-
tefna morfogénica de hueso (BMP). Noggin, una
proteina inhibidora especifica de BMP-4, es ca-
paz de inhibir la proliferacién inducida por Shh
de células hematopoyéticas primitivas de una
forma similar a un anticuerpo anti-Hh. Asi, Shh
parece funcionar como regulador de CMHs,
aunque en combinacién con otros factores de
crecimiento, a través de mecanismos dependien-
tes de sefiales BMP que se activan posteriormen-
te en la cascada (53, 18).

Via Notch

La via de sefalizacion Notch se ha asociado
con los procesos de proliferacion, diferenciacion
y muerte celular en casi todos los estadios del
desarrollo (54). En general, la activacién de
Notch conduce a la supresion transcripcional de
los genes especificos de linaje, inhibiendo la di-
ferenciacion en respuesta a sefiales inductivas
de la misma (55).

Esta via estd constituida principalmente por
cuatro genes Notch (Notchl, Notch2, Notch3 y
Notch4), que se expresan ampliamente durante
la embriogénesis (fig. 2). Las proteinas NOTCH
son grandes polipétptidos transmembranales con
diferentes regiones o dominios estructurales. El
dominio extracelular de Notch contiene un nt-
mero variable de repeticiones que ademds de atra-
vesar la membrana celular son importantes para
que el ligando se una al receptor y active la via.
Una vez formado el complejo ligando-receptor,
se produce un cambio estructural que favorece la
activacién y liberacion del dominio intracelular
del receptor (Notch-IC) al interior de la célula (fig
1.2) (55, 56, 57, 54). El dominio intracelular de
Notch contiene una regién que favorece las inte-
racciones proteina-proteina, necesarias para con-
tinuar con la transmision del mensaje. A pesar de
no tener una actividad enzimética conocida, la
proteina Notch, transmite las sefiales a través de
interacciones moleculares directas. Las proteinas
Notch-IC de Drosophila y Notch 1,2, y 3 en ma-
miferos, contienen senales de localizacién nuclear
(nls) y secuencias OPA que constituyen un domi-
nio rico en glutamina, con funcién de transactiva-
dor de la transcripcion. Otras regiones descritas
incluyen el dominio RAM, el cual se une a los
efectores o potencializadores de la actividad de la
via, CSL (CBF1/Supressor de Hairless/Lag-1) aso-
ciados con diversos efectos de Notch 1, 2 y 3 sobre
la diferenciacién mieloide (55, 56, 57).
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La familia de proteinas Notch, estd integrada
por receptores transmembranales con mdltiples
ligandos identificados en mamiferos como Delta
o Delta-like (DII), y Serrate o Jagged (55, 54).

Una vez se forma el complejo receptor-li-
gando, el receptor pierde un fragmento del do-
minio intracelular denominado Notch-IC
(figura 1.2), se libera en el citoplasma y activa la
molécula efectora CSL (CBF1/RBP-Jk en ma-
miferos). Esta proteina interactia fisicamente
con Notch-IC y media la transduccién de sefial
del citoplasma hacia el ndcleo, donde el com-
plejo se une de manera especifica a secuencias
del ADN especificas llamadas promotoras cuya
funcion es la de regular la expresion de genes
blanco como por ejemplo Hairy/Enhancer of
split (HES). El efecto final es la represion de la
transcripcion de los genes HES, los cuales fun-
cionan como reguladores negativos de la ex-
presion génica especifica de linaje (55, 56).

La via de senalizaciéon Notch es un importan-
te regulador de la auto-renovacién de las CMHs
por inhibicién de la diferenciacion. A lo largo de
la maduracion hematopoyética los receptores
Notch-1 y Notch-2 se expresan y cualquiera de
los dos es capaz de inhibir la diferenciacién
mieloide en células 32D, Notch-1 en respuesta a
G-CSFy Notch-2 en respuestaa GM-CSF (57,58).
En conclusidn, la via Notch puede jugar un papel
de gran importancia como regulador de la proli-
feracion y de la capacidad de auto-renovacién de
las CMHs, y es capaz de influir directamente en

la determinacién celular de las mismas.

Via WNT

La via Wnt ha sido de gran importancia en el
estudio del desarrollo animal, sin embargo sélo
hasta hace pocos afios se le ha prestado atencién
desde el campo de la inmunologia, debido a que
varios estudios indican que la proliferacién y di-

ferenciacion de la mayoria de progenitores mds
primitivos comprometidos con linaje estd regu-
lada in vitro por moléculas senalizadoras que tie-
nen un papel instructivo durante el desarrollo
embrionario. Al parecer, la via WNT proporcio-
na sefiales de mantenimiento y/o proliferacion
para las poblaciones de células madre y células
progenitoras.

Aunque se han propuesto al menos tres vias
de sefializacion intracelular para Wnt (59), la ma-
yoria de estudios del sistema hematopoyético es-
tan restringidos a la via candnica de la B-catenina
y el factor de transcripcion terciario TCF/LEE en
donde el evento final es la translocacién nuclear
de la B-catenina y su uni6n fisica y activacion de
los factores de transcripcion TCF y/o LEF (fig. 3).

Las proteinas Wnt son secretadas al medio ex-
tracelular y acttian como ligandos uniéndose a re-
ceptores de la membrana celular ya sea sobre las
mismas células productoras de Wnt o sobre célu-
las adyacentes, para determinar el destino celular
u otros pardmetros de diferenciacién. Las protei-
nas Wnt (60), contienen palmitato que les confie-
re propiedades hidrofdbicas y generalmente estan
glicosiladas en el extremo amino-terminal. El
aminoacido que contiene el palmitato es la cisteina
C77, un aminodcido que estd presente en todas las
proteinas Wnt y que es esencial para su funcién.

Los receptores mas importantes de la via de
sefalizacion Wnt son los pertenecientes a la fa-
milia Frizzled (Fz), aunque se han identificado
otros como la proteina relacionada con el recep-
tor de lipoproteina de baja densidad (LRP). Las
proteinas Wnt se pueden unir a LRP para formar
un complejo tetramérico con Frizzled (Nusse R
2003). Ademds, la cola citoplasmatica de LRP
puede interactuar con Axina, uno de los compo-
nentes de la via Wnt (63).

Las FRPs (proteinas relacionadas con
Frizzled) son proteinas estructuralmente rela-
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cionadas con el dominio rico en cisteina de las
Frizzleds y actian como antagonistas de Wnts
que también son secretados, se cree que las FRPs
pueden unirse directamente a las proteinas Wnt
para bloquear su accién (61). En estudios recien-
tes se ha asociado la presencia de proteoglicanos
en la matriz extracelular con el agrupamiento
de los receptores de Wnt en la membrana
plasmatica (62).

Entre las proteinas efectoras implicadas en la
cascada de activacion de la via de regulacién Wnt
se encuentran la -catenina, DVL (Dishevelled),
GSK3p (proteina quinasa glicdgeno sintasa-
3Baxina, APC (adenomatous polyposis coli). En
ausencia de estimulacién de la via Wnt, la pro-
teina B-catenina es desestabilizada por un com-
plejo citoplasmético compuesto por los productos
del gen supresor de tumor Axina y APC, por la
quinasa caseina 1 (CK1), la cual es una quinasa
de tipo serina/treonina, y por GSK3p (64). Des-
pués de que se unen Axina y APC, la B-catenina
es fosforilada de forma secuencial por CK1 y
GSK3p al menos en cuatro residuos conservados
del extremo amino-terminal. CK1 fosforila a
B?catenina en el aminoécido Ser45, creando asi
un sitio de preparacion para que GSK3p fosforile
a los otros residuos, Thr41, Ser37 y Ser33. Esto
crea un motivo de reconocimiento para el com-
plejo E3-ubiquitin-ligasa, el cual estd compues-
to de B-TRCP (proteina que contiene la repeticion
B-transducina). Esta proteina marca a la -
catenina con moléculas de ubiquitina, marcaje
esencial para la degradacion de las proteinas por
el complejo proteosomal (59). La accién de este
complejo es antagonizada por Dishevelled (DVL),
proteina citoplasmatica que se activa por un me-
canismo desconocido cuando Wnt se une con su
receptor. DVL se transfiere a la membrana celu-
lar, permitiendo que GSK3p se disocie de la
Axina, cuando GSK3 ya no estd unida a la B-

catenina, ésta no se fosforila. Gracias a ello la B-
catenina no fosforilada puede acumularse y
translocarse al nticleo (Figura 3).

Una vez en el nicleo, la B-catenina acttia como
un co-activador transcripcional asocidndose con
los factores de transcripcion de la familia TCF/
LEF (52). El mecanismo mediante el cual realiza
esta labor es por el reemplazo de los co-represores
que pertenecen a la familia del gen relacionado
con groucho (GRG), los cuales se unen a TCFs
(65). El extremo C-terminal de la 3-catenina pro-
vee un dominio de transactivacion que estd uni-
do al ADN y al TCF (62). Luego, la B-catenina
recluta a diversas proteinas que pueden modifi-
car localmente las regiones reguladoras de los
genes, entre ellas CBP (proteina de unién al ele-
mento de respuesta al AMP ciclico), BRG1 (gen
relacionado con brama — 1) y/o0 a p300 (66), para
que se unan a los promotores de genes relaciona-
dos con la proliferacion celular y de esta manera
poderlos activar (59). En ausencia de estimula-
cién de la via, los niveles reducidos de B-catenina
conducen a la represion de los genes blanco de
Wnt mediante la asociacion de co-represores
transcripcionales a través del mismo complejo
TCF/LEF (52, 68). Todo este complejo mecanis-
mo conduce a la induccién de la proliferacién de
células progenitoras inmaduras, incluyendo las
CMHs. De igual manera la via de sefalizacion
Wnt juega un papel importante en la regulacion
de la auto-renovacion de las CMHs. Por otro lado,
el aumento de la cantidad de B-catenina a niveles
no normales, en CMHs de ratén, en cultivos a
largo plazo expande el pool de células madre
transplantables.

En la mayoria de modelos, la principal fun-
cién de la via de senalizacion Wnt es la regula-
cién de las opciones para la determinacion celular
hacia un tejido especifico mediante la activacion
o inactivacién de programas genéticos. Por otro
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lado, mutaciones en genes Wnt o su expresion
inapropiada por lo general conducen a cambios
de linaje celular como consecuencia de una ex-
presion génica alterada. Muchos genes directa o
indirectamente regulados por Wnt son factores
de transcripcion o moléculas de senalizacion
secretadas que parecen tener un rol clave en la
jerarquia de los genes reguladores (62).

Otros factores implicados en el mecanismo de
auto-renovacion

Proteinas BMP

Las proteinas morfogenéticas de hueso o
BMPs, son miembros de la superfamilia de los
factores transformantes de crecimiento (TGFs),
a la cual pertenecen TGF-8, las inhibinas y las
activinas. Esta familia participa en gran canti-
dad de respuestas bioldgicas como crecimiento
celular, apoptdsis o muerte celular y diferencia-
cion en diversos tipos celulares. Uno de los
miembros de la familia BMP es BMP-4, esta
proteina se expresa en el mesodermo ventral e
induce la diferenciacion hematopoyética en
embriones de Xenopus (70). En humanos, las
BMPs se expresan en medula dsea adulta y son
esenciales en la remodelacién del hueso y el
crecimiento. Se ha demostrado que BMP-4 jue-
ga un papel importante en el crecimiento, dife-
renciacion y capacidad de repoblar de las CMHs
humanas CD34+CD38-Lin-, mientras que al-
tas concentraciones de BMP-2 y BMP-7 actdan
de forma similar al TGF-B, inhibiendo la pro-
liferacion de estas células (71).

Hoxb4

Miembros de la familia de genes homeobox
Hox fueron los primeros implicados en la regu-
lacion de la especificacion de linaje y el desarro-
llo de las células madre en varios tejidos,

incluyendo el sistema hematopoyético. El fac-
tor de transcripcion HOXB4 es el que més se ha
estudiado, sus niveles de expresion se encuen-
tran elevados en células de médula 6sea CD34+
CD38-/1oCD45RA-CD71" que contienen gran
cantidad de células iniciadoras de cultivo a lar-
go plazo (LTC-ICs), pero no se ha encontrado
HOXB4 en la mayoria de poblaciones de célu-
las progenitoras adultas (72). La diferenciacion
de células Lin- en los linajes eritroide y granu-
locitico esta acompafiada por un aumento en el
ARNm de HOXB4. Asi mismo, un descenso en
los niveles de HOXB4 inhibe la formacién de
colonias de crecimiento para estos linajes (73).
Se ha demostrado que al manipular células de
estroma para que secreten HOXB4 y co-cultivar-
las con células humanas CD34*CD38" hay un in-
cremento en el niimero de células madre (74, 75).
Ademas, las células de medula Gsea de ratén que
sobre-expresan HOXB4 aumentan el niimero de
CFU-S (unidades formadoras de colonia de bazo)
y CFCs (células formadoras de colonia) capaces de
generar gran cantidad de colonias en cultivos pri-
marios y secundarios siendo indicativas de ex-
pansion celular. Al transplantar estas células con
HOXB4 expresado a altos niveles en ratones irra-
diados letalmente, se observo que el comparti-
mento de CRU (unidad repobladora competidora)
se regenera hasta alcanzar niveles normales (76).
Un hallazgo importante es que las CMHs a
que se les transfiere el gen que expresa HOXB4
no se expanden por encima de los niveles obser-
vados en ratones no manipulados, lo cual indica
que la sobre-expresion no supera los mecanismos
reguladores que mantienen el tamario del pool de
CMHs dentro de los niveles normales (77).

Bmi-1
Bmi-1 es un proto-oncogen o gen que al al-
terarse su funcién participa en la transforma-
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cion de células normales en tumorales, su fun-
cién normalmente se relaciona con la represién
de la expresion de genes blanco. Se expresa en
CMHs de ratones y humanos y se ha encontrado
que los embriones de ratén que carecen de Bmi-
1 tienen un menor ndmero de células y mueren
antes de alcanzar los 2 meses de vida debido a
una disminucidn progresiva de todas las células
sanguineas, incluyendo las mds primitivas. Las
células de médula 6sea o de higado fetal obteni-
das de estos ratones, al ser transplantadas a ra-
tones irradiados letalmente tienen una capacidad
disminuida de repoblar todos los linajes hema-
topoyéticos (78). Esto indica que Bmi-1 juega
un papel importante en el mantenimiento del
pool de CMHs posiblemente por defectos en el
mecanismo de auto-renovacion. (79) La mani-
pulacién del Bmi-1 con el fin de alterar la proli-
feracion celular podria ser de gran utilidad en el
manejo de células madre leucémicas (79).

Integracién de Wnt, Hedgehog, Notch y BMP
en las células madre hematopoyéticas.

Las primeras CMHs que se producen durante
el desarrollo son derivadas del mesodermo, por
lo tanto, serfa de esperarse que genes que son
importantes en el disefio y formacién del
mesodermo como los componentes de las vias de
sefalizacion Hedgehog, Notch y Wnt, también
sean esenciales en el compromiso, diferenciacién
y auto-renovacion de las CMHs. A pesar de saber
qué sefiales influyen en los procesos relacionados
con la auto-renovacién, proliferacion o inhibi-
cién de la diferenciacion, atin no es completamente
claro de qué manera se integran unas con otras.

Wnty Shh comparten el tener como sefiales
o ligandos moléculas modificadas por lipidos,
ambas tienen palmitatos unidos covalentemente
y son secretadas, por lo tanto, pueden actuar so-
bre células lejanas; también tienen en comun la

participacién de los receptores de superficie
Frizzled y Smoothened en la transmisién del
mensaje.

Los receptores Frizzled para Wnt estdn rela-
cionados a la proteina Smoothened, ambos re-
ceptores tienen siete dominios transmembranales
y un dominio rico en cisteina en el extremo N
terminal. Estas moléculas estdn mds cercanamente
relacionadas entre si que otras familias de recep-
tores serpenteantes. Sin embargo, aunque los re-
ceptores estan relacionados, los mecanismos de
activacion de Fz y Smo son fundamentalmente
diferentes (61).

Adicionalmente, tanto las senales Wnt como
las sefiales Hh usan las proteinas quinasas GSK3
y Ck14 para facilitar la protedlisis de los efecto-
res transcripcionales: B-catenina para Wnt y
Cubitus interruptus para Shh (80).

Wnty Notch también se relacionan, porque
en CMHs a las cuales se les transfiere el gen que
codifica para B-catenina expresan de tres a cua-
tro veces més niveles de HOXB4 y Notchl,
genes reguladores de la auto-renovacién de
CMHs indicando su posible relacion (69). En
otro estudio, se detectaron sefiales Wnt y Notch
activas en la mayoria de células del nicho de
CMHs y una gran fraccion de estas células usa-
ban ambas vias simultdneamente. En el mismo
estudio, se determind que la estimulacién con
proteinas Wnt aumenta la expresién de genes
blanco de la via Notch en CMHs, lo cual de-
muestra que Wnt contribuye a la expresion di-
ferencial de genes blanco de la via Notch. Al
inhibir la sefial de Notch, en presencia de Wnt3a
y SLF (Steel factor), la capacidad de las CMHs
de mantener un estado indiferenciado disminu-
ye pero la proliferacién y supervivencia son
normales, es decir, que la sefializacién de Notch
es dominante con respecto a las proteinas Wnt y
SLF (81).
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También se ha visto relacion entre Shh y BMP,
en donde Shh regula la proliferacién de células
sanguineas primitivas a través de mecanismos
que dependen de sefiales BMP (48).

Entender c6mo se relacionan funcionalmente
estas vias de sefializacion con el fin de controlar
la regulacion de las células madre y explorar las
similitudes entre ellas y la manera como operan
en diferentes organismos, puede ser un punto
critico para dilucidar el papel de estos factores
de senalizacién en el desarrollo y renovacion de
células oncogénicas.

Con el desarrollo de la ciencia y la tecnologia
durante las ultimas décadas, ha sido posible iden-
tificar, aislar y estudiar un grupo heterogéneo de
células, conocidas como células madre, troncales
o stem cells, cuyo potencial de diferenciacion se
basa en su capacidad para generar desde un orga-
nismo completo y su tejido extraembrionario,
hasta células con funciones especializadas dentro
de un tejido u 6rgano, como es el caso de las

CMH, siendo esta poblacién una de las més es-
tudiadas dada su potencial aplicacién en la medi-
cina clinica en pacientes que padecen trastornos
hematoldgicos malignos.

En conclusion las CMHs se caracterizan por su
alta capacidad de proliferacion y diferenciacion
in vivo e in vitro; sin embargo, aunque se ha
demostrado la participacion de diferentes vias
moleculares en los procesos de auto-renovacion,
proliferacion y en los mecanismos que direccio-
nan los patrones de diferenciacién y funcién de
estas células, atin no se conocen la totalidad de los
procesos y lamanera como ellos interactdan para
permitir que la CMH preserve su multipotencia-
lidad. Sélo el conocimiento generado a partir de
estudios que extrapolen lo que sucede in vivo en el
laboratorio, permitird desarrollar y mejorar
técnicas de cultivos celulares que realmente cum-
plan con el objetivo de expandir CMHs en can-
tidades suficientes sin presentar alteraciones
malignas, para su uso terapéutico.
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Figura 1. Via de sefializacion Hedgehog
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Via Hedghog (Hh): reguladora de la proliferacién de las CMHs. Sobre la superficie de las CMHs se encuen-
tra el receptor que reconoce el ligando Hh implicado en la activacion de esta via. Este receptor esta
constituido por un complejo transmembranal formado por dos subunidades proteicas, denominadas PTC
(Patched) y SMO (Smoothed). La subunidad PTC reprime la actividad de la subunidad SMO en ausencia de
la unién de un ligando especifico del receptor. En el interior de la célula se encuentra un complejo
citoplasmatico anclado a los microtibulos del citoesqueleto, compuesto por 4 proteinas entre ellas la pro-
teina quinasa Fused (Fu), el Supresor de Fused (Su(Fu)), la proteina Costal-2 (Cos2) (51), y el factor de
transcripcion Cubitus interruptus (Ci o Gli en mamiferos). Cuando la via Hh no es activada por un ligando
especifico la proteina quinasa A (PKA) fosforila a Ci155, el cual es liberado del complejo y destruido en el
proteosoma, con la posterior liberacion de un represor transcripcional ubicado en la regién aminoterminal
(Ci75) de Ci155. Si el receptor funcional Ptc es estimulado por un ligando especifico Hh, Ci155 es liberado
del complejo molecular, se trasloca al ndcleo y alli actla como activador de la expresion de los genes
blanco de la via entre ellos ptc, Wnt2a y un inhibidor especifico de BMP-4 llamado Noggin (48).
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Figura 2. Via de sefalizacion Notch
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Via Notch: su activacion esta implicada en la supresion transcripcional de los genes especificos de linaje,
inhibiendo la diferenciacion en respuesta a sefiales inductivas (55). EL grupo de proteinas Notch son re-
ceptores transmembranales, cuyos ligandos en mamiferos son denominados Delta o Delta-like (DLL), vy
Serrate o Jagged (55, 54). El dominio extracelular de Notch se activa cuando los ligandos DSL ubicados
sobre células adyacentes se unen a Notch.Esta activacion da como resultado el rompimiento proteolitico
de Notch, mediado por una metaloproteasa y por proteinas de membrana como Presenilina y Nicastrina,
con la posterior liberacién y translocacién al nicleo del dominio intracelular de Notch (Notch-IC). Notch-IC
actla con diferentes proteinas citopldsmicas y nucleares y la el mensaje puede sequir dos via diferentes,
una dependiente de proteinas CSL (Su[H], CBF1) y otra independiente de éstas. Al interactuar Notch-IC
con las proteinas CSL se produce la activacion transcripcional dependiente de CSL por el desplazamiento
de co-represores (N-CoR/SMRT y CIR) y su reemplazo co-activadores (PCAF y GCN5) moduladores de la es-
tructura del ADN que facilitan la activacion de los genes blanco E(spl)/HES, los cuales son reguladores
negativos de la expresion génica especifica de linaje (55, 56).Por otro lado, en la via independiente de
CSL el resultado también es la regulacion transcripcional, mediada por la interaccion de Notch-IC con
otras proteinas también moduladoras de la estructura de los genes, EMB5, SKIP y Deltex (55,56).
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Figura3. Via de sefalizacion WNT
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Via WNT: proporciona importantes sefiales de mantenimiento y/o proliferacion para las poblaciones de célu-

las madre y células progenitoras. Las proteinas efectoras implicadas en la cascada de activacion de la via
de regulacion Wnt son: B-catenina, DVL (Dishevelled), GSK3 B (proteina quinasa glicgeno sintasa-3
Baxina, APC (adenomatous polyposis coli).

En ausencia de estimulacion de la via Wnt, la proteina B-catenina es desestabilizada por un complejo
citoplasmatico compuesto por los productos del gen supresor de tumor Axina y APC, por la quinasa caseina
1 (CK1) la cual es una quinasa de tipo serina/treonina y por (GSK3pB) (61). Después de que se unen Axinay
APC, la B-catenina es fosforilada de forma secuencial por CK1 y GSK3[ al menos en cuatro residuos conser-
vados del extremo amino-terminal. CK1 fosforila a B—catenina en el aminoacido Ser45, creando asi un sitio
de preparacion para que GSK3[ fosforile a los otros residuos, Thr41, Ser37 y Ser33. Esto crea un motivo de
reconocimiento para el complejo E3-ubiquitin-ligasa, el cual estd compuesto de B-TRCP (proteina que contie-
ne la repeticion B-transducina), esta proteina marca a la B-catenina con moléculas de ubiquitina, dejandola
lista para la degradacion proteosomal (82). La accion de este complejo es antagonizada por Dishevelled
(DVL), proteina citoplasmatica que se activa por un mecanismo desconocido cuando Wnt se une con su re-
ceptor., en este caso DVL es reclutada a la membrana celular, permitiendo que GSK3p se disocie de la
Axina. Cuando GSK3p ya no esta unida a la B-catenina, ésta no se fosforila. Gracias a ello la B-catenina no
fosforilada puede acumularse y translocarse al nicleo. Una vez en el nicleo, la B-catenina actla como un
co-activador transcripcional asocidandose con los factores de transcripcién de la familia TCF/LEF (52). ELl me-
canismo mediante el cual realiza esta labor es desplazando los co-represores y atrayendo coactivadores
para finalmente activar genes que favorecen la proliferacién y auto-renovacién de las CMHs (62).
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