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RESUMEN

El ciclo celular constituye el conjunto de eventos que determinan la
actividad metabdlica de toda célula asi como su division y la
generacion de células hijas. Este proceso estd involucrado en todos
los procesos celulares tales como proliferacion y diferenciacion. Se
ha demostrado que diversos elementos moleculares participan en
su regulacion y que alteraciones en este proceso pueden conducir
a trastornos fisiologicos e incluso a la muerte del organismo. En los
mamiferos, uno de los tejidos con mayor recambio celular es el
hematopoyético, por lo que se requiere un control muy estricto del
ciclo celular, principalmente a nivel de células troncales y proge-
nitoras para la optima produccion de células sanguineas. En este
articulo presentamos un panorama general de los principales
mecanismos y factores involucrados en la regulacion del ciclo
celular, poniendo particular énfasis en su papel en la biologia de las
células hematopoyéticas primitivas.
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Introduccion

E n 1838, Theidos Schleiden y Jacob Schwann propusie-
ron, mediante la teoria celular, que todos los organis-
mos Vvivos se componen de una o mas células que proceden
de la divisidn de células pre-existentes, con lo que afirmaban
que la divisiéon celular en cierta forma es una ruta a la
inmortalidad." Las células se reproducen por la duplicacion
de su contenido genético y la division de su citoplasma; este
ciclo de division celular es el medio fundamental por el cual
todos los organismos vivientes son propagados. En especies
unicelulares como las bacterias y levaduras, cada division
celular produce un organismo; en organismos multicelulares,
multiples ciclos de division celular son necesarios para gene-
rar un nuevo individuo y, posteriormente, necesarios para el
mantenimiento de los individuos a lo largo de toda su vida.
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SumMMARY

The cell cycle comprises a group of biological events that determine
the metabolic activity of any cell, as well as its division and the
generation of new daughter cells. It is involved in every cellular
process, such as proliferation and differentiation. It has been shown
that several molecular elements regulate the cell cycle, and that
alterations in any of its phases and/or regulators could give rise to
physiologic deficiencies, and even death. In mammals, the
haematopoietic tissue is one of the most active in terms of cell
replacement; thus, a tight cell cycle control, particularly at the level
of stem and progenitors cells is crucial for optimal blood cell
production. Inthe present article, we give a comprehensive overview
of the major mechanisms and regulatory, molecules that participate
in the cell cycle of mammalian cells, with particular emphasis on its
role in the biology of primitive cells of the hematopoietic system.

Keywords:
Cell cycle, inhibitors, haematopoiesis, stem cells,
progenitor cells

En los mamiferos, uno de los tejidos con mayor recambio
celular y, por ende, donde la division es mas comun, es el
tejido hematopoyético. Todas las células de la sangre se
forman a partir de la continua produccion de células progeni-
toras que, a su vez, da lugar a células maduras. Asi, nuestro
organismo produce 1 x 10 eritrocitos y 4 x 102 leucocitos
cada hora durante la etapa adulta.

El ciclo celular es sin duda uno de los procesos bioldgicos
mas intensamente estudiados, y a pesar de los grandes
esfuerzosrealizados, aun quedan incégnitas de como éste es
controlado por las diversas moléculas que participanen él. En
el presente articulo, haremos un analisis de los mecanismos
que regulan el ciclo celular en general y posteriormente nos
enfocaremos a las caracteristicas particulares del ciclo celu-
lar en el proceso de formacién de las células sanguineas.
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Ciclo celular y células progenitoras hematopoyéticas

El ciclo celular

El ciclo celular es un término usado para describir una serie
ordenada de eventos responsables de coordinar la duplica-
cion del material genético y citoplasmico de una generacion
celular alasiguiente, y de asegurar la segregacién balancea-
da del material genético en las dos células hijas. En células
eucaridticas el ciclo celular se divide en cuatro fases basados
en eventos visibles o medibles, denominadas G1, S, G2y M.
Sidurante lafase G1, las células estan sujetas a estimulacion
por mitdgenos extracelulares y factores de crecimiento, tran-
sitan en esta fase para proceder con la sintesis de ADN en la
fase S; G2 es el intervalo entre la culminacién de la sintesis
de ADN y la mitosis (M). Esta ultima es visible al microscopio
y comprende la citocinesis (division del contenido citoplasmi-
co) y la cariocinesis (division del contenido cromosdmico
celular). Existe también un estadio denominado GO, el cual es
usado para describir las células que han salido del ciclo
celular y permanecen en un estado de quiescencia, no
proliferativo (Figura 1). En GO, las células difieren mucho de
las que se encuentran en G1; disminuye el tamafo celular
debido a un desbalance entre la sintesis y degradacion de los
componentes celulares, ademas las enzimas y el transporte
transmembranal son bajos. Las fases G1, S y G2, son
imperceptibles a la vista y constituyen la etapa denominada
interfase.?® Sin embargo, la conservacion de los procesos de
crecimiento celular y division puede disociarse, en casos
especiales: por ejemplo, en los ovocitos, neuronas y células
de musculo, puede existir crecimiento celular sin division
celulary, en huevos fertilizados, puede existir divisién celular
sin crecimiento celular; estos eventos pueden funcionar en
forma independiente 0 complementaria.*

Reguladores del ciclo celular

Para que se puedan llevar a cabo los diferentes eventos de
la progresion del ciclo celular que alterna procesos de proli-
feracion y procesos de diferenciacion, es necesaria la parti-
cipacion de diversas moléculas que, junto con las condicio-
nes del medio, controlan la duplicacion celular. Tal es el caso
de las cinasas dependientes de ciclinas (Cdks). De acuerdo
con las ultimas versiones de los genomas de humano y de
raton, hasta el momento se conocen 11 genes que codifican
para las Cdks y otros 9 genes que codifican proteinas con
similitudes estructurales conservadas.®

Cinasas dependientes de ciclinas (Cdks)

Las Cdks representan la subunidad catalitica de una gran
familia de enzimas que promueven la fosforilaciéon de resi-
duos de serina/treonina; las holoenzimas estan formadas por
complejos heterodiméricos con una de varias subunidades
reguladoras denominadas ciclinas, las cuales han sido impli-
cadas en el control de la progresion del ciclo celular. El primer
miembro de la familia de Cdks, que se describié ahora recibe
el nombre de Cdk1 y fue identificado mediante un tamizaje
genético en mutantes de Schizosaccharomyces pombe y
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Figura 1. El ciclo celular. El esquema muestra las diferentes
fases del ciclo celular, y el tiempo promedio de cada una de las
fases. Se observa como la presencia de factores de crecimien-
to inducen la progresion de las células en GO a las siguientes
fases del ciclo. La eliminacién de estos puede mantener a las
células en el punto R o regresar a GO.

Sacharomyces cerevisiae (Cdc2 y Cdc28 respectivamente),
con defectos en la division del ciclo celular.® Este gen resulté
ser equivalente a la subunidad catalitica p34 del factor
inductor de la mitosis (FIM), identificado en Xenopus laevis,
luego de la clonacion de los miembros de esta familia. En
1991, en el Cold Spring Harbor Symposium on Cell Cycle, se
decidié adoptar el término cinasas dependientes de ciclinas,
de las que actualmente se conocen 11 miembros (Cuadro I).5

La actividad de las Cdks en el ciclo celular es un proceso
altamente controlado a diferentes niveles; ademas de reque-
rir subunidades activadoras (ciclinas), que también se unen
areguladores negativos inhibidores de Cdks o inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CDKI) y adicionalmente
estan sujetas a regulacién por fosforilacion y desfosforilacion
de la subunidad catalitica. Las Cdks pueden ser fosforiladas
en residuos de treonina (T172 en Cdk4 y T160 en Cdk2)

Cuadro I. Complejos formados por las Cdks y las Ciclinas

CDK Ciclinas con que se asocia Referencia

1 A1, A2,B1,B2,B3, F Malumbres et al., 20057
Conget et al., 20008

2 A1, A2, E1, E2 Aleemet et al., 2005°
D1, D2, B1, B3 Malumbres et al., 2004

3 E1,F2,A1,A2,C, D Ren et al., 2004

4 D1, D2, D3

5 p35, p39 Lilja et al., 20042
(D-Ey TIPO G) Zhang et al., 2004

6 D1, D2, D3

7 H Lolli et al., 2005

8 C Akoulitchev et al., 2000

9 K, T1, T2 Garriga et al., 200416

10 Factor Ets2 Kasten et al., 20017

11 L1, L2 (D) Loyer et al., 2005
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localizados en su asa “T” para llevar a cabo su propia
actividad catalitica. Mientras que las cinasas Wee1 y Myt1
inhiben la actividad de cinasas de los complejos ciclinas-
Cdks, por la fosforilacion de residuos adyacentes de tirosina
y treonina en la subunidad de Cdks. La fosfatasa Cdc25
(Cdc25A, Cdc25B y Cdc25C) activa estas cinasas al desfos-
forilar los residuos de amino acidos (aa) fosforilados por las
cinasa Wee1 y Myt1. De esta manera podemos ver que los
complejos ciclina-Cdks requieren ser fosforilados en el asa
“T” de la subunidad Cdk por la cinasa activadora de Cdks.
Cuando ambas fosforilaciones, activadoras e inactivadoras
existen simultaneamente en la misma molécula, las sehales
inhibitorias son dominantes y por lo tanto la cinasa carece de
actividad, consiguiente la fosfatasa Cdc25 es la responsable
de la activacién.*1°

Ciclinas

Estudios realizados en huevos de erizo de mar identificaron
una serie de proteinas que se sintetizan y se destruyen en
cada unade las divisiones embrionarias las cuales recibieron
el nombre de ciclinas.?’ Fueron subsecuentemente clonadas
de embriones fertilizados de almejas y erizos de mar, y se
observdé que éstas promueven la meiosis en ovocitos de
Xenopus laevis.?' Proteinas relacionadas designadas como
Cdc13, ciclina A y ciclina B fueron aisladas de S. pombe, S.
cerevisiae y células humanas. Posteriormente, se demostro
el establecimiento de interacciones especificas proteina-
proteina entre la Cdk1 y las ciclinas A y B en ovocitos de
almejas, estrellas de mar y X. laevis.?? Asimismo, se descu-
brieron otras ciclinas en mamiferos por complementacién de
mutantes de S. cerevisiaey células B de linfomas.?®

Actualmente y de acuerdo con el genoma humano, se han
identificado, al menos, 29 genes que codifican proteinas
relacionadas que comparten una regién conservada de 150
residuos de aa designados “caja de ciclinas” (cyclin box).
Este dominio esta formado por 5 regiones helicoidales y es
responsable de la unidn de supuestas proteinas de acompa-
fiamiento incluyendo las Cdk (Cuadro 1).5

De las 29 proteinas designadas formalmente como cicli-
nas, algunas no se asocian a Cdks o a otras cinasas, tal es el
caso de las ciclinas F, G, I, J, M, O y S. Sin embargo, el
analisis de la secuencia del genoma humano ha identificado
7 locis adicionales que codifican a supuestas ciclinas de
acuerdo con la secuencia homologa a la caja de ciclinas, no
obstante, hasta el momento no se han descubierto sus
funciones.

Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDKI)

Los inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDKI)
juegan papeles clave en la regulacion de la proliferacion y el
desarrollo celular, a través del control que ejercen sobre
transiciones criticas del ciclo celulary como efectores de vias
de transduccién que actian en puntos de control del ciclo
celular (checkpoints). Su importancia se ha puesto de mani-
fiesto al encontrar que formas deficientes de estos inhibido-
res se asocian con el desarrollo de tumores. Su actividad es
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altamente controlada a través del ciclo celular y en respuesta
a varias sefales. Mientras que algunas de estas proteinas
inhibidoras se expresan y funcionan de manera constitutiva
como p16, otras como p27 se expresan en respuesta a
condiciones del medio ambiente y detienen el ciclo celular de
manera transitoria. La regulacion generalmente afecta el
nivel o la disponibilidad de los CDKI que pueden cambiar sus
actividades intrinsecas. Los mecanismos que controlan la
funcién de los CDKI incluyen: 1) regulacion de la transcrip-
cién, 2) traduccion y 3) protedlisis. Sin embargo, algunas
sefales cambian la capacidad de los CDKI para interaccionar
con sus blancos especificos.?*

Los CDKI que gobiernan estos eventos han sido asigna-
dos a una de las dos familias basadas en su estructura y
blancos de Cdks. La primer clase incluye a las proteinas
INK4, las cuales son nombradas de esta forma por su capa-
cidad de inhibir especificamente la subunidad catalitica de
las proteinas monoméricas Cdk4 y Cdk6, formando com-
plejos binarios y esta formada por cuatro proteinas: p16/™NK4,2
p15!NK4 26 51 INKa 27y n1QINK4 28 | a5 cuatro proteinas compar-
ten unaidentidad de aproximadamente un 40% y bioquimica-
mente son muy similares.?*® No obstante, se sugiere que
pueden tener un efecto inhibitorio formando un complejo
ternario: INK4-Cdk4-ciclina D, con la unién especifica a la
holoenzima, bloqueando el complejo. Analisis estructurales
de los complejos p16-Cdk6, p19-Cdk6 y p18-Cdk4 pudieron
confirmar esto, ya que las proteinas INK4 se unen a regiones
cercanas al sitio de unién de ATP del surco catalitico y
opuesto al sitio de unién de ciclinas de las Cdk4 y Cdk®,
induciendo un cambio conformacional que distorsiona la
region catalitica y altera alostéricamente el sitio de unién de
la ciclina D, favoreciendo su disociacion.®’

Para el caso de p16, el miembro prototipico de la familia,
se ha demostrado que es un inhibidor especifico de Cdk4.%
Asimismo, es importante mencionar que la transcripcion de
p16 puede ser reprimida por la proteina del retinoblastoma
(Rb).22

Los complejos ciclinas/Cdks pueden ser contrarrestados
por inhibidores de accion mas amplia que forman la segunda
clase de CDKI, la familia Cip/Kip, cuyas acciones afectan las
actividades de las Cdks asociadas a las ciclinas A, Dy E. Esta
clase estaformada porlas moléculas: p21Cip/Wai1/Sdit 8334 n37Kip135
y p57X2.3¢ Cada una de las cuales contiene regiones carac-
teristicas en el amino terminal que aumentan la unién tanto a
las ciclinas asi como a las subunidades de Cdks.®”*® Estas
moléculas forman complejos ternarios con la ciclina B/CDC2,
ciclina A/Cdk2, ciclina E-Cdk2, ciclina D-Cdk4 y ciclina D-
Cdke.%®

Basados en un gran numero de experimentos in vitroy en
los estudios de sobreexpresion in vivo, se ha demostrado que
los CDKI de la familia Cip/Kip, interfieren con las actividades
de las Cdks asociadas a las ciclinas A, D y E. Trabajos mas
recientes han revelado que aunque las proteinas Cip/Kip son
potentes inhibidores de la Cdk2 dependientes de las ciclinas
E y A, también actuan como reguladores positivos de las
cinasas dependientes asociadas a la ciclina D.'®

La expresion de genes inhibidores individuales de Cdk,
es regulada por diferentes sefiales antiproliferativas tales
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como el dafio al ADN por radiacion ionizante, o la inhibicion
de la proliferacion por la presencia del Factor de Crecimiento
Transformante Tipo Beta (TGF-f). El factor de transcripcion
p53 activa la expresion de inhibidores como p21. Por otro
lado, la funcién de Rb, reprime la transcripcion de p16, y el
TGF-B estimula la transcripciéon de p15.4°

El factor de elongacion de la transcripcion E2F

E2F es un miembro representativo de una familia de factores
de transcripcion E2 (E2F) que actuan como efectores rio
abajo de la via de Rb y juegan un papel importante en la
division del ciclo celular.*' Se consideran como reguladores
positivos de genes requeridos para la sintesis de ADN,
aunque también pueden funcionar como represores de la
transcripcion que actua en la proliferaciéon y en la diferencia-
cion, como reguladores de la muerte celular, de la oncogéne-
sis y la supresion de tumores.*? En células de mamifero, la
actividad de E2F se genera por una amplia gama de comple-
jos interconectados en donde participan siete genes de E2F:
dos genes DP (DP1 y DP2) y tres genes que codifican a las
proteinas de la familia de Rb (Rb, p107 y p130). E2F1, E2F2
y E2F3 (E2F3a) (la cual difiere sélo en el amino terminal con
el represor E2F3b) son potentes activadores transcripciona-
les, los cuales interactuan exclusivamente con Rb y se expre-
san frecuentemente durante el ciclo celular. E2F4 y E2F5 se
expresan en algunos tipos celulares, se consideran pobres
activadores de la transcripcion y funcionan como represores,
ya que reclutan a las proteinas asociadas a promotores
reguladores de E2F. E2F4 puede interactuar con las tres
proteinas pocket y E2F5 se puede unira p130.4 E2F3b es el
complejo predominante E2F-Rb en algunos tipos de células
quiescentes y funciona como un represor transcripcional.*
Los miembros E2F6 (en altos niveles de expresion retrasa la
re-entrada al ciclo celular y reprime los genes de respuesta a
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E2F) y E2F7 (se asocia con promotores de E2F durante las
fases G2y S del ciclo celular) que tienen truncado el dominio
de union a las proteinas “pocket” y a la transactivacion; por lo
que ellos bloquean la transcripcion de forma independiente
de las proteinas pocket.*® Las proteinas presentan dos domi-
nios de unién a ADN de forma independiente de DP, y los loci
de E2F6 y E2F7 producen importantes RNAs con empalmes
alternativos, los cuales codifican distintas isoformas de pro-
teinas, ya que se han demostrado dos isoformas de E2F7 y
dos y cuatro isoformas en humano y raton de E2F6. La
funcion mas ampliamente estudiada y mejor entendida de
E2F es su capacidad para regular la transicion de G1/Sy la
entrada a la fase S durante el ciclo celular.*®¢ Cabe mencionar
que se han identificado una gran variedad de proteinas
virales entre las que destacan el antigeno T grande de SV40,
y la proteina E6 del papiloma virus humano (HPV-16), que
compiten con los miembros de la familia E2F por su sitio de
unién en la proteina Rb. La sobre-expresion de estas protei-
nas virales da como resultado un exceso de formas libres de
E2F y que favorecen la entrada a la fase S.

La proteina del retinoblastoma (Rb)

Rb es una proteina nuclear que pertenece a una familia de
tres miembros como se mencioné anteriormente, los cuales
presentan multiples sitios que son fosforilados por las Cdks
(Figura. 2). Rb se mantiene minimamente fosforilada (hipo-
fosforilada) en células quiescentes o GO, pero cambia a un
estado altamente fosforilado (hiperfosforilada) durante la
progresion de G1y se mantiene asi hasta el final de la mitosis.
Rb fosforilada libera al factor de transcripcion E2F, permitien-
do la expresién de algunos genes que codifican proteinas
involucradas en la progresion del ciclo celular y sintesis de
ADN, incluyendo la ciclina E, la cual es requerida para la
activacion de la Cdk2. De esta manera el complejo ciclina E-
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Figura 2. Fosforilacion de la proteina Rb y progresion del ciclo celular. Rb o alguno de
los miembros de la familia (p107 o p130), al ser fosforilados, liberan factores de
transcripcion (E2F y Dp) necesarios para la expresion de genes involucrados en las

diferentes fases del ciclo celular.
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Figura 3. Control de la funcion de c-myc. C-myc activada por Ras-ERK favorece la
progresion del ciclo celular mediante la activacion transcripcional de la ciclina D2 y
CDK4, asi como la modulacién transcripcional de la ciclina D1, la activacién del
complejo ciclina E-CDK2 a través de Cdc25A, la represion transcripcional de p21, p27
y promoviendo la protedlisis de p27 a través de Cull.

Cdk2 participa en el mantenimiento de Rb en un estado
hiperfosforilado y participa en el proceso de retroalimenta-
cion positivo para la acumulacion de E2F activo, como algu-
nos otros complejos de ciclina—Cdk, el complejo ciclina E-
Cdk2 fosforila la histona H1 y esta actividad puede ser
importante para el rearreglo de la cromatina, requerido duran-
te la replicacion del genoma*’ y la duplicacion del centroso-
ma.®® En este evento, también participa un sustrato del
complejo ciclina E-Cdk2, una proteina nuclearllamada NPAT,
la cual esta presente en todas las etapas del ciclo celular y su
fosforilacion esta implicada en la expresion de la histona, un
proceso requerido para la entrada a la fase S.4%

C-Myc

El gene c-myc es transcrito en una forma estrictamente
dependiente de la proliferacién celular, por lo que es conside-
rado un importante regulador de la proliferacion. C-myc es
parte de una pequefa familia de 4 miembros relacionados
entre si(c-, N-, L-y s-myc) y B-myc; aunque este ultimo carece
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de los dominios importantes para la funcién de las proteinas
Myc. Las proteinas Myc, son factores de transcripcion de la
familia de zipper de leucina y dominio helice-asa-helice, que
activa la transcripcion formando heterodimeros con las protei-
nas Max . C-myc es un factor transcripcional, involucrado en
la carcinogénesis a través de su papel en el control del
crecimiento y la progresion del ciclo celular. Su sobre-expre-
sién promueve la transicién G1-S (Figura 3).5'52

Punto de restriccion

El término Punto de Restriccion (R) fue acunado en 1974 por
Arthur Pardee, para definir un evento especifico en G1
después del cual las células cultivadas pueden proliferar
independientemente de un estimulo mitogénico. Las células
cultivadas de mamifero que han sufrido mitosis tres horas
previas, pueden ser detenidas de la progresion a través del
ciclo celular por eliminacion de factores de crecimiento o
inhibicion moderada de sintesis de proteinas. Estas células
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Figura 4. Factores inductores del bloqueo y el inicio de la proliferacion celular.

entonces entran de nuevo al ciclo después de la re-estimula-
cion con factores de crecimiento; sin embargo, si las células
tuvieron una divisién celular 4 horas antes o0 mas, ellas no
responden a la falta del mitdgeno y avanzan a través del ciclo
con la misma cinética que las células que no son deprivadas.
Ese fendmeno llevé a Pardee a postular que las ultimas
células habian pasado un punto de restriccion (R) (Figura 1).
R separa dos partes funcionalmente diferentes de G1 de
células que estan ciclando continuamente. Ademas no repre-
senta un punto de control o “checkpoint” como originalmente
fue definido en levaduras. G1-pm representa el intervalo
post-mitético de G1 que perdura de la mitosis a R. G1-ps
representa el intervalo prefase S de G1, que perdurade R a
S. G1-pm es constante (duracién aproximada de tres horas)
en los diferentes tipos de células estudiadas. G1-ps, sin
embargo, varia considerablemente, indicando que la entrada
a S no es seguida directamente después del paso a través de
R. Ahora es usado para dividir las fases temprana y tardia de
G1. En células en cultivo R ocurre 3 0 4 horas después de la
mitosis. Esta variabilidad es caracteristica de la fase G1
tardia y explica algunas de las diferencias observadas a lo
largo del ciclo celular.

La progresion a través de G1-pm requiere una continua
estimulacion por sefiales mitogénicas (factores de crecimien-
to) y una alta tasa de sintesis de proteinas. La interrupcién de
las sefiales mitogénicas o la inhibicion moderada de sintesis
de proteinas, conduce a una rapida salida del ciclo celular a
GO en células normales. Luego de la re-estimulacion mitogé-
nica, las células regresan al mismo punto en G1-pm después
del cual éstas retornan al ciclo celular. Ademas la cinética
diferencial de estas dos transiciones confirma diferentes
mecanismos de control, en donde miembros de la familia de
Rb, juegan un papel importante como frenos del ciclo que
deben ser removidos.%5
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Fases del ciclo celular

El intervalo de tiempo de una célula de mamifero para
progresar a través del ciclo celular y sufrir una division varia
dependiendo del tipo celular, como una consecuencia de las
diferencias en el tiempo invertido entre la citocinesis y el
punto de restriccidn, pero en promedio este dura aproximada-
mente 24 horas. Eltiempo usado por una célula para pasar de
lafase S a M es extremadamente constante entre las células;
dura aproximadamente 6 horas para la fase S, 4 horas para
la fase G2 y entre 1 y 2 horas para que se lleve a cabo la
mitosis y la citocinesis; el resto es para transitar a lo largo de
la fase G1 (Figura 1).%®

Transicion GO/G1

El ciclo celular en mamiferos esta altamente influenciado por
sefales externas durante la fase GO y G1. La cascada de
proteinas cinasas activadas por mitdégenos (MAPK) es una de
las vias més ubicuas de transduccion de senales, la cual
regula importantes procesos biolégicos como la progresion
del ciclo celular (Figura 4). La cascada MAPK esta formada
por tres proteinas cinasas evolutivamente conservadas: la
cinasa cinasa de MAPK (MAPKKK), la cinasa de MAPK
(MAPKK) y MAPK, que son activadas secuencialmente de
una forma dependiente de Ras.% La cascada Ras-MAPK,
favorece la expresion de las ciclinas del tipo D, inicialmente
por MAPK la cual controla la activacion del factor de transcrip-
cion denominada, la proteina activadora-1 (AP-1) y de los
factores de transcripcion ETS, que transactivan el promotor
de la ciclina D, el cual contiene sitios de unién especificos
para AP-1y ETS.% La via Ras-MAPK también regula pos-
transcripcionalmente las CDK, ya que puede intervenir en su
ensamblaje y actividades cataliticas, en donde p21 y p27
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ademas de su funciodn inhibitoria, también participan en el
ensamblaje de los complejos ciclina D-Cdk4 y ciclina D-Cdk6
durante la fase G1 temprana.®®

Las ciclinas del tipo D como se mencion6 antes, son las
primeras ciclinas que son inducidas, permitiendo que las
células salgan de GO y puedan incorporarse al ciclo celular,
y son importantes integradores del sefialamiento mitogénico;
la disponibilidad de la ciclina D1 es controlada por un balance
entre las vias mitogénicas RAS/RAF/MAPK (para la sintesis
de laciclina D1) y RAS/PI3K/ATK (para darle estabilidad a la
ciclina D1) asi como por la actividad GSK-3beta y la actividad
de SCF (favoreciendo la degradacién de la ciclina). Asimis-
mo, se ha observado que células en ausencia de la ciclina D1
pueden proliferar indicando que esta molécula no es estricta-
mente necesaria para G1, ya que como los tres tipos de
ciclinas presentan una alta homologia y son co-expresados
en algunos tejidos, es posible que tengan funciones redun-
dantes; sin embargo, la ciclina D1 facilita el paso a través de
G1 y promueve la proliferacion celular (Cuadro Il). De igual
manera, esta via regula la sintesis de la familia de inhibidores
CIP/KIP, ya que se ha demostrado que la estimulacion con
factores de crecimiento de células quiescentes causa la re-
entrada del ciclo celular y la expresion transitoria de p21, la
cual es dependiente de las actividad de MAPK.

Fase G1

La fase G1 originalmente fue definida como un intervalo de
tiempo (Fase Gap) entre los eventos claramente observados
de sintesis de DNA y la mitosis, que aparece al término de las
divisiones embrionarias, en donde sélo se presentan en
forma alterna las fases M y S. Este es un intervalo de tiempo
que requiere de algunas horas en diferentes células, durante
el cual las células estén sujetas a estimulacion por mitégenos
extracelulares, factores de crecimiento, o inhibidores de la
proliferacion, los cuales determinan cuando una célula quies-
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cente puede iniciar con la proliferacion, unacélulaen G1 puede
seguir ciclando o regresar a un estado quiescente (Figura 2).
La progresion a través de G1 es regulada por un mecanismo
complejo que involucra tres Cdks (Cdk2, Cdk4 y Cdk6) con sus
respectivos reguladores (tales como ciclinas e inhibidores).
Posterior a la sefial mitogénica, se induce la sintesis de la
ciclina D y posiblemente el transporte de Cdk4 y Cdké al
nucleo. Los complejos activos Cdk4, Cdk6 unidos a las ciclinas
tipo D, son esenciales para el paso a través de la fase G1, y
ellos ejercen su regulacion en la progresion del ciclo celular, a
través de la fosforilacion de diferentes sustratos entre los
cuales la proteina Rb juega un papel preponderante.5®

Fase S

Enlafase S se lleva acabo la duplicacion de los cromosomas
y del centrosoma, es el momento en que la célula se prepara
para la division celular. En este punto existe un punto de
control o checkpoint, que asegura que el ADN no presente
alteraciones antes de la replicacion. Se caracteriza por la
expresion de las enzimas necesarias para la biosintesis de
purinas y pirimidinas y de la maquinaria de replicacion, en
donde destacan el antigeno de proliferacion nuclear “PCNA”
y la polimerasa de ADN. Durante esta fase se expresa el
antigeno Ki 67 cuya funcion se desconoce pero, sirve como
un marcador histopatoldgico de células proliferantes. La
ciclina A, también es regulada por E2F, y se acumula en la
transicion de la fase G1-S y persiste a través de toda la fase
S. Elinicio de la fase S correlaciona con la formacién de los
complejos ciclina A-Cdk2, pero al final de la fase S ésta se
asocia con la Cdk1 (Figura 2). De esta manera, se puede
observar que la ciclina A asociada a la actividad de cinasas,
es necesaria para la entrada a la fase S, su culminacion y
entrada a la mitosis. Debido a que el genoma eucaridtico es
extremadamente largo (107 a 10° pares de bases - pb-), la
duplicacion ocurre como un proceso simultaneo entre 10,000

Cuadro ll. Complejos formados por las Ciclinas-Cinasas Dependientes de Ciclinas (Cdks). Se muestra la interaccion formada
por las ciclinas-Cdks y los sitios de unién, asi como sus respectivos sustratos en las diferentes fases del ciclo celular.

Actividad en las fases

Motivos de unién

CDK Ciclina del ciclo celular a ciclinas Sustratos
1 A1,A2,B1,B2,B3, E G2/M PSTAIRE Histona H1, p53, Rb, STAT 3
STAT 3
2 A1, A2, E1, E2D1, G1-S PSTAIRE B-Myb, p21, p27, p53,
D2, B1, B3 p107, pRb, Smad3
3 E1,F2,A1,A2, C Go-G1-S PSTAIRE CABLES 1
4 D1, D2, D3 G1-S PISTVRE p107, p130, pRb, Smad3
5 P35, P39 Senescencia PSSALRE Inhibidor de proteina fosfatasa 1,
(D-Ey TIPO G) STAT 3
6 D1, D2, D3 G1-S PLSTIRE p107, p130, pRb
7 H Cinasa activadora NRTALRE CDK-CDKS®, p53,
DE CDK RNA polimerasa Il
8 C Transcripcion SMSACRE RNA polimerasa Il
9 T1, T2 Transcripcion PITALRE pRB, RNA polimerasa Il
10 &7 G2-M, Transcripcion PISSLRE &?
11 L1, L2 (D) M, Transcripcién SMSACRE Ciclina L
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Ciclo celular y células progenitoras hematopoyéticas

y 100,000 sitios de sintesis paralelas, también denominadas
origenes de replicacion.® Asimismo, se ha podido demostrar
que el inicio de la replicacion del ADN se lleva a cabo en dos
pasos: el primero esta dedicado al ensamblaje de los factores
de iniciacion al origen de la replicacion, y el segundo consiste
en la induccion de los complejos para activar la sintesis del
ADN mediante la accion de proteinas cinasas. El origen de
replicacion del ADN, también llamado secuencia de replica-
cion autonoma (ARS) contiene regiones consenso altamente
conservadas de 100 a 200 pb, conocidas como secuencias
consenso (ACS), la cual es un componente esencial del
origen de replicacién, que se une al complejo del origen de
reconocimiento (ORC);hasta el momento, se han identificado
3 subunidades ORC en el humano HsORC1, 2 y 4.5

Por otra parte, se ha demostrado que CDC6 es una
proteina adaptadora clave para las interacciones del ORC,
con diferentes proteinas como las del mantenimiento del
minicromosoma (MCM) en la replicacién del ADN. Esta
molécula se fosforila en el nucleo durante la fase S, por el
complejo ciclina A-CDK2 y posteriormente se transporta al
citoplasma.®® Las proteinas MCM estan formadas por un
complejo de 6 proteinas relacionadas que forman un compo-
nente esencial del complejo de iniciacion del ADN, estas se
asocian con la cromatina en la fase G1, y en la fase S son
fosforiladas, por lo que se reduce su afinidad a la cromatina,
lo que asegura que la replicacion ocurra solo una vez por
ciclo. De igual forma, otras dos cinasas son importantes en el
inicio de la replicacion, tal es el caso de las CDKs y la cinasa
Dbf4/CDC7, las cuales pueden asociarse con las proteinas
MCM.83

Transicion G2/M

Lafase G2 eslasegundafase gap en el ciclo celularen el cual
la célula evalua el estado del material genético replicado y se
prepara para la fase M; en esta fase, el complejo ciclina B-
CDC2 es el regulador mitético clave de la transicion G2/M. La
sintesis de la ciclina B se inicia al final de la fase S, y hasta el
momento se conocen 2 isoformas B1 y B2. B2 no es impor-
tante para el crecimiento y el desarrollo, ya que se asocia con
el aparato de Golgi; mientras que B1 es responsable de
algunas de las acciones de CDC2 en el citoplasma y el
nucleo, y puede compensar la ausencia de B2. La CDC2 es
fosforilada positivamente por la cinasa activadora de CDK
(CAK) en la region conservada de Thr 160y en la fase G2, el
complejo ciclina B-CDC2, sin embargo se mantiene en un
estado inactivo por la fosforiolacién de CDC2 en el residuo de
Thr14 queevitalauniénde ATP yenelresiduode Thr 15, que
interfiere con la transferencia del fosfato. EI complejo nueva-
mente es activado después de la desfosforilaciéon de estos
sitios por la fosfatasa CDC25C.%*

Fase M
La mitosis, involucra las etapas de cariocinesis (division del
contenido cromosomico celular) y citocinesis (division del

contenido citoplasmico), mismas que constituyen la fase mas
corta del ciclo celular eucariético, ya que dura entre 1y 2 hrs
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en células de mamifero. Esta comprende: profase, prometa-
fase, metafase anafase y telofase.

Un evento relevante durante la mitosis es la ruptura de las
laminas nucleares (A, By C), las cuales estan formadas por
filamentos intermedios de lamina, localizados adyacentes a
la cara interna de la envoltura nuclear. Durante la mitosis
temprana, el Factor Promotor de la Maduraciéon (FPM), cons-
tituido por la proteina cinasa de 34 Kda y CDK1 (p34c®2 /
CDK1) unido a la ciclina B, (Complejo ciclina B-CDC2) fosfo-
rila residuos especificos de serina en las tres laminas nuclea-
res, causando la despolimerizacion de estos filamentos inter-
medios. En esta etapa, se registra un incremento en los
niveles de las ciclinas A y B de las cuales la primera puede
formar complejos con Cdk1 o la proteina cinasa de 34 kDa
(activa también en la mitosis en levaduras) para fosforilar
sustratos ricos en residuos de serina y treonina. Ademas de
la lamina nuclear, este complejo fosforila otros sustratos
como la vimentina (constituyente de los filamentos interme-
dios que se extiende a través del citoplasma), y caldesmona
(componente no estructural de los microfilamentos citoplas-
micos). El complejo p34/ciclina B induce la hiperfosforilacion
de la lamina y promueve el desensamblaje de la lamina
nuclear y su ruptura. La reorganizacion del citoesqueleto en
la fase M se produce por la fosforilacion de la vimetina y
caldesmona.®

El complejo ciclina B-CDC2, esté involucrado en el inicio
de diferentes eventos mitéticos, tanto en el citoplasma asi
como en el nicleo. Durante la profase, B-CDC2 esta asocia-
do con centrosomas duplicados y esto promueve la separa-
cion del centrosoma por la fosforilacion de la proteina Eg5
asociada al centrosoma. La ciclina B1-CDC2 y/o los comple-
jos B2-CDC2 también estan involucrados en la fragmenta-
cion del Golgi por tanto, el complejo y B-CDC2 estan relacio-
nados en reorganizar completamente la arquitectura celular
durante la mitosis.®®

De acuerdo con lo antes descrito, se puede observar que
la progresion del ciclo celular es un proceso extremadamente
complejo, en el que estan involucradas un gran niumero de
moléculas, las cuales cumplen con una funcién particular, en
donde las diferentes sefales externas pueden favorecer una
progresion continua, divisiéon, paro del ciclo (ya sea por
eventos de maduracion y/o diferenciacion), reparacion de
algun dafo detectado en el ADN o la muerte; todo esto
implicito en el tiempo de duracién del ciclo celular, el cual es
muy variable, y éste va a depender del tipo celular, de las
condiciones del medio y el estado de maduracion de las
células.® Un buen modelo de estudio, en donde se pueden
observarlos diferentes cambios presentes durante los proce-
sos de proliferacion y maduracion celular, es el relacionado
con las células troncales y progenitoras hematopoyéticas.

Hematopoyesis

La hematopoyesis es un proceso finamente regulado, me-
diante el cual se generan todas las células de la sangre. Este
se lleva a cabo en diferentes 6rganos a lo largo del desarrollo
prenatal, iniciando en el saco vitelino, y siguiendo en el
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higado fetal, bazo fetal y médula ésea (MO). Este ultimo es el
organo en el que se desarrolla mas del 95% de la actividad
hematopoyética en la etapa postnatal.®’

Células progenitoras

De acuerdo con las caracteristicas que presentan las células,
el sistema hematopoyético se ha divido en cuatro comparti-
mentos (Figura 5).

1) Células Troncales Hematopoyéticas (CTH), considera-
das las mas primitivas, capaces de autorrenovarse, origi-
nar células de los distintos linajes sanguineos y restable-
cer la hematopoyesis in vivo. Las células hematopoyéti-
cas mas primitivas no presentan marcadores de linaje
(Lin-) y mantienen una morfologia que no corresponde a
ninguna linea de diferenciacion definida. El principal
marcador usado para su aislamiento ha sido la molécula
CD34, la cual participa en mecanismos de adhesion
celular. Las células CD34+* Lin-, que incluyen a las células
progenitoras representan aproximadamente, el 0.5% del
total de las células de la medula ésea. A su vez a partir de
células CD34+Lin" puede ser aislada otra subpoblacién
carente del antigeno CD38 conocida como CD34+*CD38-
Lin, que incluyen a células progenitoras, representa
menos del 0.2% del total de las células de la medula
Osea.5®

2) Células progenitoras hematopoyéticas (CPH), una pobla-
cion extremadamente heterogénea, que representa entre
el 0.1-0.5% del total de las células presentes en médula
6sea. Las CPH son positivas al antigeno CD34 e incluyen
células positivas y negativas a los diferentes linajes
sanguineos. Estudios in vitfro han mostrado que estas
células se caracterizan por su capacidad de formar colo-
nias en cultivos semisélidos.

3) Precursores reconocibles morfolégicamente, que repre-
sentan mas del 95% de las células residentes de la
médula dsea.

Alvarado-Moreno y Mayani-Viveros

4) Células sanguineas maduras, las cuales después de un
proceso de proliferacion, diferenciacion, maduracion, e
incluso apoptosis, se encuentran presentes en la circula-
cion.®
Durante muchos afios, la MO fue la principal fuente de

CTH y CPH; sin embargo, desde 1976, y en 1988, se
demostro la presencia de CTH y CPH en la sangre periférica
de pacientes tratados con quimioterapia y factores de creci-
miento, tales como el factor estimulante de colonias de
macrofagos y granulocitos (GM-CSF). Al igual que lo obser-
vado por Broxmeyer en la sangre del cordén umbilical (SCU).
Se ha demostrado que estas dos fuentes ricas en células
troncales y progenitoras hematopoyéticas, tienen un poten-
cial de proliferacion que llega a ser superior al de la MO; como
ha sido observado enla SCU, y actualmente se usan como un
buen recurso en terapias clinicas para transplantes en enfer-
medades hematolégicas y no hematoldgicas.”

El ciclo celular en células progenitoras
hematopoyéticas

Las CTH tienen la capacidad de renovarse indefinidamente,
mientras poseen el potencial para diferenciarse en multiples
linajes. No obstante, in vivo, su tasa de proliferacion bajo
condiciones fisioldgicas es mucho mas lenta que la de su
progenie intermedia, en las que se incluye a las células
progenitoras y precursoras proliferantes. La quiescencia ob-
servada en estas células, asegura que la poblacion de las
CTH no se pierda bajo condiciones de estrés fisioldgico y
pueda mantenerse alolargo de toda la vida del individuo.”" La
proliferaciéon altamente regulada ocurre a una tasa muy
limitada, bajo las condiciones de procesos homeostaticos.
De esta forma, se mantiene la hipdtesis, de que la alta
quiescencia de las células CTH, refleja el completo arresto
del ciclo celular de la mayoria de las células en el comparti-
miento de las CTH, llamado “el modelo de sucesion clonal”.”
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Figura 5. Proceso hematopoyético. La hematopoyesis se ha dividido en cuatro compar-
timientos debido a las caracteristicas que se presentan en cada una de las subpoblacio-

nes. Ver texto.
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Ciclo celular y células progenitoras hematopoyéticas

Recientemente se postuld, que la posicion especifica en el
ciclo celular determina cuando una célula primitiva funciona
como una célula CTH o CPH, lo cual sugiere que el estimulo
recibido en distintas fases del ciclo celular, puede llegar a
provocar proliferacion y/o diferenciacion.”

La quiescencia relativa de las CTH puede prevenir su
prematura reduccién numérica in vivo, pero ha sido conside-
rada uno de los obstaculos en el contexto de la expansién in
vitro, necesarios para el transplante de CTH y la terapia
génica. Enlos ultimos anos, diversos estudios se han enfoca-
do en encontrar las condiciones de cultivo in vitro que permi-
tan expandir y mantener la poblacién de las CTH capaces de
repoblar la médula ésea de individuos inmunosuprimidos.
Los esfuerzos realizados se han centrado en el uso de
diferentes citocinas recombinantes hematopoyéticas, para
de esta forma lograr expandirlas, en donde se considera que
los reguladores del ciclo celular pueden jugar papeles impor-
tantes en estos procesos.

En células de mamifero, la maquinaria del ciclo celular
que determina cuando una célula puede continuar proliferan-
do o puede detener su division y diferenciarse, opera amplia-
mente en la fase G1. Se ha demostrado que las dos familias
de reguladores del ciclo celular (Cip/Kip e INK4), son esencia-
les en el arresto de la progresion del ciclo celular, en un
amplio espectro de tipos celulares.” Para definir los mecanis-
mos en la respuesta de las CTH se requiere del analisis de
reguladores de forma individual y asi poder describir como
estos reguladores interactuan con otras moléculas e inter-
sectan varias vias de sefalizacion. Especificamente, en el
sistema hematopoyético se ha detectado que algunos miem-
bros de la familia de reguladores se expresan de forma
diferencial en las células CD34+.717578

Se ha encontrado que en las CTH humanas quiescentes
el RNAm es muy reducido y en las CPH este se encuentra
mas abundante; de igual forma, se ha detectado que p21
gobierna la entrada del ciclo celular de las mismas CTH y que
su ausencia incrementa la capacidad proliferativa.”®

De esta manera, se puede determinar que el éxito de la
capacidad proliferativa y de expansion, entre otros factores,
esta directamente relacionado con el estado de quiescencia
en el que se encuentran estas células; ya que se ha demos-
trado que un alto porcentaje de las células troncales y
progenitoras hematopoyéticas se encuentran en la fase G0/
G1 del ciclo celular. Asimismo, se ha observado, que las
CPH, que se encuentran en la fase GO, tienen un mayor
potencial de proliferacion que aquellas que se encuentran en
la fase G1.%' Sin embargo, no todas las células tienen ese
potencial de proliferacion y esto también va a depender del
destino celular, ya que de la poblacion de CTH y CPH que
presentan el antigeno CD34, no todas estan destinadas a
dividirse y como consecuencia a diferenciarse, o bien pueden
dividirse y mantener las mismas caracteristicas de una célula
pluripotencial, o bien llegar a diferenciarse. Debido a esto,
dichas poblaciones celulares derivadas del sistema hemato-
poyético, han sido aisladas y sujetas a estudios in vivo e in
vitro, para medir su funcién hematopoyética y dependiendo
del grado de aislamiento y purificacion, se ha encontrado que
las CTH no son una poblacién homogénea, ya que se reagru-
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pan en subpoblaciones que expresan diferentes antigenos
de superficie, con potenciales de diferenciacion y prolifera-
cion variable .82 83

De acuerdo con lo anterior, se sugiere que las diferentes
subpoblaciones de células CD34+ presentan variaciones en
el numero de moléculas reguladoras del ciclo celular, las
cuales estarian muy relacionadas con los eventos celulares
que se han observado in vitro. Tal es el caso del proceso de
diferenciacién, que se asocia con una disminucion de la
proliferacién celular y a la salida de las células del ciclo
celular. En este proceso se ha encontrado una participacion
importante de p21y p27;74848 ya que la diferenciacion celular
frecuentemente involucra picos secuenciales en la expresién
de los CDKIs, por ejemplo: un incremento en los niveles de
expresion de p27, es seguida de un incremento en la regula-
cion de p21 en importantes tipos celulares, inducidos a
diferenciarse por diversos estimulos.

A continuacion, se muestran algunas de las evidencias
que se tienen en lineas celulares, CTH y CPH, haciendo
énfasis particular en los CDKIs, ya que debido a su importan-
cia en la regulacion del ciclo celular, son elementos clave en
procesos de proliferacién y diferenciacion.

Entre otras, se ha observado que en la linea celular
mieloide M07e y en progenitores mieloides de ratén, la
presencia del Factor de Células Stem (SCF) y el Factor
Estimulante de Colonias de Macroéfagos y Granulocitos (GM-
CSF), actuan de forma sinérgica y esto induce la sobre-
expresion de p21, y como consiguiente una disminucion de
p27; de esta manera p21 se asocia con la proteina CDK2, la
cual incrementa su actividad y por lo tanto los niveles este-
quiométricos de las moléculas. Evento que tiene como con-
secuencia un incremento en la capacidad proliferativa de las
células, importante para el mantenimiento del compartimien-
to de las CTH y CPH.%

De igual manera, en diversas lineas celulares leucémi-
cas, talescomolaHL-60, en donde se observaron diferencias
en la expresion de p21 y un arresto del ciclo celular, ésto de
acuerdo con las condiciones de cultivo utilizadas, las cuales
pueden ser o no independientes de la presencia de p53;%” ya
que enelcasodelalineaK562, se hademostrado que el gene
WAF1/CIP1 que codifica a p21, puede participar activamente
en una disminucion de la proliferacion y un incremento en la
diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago. Lo cual
sugiere que el gene WAF1/CIP1 puede ser regulado a través
de multiples mecanismos.% Aflos mas tarde, se demostro en
lamismalinea celular, usando un vector de expresién de p21,
que p21 induce la expresion de p27 y una disminucion de su
degradacion por ubiquitina, todo esto demuestra que durante
la diferenciacion, se facilita una ordenada transicion entre las
dos moléculas, cada una de las cuales puede influenciar de
distinta forma el proceso de diferenciacion.® Mientras que en
la linea U937, se demostrd que la induccion de la expresion
de p21, esta acoplada a la expresién de marcadores de
diferenciacion temprana. No obstante, en tales eventos, no
se descarta la posibilidad de la participaciéon de p27 en este
proceso de diferenciacion.® Tal es el caso de la linea celular
de leucemia megacarioblastica CMK y UT27, en donde la
sobre-expresion de p27, asociada con un incremento en la
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expresion de p21, se induce la diferenciacion de megacarioci-
tos, ademas de que bajo estas condiciones no se detecta una
participacion de p16, p15 o p18.9':9 Al igual que lo observado
en la linea MEG-01s, en donde se observa la formacion de
complejos triméricos p21/p27/ciclina E.*® Mientras que, en la
linea celular macrofagica de raton BAC1.2F5A, se ha demos-
trado que la presencia de Interferén-gama (INF-y) promueve
una disminucion de la expresion de la actividad cinasa de
CDK2, no se observan cambios en p21 durante la progresion
del ciclo celular, y los niveles de p27 son maximos en la fase
G1 temprana, para posteriormente disminuir de forma gra-
dual conforme avanza el ciclo celular, lo que evita la forma-
cion activa de los complejos CDK2/p27, evitando la progre-
sion através de la fase Sy por lo tanto, la diferenciacién.®* En
el caso de la linea celular eritroleucémica HB60-5, que
proliferay se diferencia en presencia de SCF y Eritropoyetina
(Epo), después de 48 hrs de cultivo, se ha observado que con
la sola presencia de Epo, se inhiben las actividades de CDK4
y CDKB®, este evento se asocia con un incremento en la union
de p27yp15aCDK®6;yunincremento de p27 unido alaciclina
Ay E, lo cual correlaciona con la inhibicion de CDK2; no
obstante, no se detecta una participacion de p27 en el
proceso de diferenciacidon hacia el linaje eritroide, lo que
indica que los niveles de expresion de p27, son necesarios
para la diferenciacién inducida por SCF.%

En la linea de células progenitoras mieloides de raton
32Dcl3, la presencia de interleucina 3 (IL-3) mantiene en un
estadoindiferenciado a estas células, debido a unincremento
en la expresion de p21 y del receptor para IL3 (RIL-3), lo cual
produce un defecto en la maduracion de linaje mieloide, ya
que las células se mantienen como mieloblastos. Estas
evidencias han sido correlacionadas con la patogenia de la
Leucemia Mieloide Aguda (LMA)-%¢

Se ha mostrado en diversas lineas celulares inducidas al
proceso de diferenciaciéon una sobreregulacion de p21. Sin
embargo, los mecanismos de la induccion de p21 durante la
diferenciacion normal no es muy clara. En células precurso-
ras de SCU, se ha demostrado un incremento en el nivel de
expresion de p21, relacionado con la maduracion mieloide;®”
y en colonias derivadas de células CD34+ de SCU, médula
6sea y SPM se ha observado un incremento en el ARNm de
p21 através del tiempo, en granulocitos, macréfagos, mega-
cariocitos y eritroblastos, mientras que por su parte el nivel de
p27 se mantiene bajo, excepto en las colonias explosivas
eritroides. La proteina p27 es constante en megacariocitos y
monocitos de SPM y MO y células plasmaticas.”%

Asimismo, se ha determinado in vitro, la participacion de
p21y p27 en la diferenciacion normal de blastos de células
CD34+, y se ha encontrado que p27 es expresada en células
CD34+ frescas, mientras que el nivel de p21 correlaciona con
la tasa proliferativa; sin embargo, dicha expresion disminuye
cuando las células alcanzan un proceso de diferenciacion
terminal; por su parte, p27 se mantiene constante durante
todo el proceso, con diferentes sitios de localizacion subce-
lular.”

Por otro lado, recientemente se demostré en una rara
subpoblacion de células CD34+Lin de SCU, una marcada
resistencia a ciclar en presencia de factores de crecimiento y
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citocinas durante varios meses, y se determind que p27 se
expresa de una forma constante durante todo el tiempo de
cultivo, mientras que la expresion de p21 es muy variable, no
obstante, mantiene a las células en una prolongada quies-
cencia, siendo indispensable y p27 necesaria para el arresto
del crecimiento.®® Siguiendo con este punto, se demostré que
p27 participa en la regulacion de la autorrenovacion y la
diferenciacion de las CTH de médula ¢sea.'®

En lo que respecta a p16, se ha detectado una alta
expresion en las CTH de MON; sin embargo, su presencia
disminuye en progenitores comprometidos y en relacién con
la entrada a la fase de sintesis del ciclo celular, similaralo que
ocurre en las CPH de SPM78'%" mientras que la expresién de
p21,laciclina Dy CDK4 aumentan conforme aumenta el grado
de diferenciacion. De igual manera se ha observado que en
cultivos prolongados, se pierde la capacidad de las CTH y se
ha demostrado una baja participacion de p16 y p19, lo que
indica que mecanismos independientes de estas moléculas,
juegan papeles dominantes en las CTH durante el cultivo.'®?

Por otra parte, se determind, que la ausencia de p18 en
CTH de un modelo de transplante de ratdn, se induce un
incremento en las divisiones de autorrenovacion y se incre-
menta el injerto a largo plazo, sugiriendo que p18 es un fuerte
inhibidor limitante del potencial de autorrenovacion de las
CTH in vivo;'® y en células humanas se observé que la
ausencia de p18, disminuye la pérdida de las células que son
negativas para p21.'%

La presencia de algunos inhibidores de la hematopoyesis
tales como el TGF-f, reducen la expresion de receptores de
citocinas en la membrana celular, tales como el receptor de
la Interleucina-6 (RIL-6), receptor de c-Kit, del Receptor del
ligado de FLT3 y el receptor de Eritropoyetina (REpo), y
promueve el incremento en la proteina p21, y de forma
conjunta inducen el arresto del ciclo celular, al tiempo que
disminuye la capacidad proliferativa y se mantiene alas CTH
y CPH humanas en las fases GO-G1.7%1%

En células precursoras hematopoyéticas CD34+ huma-
nas, ha observado que la sola presencia de un anticuerpo
monoclonal anti-TGF-1 en el cultivo, induce sobre-expre-
sion de p27, sin alguna modificacion significativa en el estado
del ciclo celulary su capacidad de proliferacién a corto plazo.
Lo que demostrd la participacion del TGF-3 en los mecanis-
mos autocrinos de la regulacion de la poblacion de CTH asi
como, el papel de p27 (en altos niveles de expresion) en la
induccién prematura a la diferenciacién de progenitores, y la
posible contribucion a la pérdida del potencial de los precur-
sores hematopoyéticos.%

Durante el cultivo de células CD34+ normales, se induce
la diferenciacion de granulocitos y megacariocitos, perono de
linaje eritroide, se ha detectado la presencia de p15, este
nivel de expresion se incrementa conforme avanza el grado
de maduracion de las células.'”

Conclusiones

El ciclo celular es un proceso importante en todos los tipos
celulares, ya que de este dependen muchas de las funciones
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vitales de los diferentes tejidos que se encuentran en los
organismos. En el ciclo celular estan implicitas un gran nimero
de moléculas, y de acuerdo con niveles estequiométricos, su
presencia puede jugar papeles importantes en los procesos de
proliferacion, diferenciacion, maduracion e incluso apoptosis.
No obstante, la pérdida del balance entre los niveles de
expresion, fosforilacion translocacion al nucleo y degradacion,
pueden provocar alteraciones en la tasa proliferativa de las
células en los diferentes tejidos donde esto ocurra.

Es interesante saber que a pesar de las diferentes funcio-
nes encontradas de algunas de las moléculas involucradas en
este proceso. Notodas actuan de igual forma, ya que como se
ha observado en el sistema hematopoyético, las moléculas
como p21 o p27 pueden tener funciones diferentes a las que
en un inicio fueron caracterizadas. Esto implica procesos de
proliferacion, diferenciacion o maduracién. Tales comporta-
mientos van a depender del tipo celular, las caracteristicas de
las células en donde se realizan dichos analisis, como el
estado de diferenciacion y madurez de las células, o bien de
acuerdo con las condiciones del medio.

Sin embargo, el conocer algunos de los aspectos relaciona-
dos alciclo celularen las CTHy CPH, ayuda a entender un poco
mas acerca de la biologia de estas células a lo largo de todo el
proceso hematopoyético, y nos proporciona herramientas para
su manipulaciéon que puedan ayudarnos a aplicar alternativas
terapéuticas en procesos expansion, y proliferacion para fines
de transplante y regeneracion hematopoyética.
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