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Resumen

Introduccion: Las células epiteliales son la primera (inea de defensa contra
los patogenos y particulas inhaladas, por lo que son muy susceptibles al
dario. Este epitelio es capaz de auto-repararse vy asi restituir su estructura
mediante la participacion de células indiferenciadas (madre o
progenitoras) y células diferenciadas. El antigeno de células madre 1 (Sca-
1) es un marcador comun de las células reparadoras que pueden regenerar
al epitelio. La histamina, una amina [(iberada durante las reacciones
alérgicas, puede daviar la estructura celular, pero se desconoce su efecto en
los procesos de reparacion celular. Nuestra hipotesis es que la histamina
puede alterar la expresion de Sca-1 en la via aérea.

Objetivo: Determinar el efecto de la inhalacion de histamina en la
expresion de Sca-1 en las vias aéreas del cobayo.

Metodologia: La expresion de Sca-1 (mediante inmunohistoquimica) se
determino en epitelio y musculo liso de las vias aéreas (MLVA) de cobayos
machos jovenes de 2 meses (C2) y maduros de 5 meses (C5) tratados con
histamina nebulizada.

Resultados: Los C2 y C5 no mostraron cambios en el numero de células
postivas Sca-1 en el epitelio y MLVA bronquial y bronquiolar. Asi mismo,
la histamina no modifico el numero de células Sca-1 positivas en [os
bronquios de los C2 ni en los bronquiolos de los Cs; no obstante, en los
bronquiolos de los C2 la histamina indujo un incremento significativo
(p<o0.05; comparado con el control) en el numero de células que expresan
Sca-1, mientras que en los bronquios de los C5 hubo una disminucion
tambieén significativa (p<o.os comparado con el control) de de éstas células.
Adicionalmente, también se observo que el MLVA de los C2 expresan Sca-1,
Yy que esta expresion mo se modifico por histamina; sin embargo la
expresion de Sca-1 de C5 es muy baja vy desaparece en los animales tratados
con histamina.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieven que la histamina podria alterar
a las células responsables de los procesos de veparacion. Es probable que la
edad del cobayo sea un factor importante en la susceptibilidad al efecto de
la histamina en las células Sca-1 positivas dependiendo del tejido.



1. Introduccion
1.1 Las vias aéreas

Para facilitar su estudio el sistema vespiratorio se divide en dos: las vias
aéreas superioves y las vias aéreas inferiores (Rogers, 2011).

Las vias aéreas superiores estdan compuestas por la nariz y las cavidades
paranasales, la faringe o garganta, parte de la cavidad oval vy la laringe;
mientras que las inferiores comprenden a la trdquea, bronquios,
bronquiolos, y a los conductos alveolares (Figura 1).

Laringe ——> Faringe

Boca
buimén Derech Pulmén Izquierdo
uimon Lerecho —— Bronquio Izquierdo

Bronquio Derecho

quiolo Izquierdo

Diafragma

Figura 1. Imagen del( sistema vespiratorio humano. Modificado de NIAAA Publications.

La via aérea superior es la encargada de filtrar y calentar el aire cuando
éste entra al tracto respiratorio. Este proceso de filtrado es sumamente
importante ya que ayuda a limpiar el aire del polvo y otras particulas que
de legar al pulmon podrian lastimarlo o incluso daviarlo.



La via aérea inferior posee en su parte dovsal fibras de musculo [iso
transversal (Rogers, 2011) y en su interior, junto con los bronquios, el
epitelio tipico descrito en la siguiente tabla.

Tabla 1. Celulas que componen el epitelio tipico de la via aérea inferior.

Tipo Celular Generalidades

Células basales dividen al epitelio

Células neuroendocrinas: contienen muchos granulos
neurosecretores

Células ciliadas (levan cilios compuestos por 9 pares

de axonemas y se encargan del
anclaje al citoplasma vy del
movimiento ciliar

Células peine su funcion aun no es clara

Células caliciformes contienen numerosos granulos
secretores de mucosa

Células serosas contienen granulos secretores
pequetios y cuyos electrones son
0SCUros

Células de Clara también contienen granulos

secretores pero cuyos electrones son
Licidos (Mathew, 2007)

Cabe mencionar que la via aérea inferior es la encargada de proveer de un
canal para que el airve pueda pasar a los pulmones y éstos ultimos reciben
ese aire y facilitan el proceso de intercambio gaseoso (Rogers, 2011).

Conforme se ramifican los conductos a lo largo del pulmon, los bronquios se
dividen 10 u 11 veces, y gradualmente pierden sus piezas cartilaginosas
hasta convertirse en bronquiolos y alveolos (Radivoj, 1997). En este proceso
el epitelio sufre una serie de cambios que conllevan a que haya una
transicion de un epitelio pseuodoestratificado a uno columnar, en donde las
células ciliadas se vuelven menos numerosas y las glandulas desaparecen
de manera gradual. Las células de Clara usualmente se ven esparcidas
entre las células ciliadas y pueden (legar a proyectarse en el lumen de la
via aévea. FEstas células contribuyen al forraje de la superficie de los
bronquiolos.


http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Radivoj+V.+Krstic%22

Conforme se profundizan los bronquiolos, aumentan el numero de alveolos
en la via aérea, y aproximadamente en la tercera division podemos
encontrar los ductos alveolares, los cuales se encuentran totalmente
forrados por células alveolares tipo I (George et al 2005), que son las que
proveen la superficie para el intercambio de gases (Rawlins y Hogan, 2006),
y junto con las células alveolares tipo II, que son células cuboidales que
contienen cuerpos laminares [lenos de material surfactante (Rawlins vy
Hogan, 2006), conforman el epitelio tipico alveolar.

| Traquea | BronquioI Bronquiolo | Alveolo |
| | | | |
| BADJ*

. . B s Célula madre
Célula caliciforme ‘e Célula de Clara bronquioalveolar \

4 ili o0 4
t:j Célula ciliada G4 Célula de Endotelio

@) Clara variante

A Célula basal . .
J Célula neuroendécrina %J

Neumocito Tipo Il

. (NEB, por sus siglas en
Ceélula serosa Neumocito Tipo |

Inglés)
océlula de

musculo liso

*Unién bronquioalveolar (BADJ, por sus siglas en inglés)
Figura 2. Epitelio de via aérea distal y proximal. Modificado de Springer /mages.



g
Cartilagofi (K}
—

Vasos sanguineos,

nervios

Figura 3. Epitelio de trdquea vy bronquios principales. Fn azul, células de Clara; en verde, células
ciliadas; en vosa, células neuroendocrinas; en narvanja, células basales; y en morado, células mucosas
(caliciformes). Modificado de Rawlins y Hogan, 2006.

Alveolos

Figura 4. Epitelio'de bronquio distal, bronquiolos y alveolos. Justo en la union del ducto bronquio
alveolar se puede apreciar de color amarillo, a las células alveolares tipo II; de color verde, a las células
ciliadas; de color gris, a las células alveolares tipo I; de color vosa, a los cuerpos neuroendocrinos (NEBs,

por sus siglas en ingles); y las células de musculo liso en color vojo. Modificado de Rawlins y Hogan,
2000.

1.2. Reparacion celular en el epitelio de las vias aéreas

Como hemos visto la estructuracion celular de las vias aéreas es
sumamente compleja, y mds aun cuando éstas se encuentran expuestas de
manera constante a agentes toxicos, particulas, y patogenos del ambiente.
Por lo tanto, aunado a todas esas funciones particulares para llevar a cabo
el proceso de respiracion también tienen que ser capaces de responder de
manera vdpida vy eficaz al davio celular; este davio celular incluye la
produccion local de inmuno-citocinas y otras moléculas propias de la
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respuesta inmunologica que se da por parte del cuerpo. Es por eso que se ha
propuesto que en el epitelio de las vias aéreas existen dos tipos celulares
que son sumamente importantes para [levar a cabo estos procesos: las
células indiferenciadas, las cuales tienen una gran capacidad para
diferenciarse en distintos linajes, y las células diferenciadas, que pueden
legar a cambiar su linaje por otro (Rawlins y Hogan, 2006).

Se ha propuesto que existen distintos mecanismos para llevar a cabo la
reparacion del epitelio, y en trdquea y bronquios de ratones, las células de
Clara tienen la funcion de células rvegenerativas al poder reemplazar
células ciliadas daviadas como consecuencia de una exposicion a oxidantes;
de la misma manera mencionan que las células epiteliales en injertos de
glandulas submucosales pueden regenerar el epitelio laminar en un
modelo de raton (Rawlins y Hogan, 2006).

Es importante enmarcar que muchos tipos de células también participan
en el proceso de reparacion. Un claro ejemplo se puede observar en
bronquiolos, en donde estd dado por una clase de células de Clara
denominadas variantes (C’), las cuales se encuentran en la union
bronquioalveolar, vy proliferan cuando la via se expone a mnaftaleno
reparando la parte daiiada dando lugar tanto a células de su propio [inaje
(de Clara) como a células ajenas a éste. Cabe mencionar que si todas las
células C' se destruyen durante la primera exposicion a naftaleno la
reparacion no se [leva a cabo. Por otro lado tenemos a las células
progenitoras bronquioalveolares o BASC's (por sus siglas en inglés), cuya
funcion es similar a la de las C'. Asimismo, las células ciliadas pueden
proliferar y transdiferenciarse en células de Clara después de una herida
producida por naftaleno. Por su parte, las células de Clara pueden
proliferar después de un dario causada por NO2z (dioxido de nitrigeno) y
dar origen a células ciliadas vy a las células tipo II, que originan células tipo
I despueés de un davio ocasionado por bleomicina. Finalmente las células
neuroendocrinas son capaces de auto regenevarse y proliferar pero no dar
origen a otros tipos celulares (Rawlins y Hogan, 2006).

Algunos estudios demuestran que el epitelio tiene un papel fundamental
dentro de su propia reparacion, y para poder explicar estos cambios
repentinos entre los distintos [inajes celulares, hace unos anos se propuso
por primeva vez una ‘Jerarquia clisica de celulas madre”, dentvo de la
cual  tenemos a las células madre indiferenciadadas epiteliales, las
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amplificadoras transitorias (Tas por sus siglas en inglés) de células
progenitoras y las células maduras post-mitoticas diferenciadas (Watt y
Hogan, 2006), explicada de manera detallada en la Figura 5.

Progenitoras Amplificadoras Transitorias
I

e

Célula Madre no
diferenciada 1

mEe. l { A H
3 Dt L/
‘ . ¢

Células Diferenciadas

Célula Madre no
diferenciada 2

Figura 5. Jerarquia Cldsica tentativa en el epitelio de (a via aérea. Los destinos celulares son indicados
con las flechas vojas. En este modelo, las células madre se encuentran en su nicho y las diferentes
subclases de Tas se pueden auto renovar (flechas curvas). Las células madre se renuevan de manera
infrecuente, mientras que las Tas [0 hacen mds rdpido. Células Ta tempranas pueden ser capaces de
reemplazar a las células madrve wmermadas o agotadas (linea punteada 1). La (lamada
transdiferenciacion de un tipo celular bien diferenciado en otro puede ocurrir de manera directa, sin
necesidad de una division celular (linea punteada) 2) o puede involucrar la reversion o de-
diferenciacion entre distintas poblaciones de Tas progenitoras (linea punteada) 3). Muy raramente las
células madre cambian de un linaje especifico a otro ([inea punteada) 4) en un proceso denominado
metaplasia o transdeterminacion. Modificado de Watt y Hogan 2006.
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La participacion del propio epitelio en su reparacion es critica para [levar
a cabo la restitucion del mismo y recuperar su funcion normal; sin
embargo, el epitelio no es el unico que participa en su reparacion despues
de sufrir un davo. Existen otros mecanismos que también participan en
dicho proceso de reparacion y cuyo papel es fundamental.

1.3. Vias de reparacion alternas en (a via aérea.

La rvecuperacion del epitelio después de un davio es critica para la
restauracion de la homeostasis del pulmon. E[ proceso inicial después de
una herida incluye una respuesta inflamatoria aguda, el reclutamiento de
células de la inmunidad, el esparcimiento o spreading, v la migracion
celular sobre una matriz provisional que ha sido previamente secretada
(Crosby y Waters, 2010).

Dentro de la respuesta inflamatoria se dan tres eventos sumamente
importantes:

a) Yasodilatacion- el tejido daviado induce la [iberacion de un
vasoactivo vy factores quimiotdcticos que desencadenan un
incremento local del flujo sanguineo y la permeabilidad capilar.

b) Incremento en la permeabilidad capilar- este evento facilita la
entrada de fluido vy células de los capilares hinchados hacia el
interior del tejido. El fluido que se acumula tiene un contenido
proteico tan elevado que contribuye a que el tejido se inflame
ocasionando edema.

c) Entrada de fagocitos- estos fagocitos (células de la inmunidad innata
capaces de captar microorganismos y  vestos celulares e
introducirlos en su interior con el fin de eliminarlos, en un proceso
conocido como fagocitosis) entran al tejido desde los capilares debido
a un incremento en la permeabilidad de los mismos. La migracion de
los fagocitos es un proceso bastante complejo que incluye una
adherencia de las células hacia la pared endotelial de los vasos
sanguineos (migracion), seguido de su migracion hacia el tejido, v
finalmente en su migracion a traveés del tejido hacia el sitio de
invasion o davio (quimiotaxis). A medida que las células se acumulan
Yy empiezan a fagocitar al causante del davio, (iberan enzimas liticas,
las cudles pueden daniar células sanas cercanas.
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A pesar de que el objetivo primordial del proceso inflamatorio es librar al
organismo de aquel factor externo que lo lesiono, el davio colateral a las
células sanas es algo inevitable y el cuerpo debe de ser capaz de responder
también a éste de manera eficaz.

Por otra parte, la herida generada al tejido también provoca la liberacion
de ciertos factores que contribuyen en los mecanismos de reparacion
incluyendo a miembros de las familias de los factores de crecimiento
epidermal vy de fibroblastos como el factor de crecimiento transformante
alfa (TGF-), el factor de crecimiento de keratinocitos (KGF), vy los
fibroblastos gingivales humanos (HGF); a las quimiocinas, como por
ejemplo la Proteina-1 quimioatrayente de monocitos ( (MCP-1); a las
interleucinas 1beta, 2, 4, y 13 (IL-1B, IL-2, IL-4, IL-13); y a las prostaglandinas
(PGE), entre otros.

Estos factores coordinan procesos que involucran integrinas, proteinas de
la matriz (fibronectina, coldgeno, laminina), metaloproteasas de matriz
como por ejemplo las metaloproteasas de matriz 1, 7, y 9 (MMP-1, MMP-7,
MMP-9), adhesiones focales, y cambios en la estructura del citoesqueleto
para promover el esparcimiento y la migracion celular.

Varias vias de sefializacion clave son importantes veguladoras de estos
procesos, incluyendo la de Sonic hedgehog (Shh), las de Rho Gtpasas, las de
proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAP, por sus siglas en inglés)-
como la MAP cinasa- la (levada a cabo por el factor transductor de sefialy
activador del transductor de sevial y activador de la transcripcion 3
(STAT3), y la 'Wnt, que son un grupo de vias de transduccion de seviales
formadas por proteinas que transfieren las seviales del exterior de una
célula a través de la superficie receptora de dicha célula hasta su interior
(Nusse y Varmuse, 2012) .

Ademds de estas vias, tanto células progenitoras distales como localizadas,
también son veclutadas hacia el drea daviada, vy la proliferacion y la
diferenciacion fenotipica de estas células conlleva a una recuperacion de la
funcion epitelial; sin embargo, el davio persistente puede contribuir a la
patologia de ciertas enfermedades tales como las obstructivas cronicas
(Crosby y Waters, 2010).
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Figura 6. Secuencia de eventos en la veparacion epitelial. Después de un davio, macrofagos, neutrofilos,
y células madre localizadas se activan, y los factoves de crecimientos, citosinas, interleucinas vy
materiales de (a matriz son liberados. Algunos de estos factores reclutan otras células de la inmunidad
en el sitio de davio. Células adyacentes al sitio de davio secretan matriz extracelular (ECM, pov sus siglas
en inglés) a traveés de senalizaciones de integrinas vy factores de crecimiento, reorganizan su
citoesqueleto para facilitar el movimiento, secretan MMPs que degradan aditamentos de la matriz, y
se esparcen y migran a lo lavgo de [a matriz provisional previamente secretada utilizando extensiones
filopoidales y lamelopoidales. Tanto células progenitovas reclutadas como localizadas proliferan y
continian secretando ECM. La rveparacion que deja de estar regulada puede desencadenar en una
transicion mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés) y fibrosis. Sin embrago, esto se puede solucionar
por medio de un arresto en el ciclo celular, apoptosis, la desaparicion de células de la inmunidad, vy la
desactivacion de macrofagos. 7omado de Crosty y Waters, 2ozo.

Cabe mencionar que los procesos que se dan en la respuesta inflamatoria
son iniciados por una serie de eventos complejos que ademds de involucrar
procesos celulares, incluye una variedad de mediadores quimicos dentro de
los cudles la histamina es uno de los principales, siendo liberada por
algunas células (como por ejemplo los mastocitos) en respuesta al daiio
tisular.
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1.4. Histamina

La histamina o 2-(4-imidazolyl) etilamina (Figura 7), que es una amina
biogénica, es formada en el organismo pov la descarboxilacion de la L-
histidina mediante la enzima L- histidinodescarboxilasa, y liberada de
mastocitos, basofilos y otras células de la mucosa de las vias aéreas. Existen
cuatro subtipos de receptores a histamina: HR, HR, H Ry HR.

Los cuatro receptores de histamina son proteinas ancladas a membrana
que pertenecen a la super-familia de las GPCRs -por sus siglas en ingles-
(Bongers, et.al, 2010).

Como molécula formada durante [los procesos de inflamacion, estd
involucrada en las vespuestas locales del sistema inmune y juega un papel
muy importante en la respuesta inflamatoria no solo ocasionada por algun
microorganismo u objeto, sino también por un alérgeno en wmuchas
reacciones alévgicas, dilatando los vasos sanguineos y haciendo que las
paredes de [os mismos se vuelvan anormalmente permeables (Marieb, 2001).
Por lo tanto, la histamina interviene en las reacciones de hipersensibilidad
inmediata vy alérgica. Como parte de la respuesta alérgica a un antigeno se
generan anticuerpos (IgE), que se unen a la superficie de las células cebadas
y los basofilos a traveés de receptores Fc (Fraccion constante) de gran
afinidad, que son especificos de la IgE (Prell, 1986).

Es por eso que durante una respuesta exagerada por parte del cuerpo
hacia algun alévgeno se administran anithistaminicos, los cuales impiden
que ciertas células [iberen histamina (como los mastocitos), bloqueando asi
la reaccion alérgica (Bongers, etal, 2010). Aunado a esto, la histamina
tambien vrvegula la contraccion del musculo [iso, otras vrespuestas
inmulogicas, la permeabilidad vascular, la mneurotransmision vy la
estimulacion de la secrecion del dcido gdstrico (Ohtsu, 2010).

(“\

Figura 7. Molécula de histamina.

NH,
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Con respecto al epitelio de la via aérea los pocos estudios realizados han
sido in_vitro y han mostrado que [a histamina incrementa la
permeabilidad epitelial en un modelo de raton (Kumar et. al, 2009), induce
hipevplasia en células caliciformes (Hirota et al FASEB J, 2012), ademads de
inducir la produccion de H202 a través de las células epiteliales
bronquiales, BECs por sus siglas en inglés (un tipo de células progenitoras
de la union bronquialveolar), genevando estrés oxidativo (Rada vy
Boudreau 2014). Esta evidencia sugiere que esta amina puede ser un factor
importante en los procesos de davio epitelial.

1.5. Restitucion Epitelial.

Como ya hemos visto, la reparacion epitelial involucra el esparcimiento vy
la migracion de células vecinas que cubren el drea daiiada, y esto es
seguido por la migracion vy proliferacion de células progenitoras, que
restauran los numeros celularves, vy la diferenciacion celular, la cual
restaura la funcion (Panos et. al, 1996; Rawlins el. al, 2007; Yee el al,
2006; Zahm et. al, 1997). A los procesos seguidos de la veparacion epitelial
se les conoce como restitucion epitelial. Fn las vias aéreas, las primeras 12-

24 h después del davio involucran el esparcimiento vy la migracion como el
mecanismo de vrveparacion primario, wmientras que la proliferacion
comienza desde las 15-24 h y continua por dias e incluso semanas (Crosby y
Waters, 2010). Esto ha sido demostrado iz vive al examinar mecanismos
de reparacion epitelial a davio en cobayos (Erjefalt et. al 1995; Frjefalt et.
al, 1995; Xm et. al, 1997) y en la trdquea de rata (Horiba y Fukuda, 1994).
La recuperacion de un epitelio pseudoestratificado puede rvequerir varias
semanas (Dupuit et al,, 2000).

La rveparacion n vive del epitelio alveolar ha sido mds dificil de examinar,
y la mayoria de los estudios se enfocan en la proliferacion celular del tipo
alveolar II como base de la misma (Thurmond, 2010; Panos et. al, 1995). De
modo que sabemos considerablemente menos acerca de la reparacion
epitelial a nivel alveolar. Sin embargo, la progresion del esparcimiento, la
migracion, y la proliferacion han sido demostradas utilizando células
alveolares tipo II cultivadas (KXheradmand et al, 1994). Aun con esto, uno
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de los retos mds grandes es el desarrollo de modelos y métodos que nos
permitan  estudiar los mecanismos de reparacion pulmonar,
particularmente a nivel alveolar (Crosby y Waters, 2010).

1.6. Sca-1

Para poder dar seguimiento a los procesos de reparacion y restitucion de
células epiteliales se utilizan marcadorves celulares. Estos marcadores
permiten reconocer el fenotipo celular de los distintos (inajes; asi, podemos
diferenciar entre una célula progenitora de una célula diferenciada, y
entre las mismas células diferenciadas. Los marcadoves celulares para
células progenitoras y madre son bastante conservados sin importar el
tejido en el que se estén expresando, v, en algunos casos, nos proporcionan
subtipos en las poblaciones de células progenitoras dependiendo de si
expresan o no tal o cual marcador. Asi pues por ejemplo, tenemos que el
marcador CD347°, el cual es una glicoproteina de superficie celular cuya
funcion en las células madre es conferir la adhesion celular a la matriz de
la médula osea o divectamente a las células estromales*, cuando se expresa
con Sca-r'es un marcador para células madre hematopoyéticas (Kazuhiro
et. al, 2000).

El antigeno de células madre 1 0 Sca-1 (stem cell antigen-1) es una proteina
de 18-kDa de glicosilfosfatidilinositol anclada a la superficie celular (GPI-
AP) de la familia de genes Ly-6. Originalmente identificado como un
antigeno regulado de manera positiva en [infocitos activos, Sca-1 o proteina
activadora de linfocitos 6a (Ly-6a), se encuentra codificada por dos alelos
especificos (Holmes y Stanford, 2007).

Como otras GPI-APs, las proteinas Ly-6 se encuentran localizadas en una
posicion ideal desde la cual regulan o co-activan la sefializacion celular via
receptor-ligando o proteina-proteina. Esto se debe a que la estructura de la
superfamilia de Ly6 se encuentra en balsas lipidicas de la membrana
plasmdtica (Stefanova, et al. 1991) que, consistiendo de esfingolipidos
saturados y colesterol, juegan papeles criticos en la sevializacion celular al
excluir o concentrar seviales moleculares clave asi como en la regulacion de
la degradacion vy el reciclaje del receptor (Stefanova, el al, 1991); sin
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embargo, el mecanismo molecular exacto por medio del cual actua esta
proteina aun no se conoce (Holmes y Stanford, 2007).

1.7. Expresion de Sca-1

La expresion de Sca-1 es regulada de una manera sumamente compleja en
la ontologia hematopoyética. A wmedida que las células madre
hematopoyéticas o HSCs (por sus siglas en inglés) se diferencian en
progenitores mileoides comunes, la expresion de Sca-1 es regulada de
manera negativa (Akashi et al, 2000) volviéndose a regular de manera
positiva en la porcion del bazo que se encarga de formar colonias celulares
también conocido como colony-forming unit (CFU). Conforme las HSCs se
van comprometiendo en progenitores [infoides, la expresion de Sca-1
decrece (Trevisan e Iscove, 1995) y los protomiocitos que siembran la
corteza del timocito regulan de manera positiva la expresion de Sca-1 como
(Kondo et al, 1997). Los timocitos inmaduros apagan la expresion de Sca-1
para luego re-expresarla en los timocitos positivos medulares y en las
células T periféricas (Spangrude et al, 1989). La expresion de Sca-1 es
regulada de manera positiva aun mds en linfocitos activados (Bamezai et
al, 1995) y en la presencia de interferon-o/Bly, mientras que el factor de
necrosis tumoral-a o el anticuerpo anti-Fas la regulan de manera negativa
(Sagi-Assif et al, 1996).

Fuera del sistema hematopoyético, Sca-1 es expresada de manera similar
por una mezcla de células madre, progenitoras, y diferenciadas en una
gran variedad de organos. Asi, Sca-1 se usa de manerva rutinaria en
combinacion con una seleccion negativa contra marcadores maduros para
el enriquecimiento de células madre (Holmes y Stanford, 2007).

A pesar de que la expresion de Sca-1 ya ha sido descrita en algunos ovganos
y tejidos, en muchos otros aun no es claro si la expresion de Sca-1 incluye
progenitores transitorios de tejidos (Holmes y Stanford, 2007). Uno de esos
casos lo encontramos en el pulmon.
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1.8. Expresion de Sca-1 en pulmon

Como se ha descrito previamente, el pulmon contiene una gran variedad
de poblaciones celulares epiteliales. Modelos de dario han mostrado que
existen diversos michos de poblaciones de células madre en diferentes
partes del pulmon vy de las vias aéreas (Otto, 2002), cuyo papel en los
procesos de veparacion y auto-renovacion del epitelio son sumamente
importantes (Kim et. al, 2005).

En cuanto a la expresion de Sca-1 en pulmon, se sabe que ésta se traslapa
con el fenotipo de poblaciones laterales; se ha observado que estas
poblaciones pueden ser detectadas por medio de la tincion de FHoechst
debido a que tienen propiedades muy similares a las poblaciones celulares
conformadas por HSCs.

Cabe mencionar que normalmente se busca asociar Sca-1 con CD45 y CD34
porque, por su parte, CDg5  pertenecen a una familia compleja
de glicoproteinas de alto peso molecular (180 - 220 kDa) vy posee
actividad tirosin-fosfatasa jugando un rol importante en la regulacion de
la diferenciacion celular (Pathak et. al., 2005); mientras que CD34 es una
glicoproteina de superficie celular que participa en procesos de adhesion de
tipo célula-célula; también puede mediar la adhesion de las células madre a
la matriz extracelular de la médula osea, ademds de que esta proteina se
encuentra expresada en tejido hematopoyético temprano (Furness vy
McNagny, 2006).

Recientemente se han descrito dos poblaciones celulares de Sca-1 en el
pulmon: las Sca-1+/CD34- y las Sca-1+/CD34+. En estas subpoblaciones se ha
observado que las primeras tienden a comprometerse hacia el epitelio,
mientras que las segundas hacia el mesénquima (Hittinger et. al., 2013).

En un estudio en donde se sometio a ratones a bleomicina administrada
via intranasal, no se pudo observar ninguna marca positiva en las células
alveolares tipo II, las cuales mostraron tener un fenotipo Sca-1-/CD45-. Es
importante mencionar esto porque recordemos que a éstas se les ha
adjudicado una actividad progenitora. Sin embargo si se pudo observar
una marca positiva en las células progenitoras bronquio alveolares
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(BASCs), pero que resultan negativas a CD45, dando como resultado un
fenotipo celular Sca-1+/CD45- (Kim et. al., 2005).

En este mismo estudio se utilizo como marcador adicional a Sca-1 como
marcador de células progenitoras debido a que éste se encuentra expresado
en la superficie celular, lo cual lo hizo un marcador ideal para (levar a
cabo el estudio in vivo, el cual fue realizado en pulmon de raton. Los otros
marcadores utilizados fuevon ATz (marcador especifico de neumocitos tipo
II) y CCA (un marcador especifico de células de Clara). Estas células de
pulmon fueron sometidas a una caracterizacion a traves de la metodologia
de FACs (Fluorescence Activated Cell Sorting, por sus siglas en inglés), y se
pudo observar que en condiciones normales, es decir, sin davio alguno, las
poblaciones celulares BASCs eran Sca-1+/CD45-. En esta poblacion en
particular se pudo observar que el 85% de estas células también eran CCA+
y SP-C+ (syrfactant protein C por sus siglas en inglés; detecta neumocitos
tipo II); que el 15 % eran células ciliadas también positivas para CCA.

También se ha visto que células bronquio alveolares Sca-1+CD34+CD45-
CD31- exhiben, in vitro, una habilidad de multidiferenciacion en distintos
linajes (Kim, et al, 2005).

1.9. Expresion de Sca-1 asociada con la edad

Hasta el momento no existen muchos estudios sobre posibles cambios en la
expresion de Sca-1 en relacion con la edad; sin embargo, se ha propuesto
que la expresion de Sca-1 podria variar con la misma (Johnson et. al., 1999).

En un estudio realizado en médula osea de raton se demostro que con la
edad, en ratones deficientes en Sca-1 (Sca-1/-), la masa osea exhibe una
disminucion considerable reflejada en el hecho de que los huesos se vuelven
quebradizos; ademds se pudo observar que tanto in vivo como in vitro, Sca-
1 es necesario para [levar a cabo la auto-renovacion de progenitores
mesenquimales, y la diferenciacion de osteoclastos, o cual permite una
renovacion norvmal en la masa osea (Mortaza et. al,, 2002).

Otro estudio realizado en mioblastos de raton de musculo tibial anterior y
musculo soleo, demostro que la expresion de Sca-1 en éstos es heterogénea,
de modo que la mayoria de los mioblastos Sca-1- se dividen de manera
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rdpida y son capaces de [levar a cabo una diferenciacion miogénica para
formar miotubos. En contraste, las poblaciones celulares Sca-1+ se dividen
mds lento, y no forman miotubos. En este estudio se pudo observar que,
para este caso en particular, la expresion de Sca-1 es regulada de manera
dindmica, y que ademds ésta depende del microambiente. Un dato
interesante es que estudios tanto de ganancia como de pérdida de funcion
demostraron que Sca-1 tiene un papel funcional en la regulacion vy
proliferacion de mioblastos. Aunado a esto se pudievon percatar que en los
ratones deficientes de Sca-1 el musculo eva alterado dependiendo de la edad
con un incremento observado en ratones jovenes y una disminucion del
mismo en ratones viejos (Mitchell et. al., 2005).

Como se puede apreciar en ambos estudios detectaron cambios en cuanto a
la expresion celular unicamente en ratones deficientes de Sca-1, lo cual
indica que la expresion de Sca-1 no varia con la edad; sin embargo, hasta
este momento, no se encuentra publicado algun estudio en donde
relacionen a la histamina o alguna otra molécula de davio con la expresion
de Sca-1 a traveés del tiempo.
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2. Justificacion

Las vias aéreas son los conductos a través de los cudles se transporta el
oxigeno para [levar a cabo la respiracion, por lo tanto se encuentran
expuestas de manera constante a agentes ambientales que pueden inducir
davio, principalmente al epitelio que las recubre. Aunque se sabe que este
epitelio es capaz de auto-repararse y asi vestituir su estructura mediante
la participacion de células indiferenciadas (madre o progenitoras) y células
diferenciadas al ser lesionado por agentes externos, su participacion
durante la propia respuesta inmunologica del cuevpo en [os que se
producen inmuno-citocinas y otras moléculas mediadoras de la
inflamacion, como la histamina, aun no es clara, y menos aun cuando se
habla de una posible participacion de Sca-1 en el mismo, ya que se sabe que
células epiteliales bronquioalveolares Sca-1+CD34+CD45-CD31-, in_ vitro,
exhiben una habilidad de multidiferenciacion en distintos linajes. Sin
embargo, es importante mencionar que el efecto que la edad podria tener

en la expresion de Sca-1 aun no se conoce.

Aunado a esto, recientemente se ha visto, en modelos animales, que la
inhalacion de histamina provoca cambios importantes en la expresion de
medidoves inflamatorios (Ramos-Ramirez, et al, 2013), por lo cual es muy
probable que la histamina provoque cambios en la expresion de Sca-1
tambien.

3. Hipotesis

La histamina puede alterar la expresion de Sca-1 en las células epiteliales
de la via aérea inferior, principalmente en bronquios y bronquiolos.

4.1. Objetivo general

Determinar la expresion de células Sca-1 en el epitelio de las vias
respiratorias de cobayos.

4.2. Objetivos especificos

o Identificar células positivas Sca-1 en epitelio de cobayos jovenes y
maduros tratados con histamina mediante la técnica de
inmunohistoquimica.

e Llevar a cabo conteo de células epiteliales positivas a Sca-1.
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5. Metodologia
5.1. Animales y pletismografia barométrica.

Se utilizaron cobayos machos raza HsdPoc:DH de Harlan México de 350 a
400 g de peso obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER). Para asegurarnos de que la edad no representaba
por st sola ser un factor determinante pava la expresion de Sca-1, se
tomaron en cuenta cobavyos de edades distintas. Se consideraron como
cobayos jovenes a los animales de 2 meses, y a los maduros de 5 meses.

Una vez definidas las edades, se prosiguio a separar a los cobayos en dos
grupos: los controles y los experimentales (sometidos a histamina), tanto de
los cobayos jovenes como de los maduros.

Los cobayos del grupo experimental fueron expuestos a dosis de histamina
incrementadas no acumulativas (o a o.32 mg/ml; Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) en aerosol hasta que la respuesta bronco-obstructiva triplicara
el valor iB (indice de broncobstruccion) basal. Cada dosis de histamina tuvo
una duracion de 1 min; el intervalo entre las dosis fue de 10 min. La
respuesta de la via aérea a la obstruccion ocasionada por histamina se
registro utilizando un pletismografo barométrico con una camara para
permitir el [ibve movimiento de los animales (Buxco Electronics Inc., Troy,

NY).
Entrada de aire

Amplificador ‘l'

/ <.
/ Salida
/
Transductor

Figura 8. Representacion del equipo de pletismografia barométrica para animales en libre

movimiento. Fn la figura se ejemplifica a un cobayo dentro de una cdmara de
pletismografia barométrica. Para medir los cambios de presion generados dentro de la
camara, se utiliza un transductor de presion diferencial que vegistra dichos cambios con
relacion a la presion atmosférica que es constante. La sefial generada por los transductores
es transferida a un amplificador y posteriormente hacia una computadora para su
procesamiento.
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E(IB se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y el que
estd dentro del pulmon del cobayo, dado que el aire ambiental entra y se
calienta de ~25°C a 37°C una vez que estd dentro de los pulmones, ademads de
que también se humidifica al 100%. Los sensorves de la camara de
pletismografia detectan este cambio en el volumen como un aumento en la
presion en el interior de la cdmara. Este incremento en la presion es
transitorio, ya que disminuye conforme el cobayo exhala el aire. Debido a
que el aire exhalado pierde humedad vy temperatura rdpidamente, durante
la exhalacion baja el volumen del aire dentrvo de la cdmara vy esto se
registra como una disminucion en la presion. De esta manera, aunque el
transductor no mide divectamente los flujos espiratorios e inspiratorios, el
programa de la computadora puede calcular el flujo de manera indirecta
evaluando los cambios de presion durante la inspiracion y la expiracion en
el equipo previamente calibvado (Fig.8.) (Hamelmann et al, 1997). La
informacion es procesada para dar el valor del IB que es obtenido con la
siguiente formula:

IB= {(Te-Tv)/Tr} {PFE/PFI}

donde:

Te= tiempo total espiratorio (s)

Tr= tiempo total de relajacion (s)

PFI= Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH,0)

PFE= pico de flujo espiratorio (presion positiva maxima, cmH,0)

5.2 Inmunohistoquimica

24 h después de haber sido sometidos a las inhalaciones de histamina, los
cobayos fueron eutanasiados vecibiendo una inyeccion de pentobarbital
sodico (65 mg/kg). EL lobulo caudal del pulmon derecho de cada grupo de
cobayos fue disectado vy fijado intra-arterialmente para obtener
fragmentos de pulmon, los cuales fueron embebidos en parafina formando
bloques.

Para realizar la deteccion inmunohistoquimica de Sca-1 se realizaron
cortes en el laboratorio de Morfologia del INER de 3 ym de grosor de los
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bloques obtenidos vy se colocaron en laminillas silinizadas. Posteriormente
los cortes se desparafinaron sometiéndolos a calor en una estufa a 55C
durante 30 minutos y se rehidrataron utilizando alcoholes graduados (en
orden de uso: 2 xiloles, 2 alcoholes abtsolutos vy 2 alcoholes al 96%). Luego se
pusieron dentro de un vaso coupling con buffer de TBS-T por 5 minutos.

La recuperacion antigénica se realizo utilizando un buffer de citratos (21.01
g de dcido citrico en 1000 ml de agua destilada) pH 6 en un microondas
potencia 9o por un minuto y medio, y luego 5 minutos con potencia 30. Las
laminillas se dejaron enfriar por 30 minutos. Se bloqueo la peroxidasa
endogena preincubando los cortes con una solucion de 3,0, (3%) por 30 min
y los sitios no especificos se bloquearon con el suero universal del kit R.T.'U.
(ready to use) de VectorLabs con sustrato de peroxidasa por alrededor de
10 min; el anticuerpo primario diluido previamente en suevo bloqueador
del mismo kit se dejo reposar por 24 horas a 4°C. La dilucion utilizada fue
de 1:100 usando el anticuerpo anti-mouse Sca-1 de R&D Systems. Cabe
mencionar que anticuerpo primario solo se le agrego a los controles
positivos. A los controles negativos no se les agrego el anticuevpo primario,
pero también se sometieron al vesto de la metodologia descrita a
continuacion.

La deteccion de la union especifica se hizo utilizando el anticuerpo
secundario universal unido al complejo estreptavidina del kit R.T.U.
Finalmente, del mismo kit, se hizo uso de una solucion con complejo
peroxidasa dado que el vevelador utilizado fue Amino-etil-cabazol
(VectorLabs), el cual requiere de un sustrato de peroxidasa.

Una vez obtenida la coloracion adecuada (15 minutos después de agrgar el
revelador), las laminilla se pasaron por agua de la [lave para evitar una
tincion de fondo o inespecifica vy se dejaron incubar por 5 minutos en TBS-T
antes de realizar la contratincion, para la cual se uso Hematoxilina de
Meyer de VectorLabs.

Para su andlisis, todas las laminillas ya procesadas fueron examinadas con
un microscopio optico ZFISS Axio Imager 2 utilizando el programa ZEN
de microscopia. Las fotos fueron tomadas con el mismo microscopio.
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5.3. Conteo Celular y estadistica.

Para el estudio, el conteo celular se hizo en bronquios y bronquiolos de los
cuatro grupos. Tanto en los grupos controles como en [os grupos
experimentales el total de animales por cada grupo fue de 5, exceptuando
al grupo control de jovenes en los cuales solo se pudieron obtener 3
animales. Por lo tanto en dicho grupo el total de bronquios obtenidos fue de
4 y de bronquiolos fue de 3. Para el vesto de los grupos (jovenes con
histamina, maduros, y maduros con histamina), se lograron contar
aproximadamente 10 bronquios y 10 bronquiolos. Posteriormente, todas las
células fueron contadas vy diferenciadas dependiendo de si eran positivas o
no a la maraca.

El andlisis estadistico fue hecho con la prueba de T de Student de una cola
Y una p<o.os utilizando el paquete de estadistica de Microsoft Excel 2o10.
Los datos usados pava realizar este andlisis fuevon los porcentajes del
numero total de células marcadas tenues e intensas y no marcadas.

Para las grdficas de dichos porcentajes, se usaron el error estandar y el
promedio, los cuales se introdujeron al programa Slide Write. Las barras de
las grdficas representan el promedio SE, por sus siglas en ingles, el cual
corresponde al error estandar.
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6. Resultados
6.1. Reactividad de las vias aéreas

Las curvas dosis-respuesta de histamina no inducen una obstruccion de la
via aérea progresiva, pero si una respuesta todo o nada a los 0.012+0.002
myg/ml de histamina (n=10) como lo muestra la Figura 9.

p
» 4
Q-
»
-

£33y ° :

Histamina mg/ml

Figura 9. Grdfica representativa de la rvespuesta a histamina en un cobayo. Después de
obtener la (inea basal inicial, el cobayo recibio una dosis de histamina no acumulativa. La
flecha punteada muestra la dosis provocativa 200% (DP, ), ie., la dosis de histamina
interpolada que ocasiona que el IB basal se incremente 3 veces.

6.2. Expresion de Sca-1 en el epitelio de las vias aéreas del cobayo

En la Figura 10 se puede observar que no hay variaciones en la expresion
de Sca-1 con respecto a la edad de los cobayos, es decir, jovenes (2 meses) y
maduros (5 meses), en las células de los bronquiolos.
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Figura 10. Grifica comparativa que wmuestra el total de células epiteliales contadas positivas vy
negativas a Sca-1 en los bronquiolos por grupo. EL grupo joven tuvo una n= 3 mientras que el grupo de
los animales maduros una n=s.

En las células epiteliales de los bronquios no se observo diferencia alguna
en cuanto a la expresion de esta proteina dada por la edad de los cobayos
(‘Fig.11). Ademds podemos observar que la cantidad de células sin marca es
similar tanto en los cobayos jovenes como en los maduros.
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Figura 11. Grdfica comparativa entre el total de células bronquiales contadas pov grupo con y sin
marca positiva a Sca-1 de los grupos sin histamina.
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6.3. Efecto de la histamina en la expresion de Sca-1 en bronquiolos de
cobayo

En la Figura 1z podemos observar un par de bronquiolos de animales
jovenes (2 meses) sometidos a la técnica de inmunohistoquimica. Como se
puede observar, el grupo con histamina (experimental) presenta varias
células positivas a Sca-1, mientras que el numero de células del grupo sin
histamina es bastante menor. Cabe mencionar que el musculo (iso del grupo
experimental presenta una marca positiva a esta proteina.

En la Figura i1z se puede observar un aumento significativo en las células
positivas a Sca-1 (p<o.05) en los bronquiolos de los animales sometidos a
histamina.

Figura 12. Micrografias que muestran la expresion de Sca-1 en un bronquiolo de un animal control
(lado izquierdo) y otro con histamina (lado devecho). Los paneles supeviores son acercamientos a 40X
(20n), mientras que los paneles inferiores a 10u. Las flechas negras indican una marca positiva a Sca-1.
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Figura 13. Células contadas para la expresion de Sca-1 en bronquiolos de cobayos jovenes (2 meses) con y
sin veto de histamina. Las bavras vepresentan el promedio + SE de una n=3 para el grupo control, y una
n=5 para el grupo experimental con una *p<o.os (prueba T de Student no pareada).

En cuanto a los bronquiolos de los animales maduros (5 meses), éstos no
mostraron diferencias en la expresion de Sca-1. En la Flgura 14 podemos
observar las micrografias de dichos grupos; notese la intensidad de la
marca en un cobayo control (100X) en comparacion con uno con histamina.
Cabe mencionar que se puede observar un poco de marca en musculo [iso
en el grupo control.

Como se puede apreciar en la Figura 15 no hay ninguna diferencia en la
expresion de Sca-1 entre el grupo control y el expuesto a histamina. De
hecho se puede decir que ésta es bastante homogénea. Esto indica que para
este caso en particular, la histamina no represento un factor determinante
para la expresion de esta proteina.
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Figura 14. Se presentan cuatvo mlcrograﬁas de dos bronquiolos de cobayos maduros. Del lado izquierdo
tenemos al que pertenece al grupo contvol y del lado devecho y al que pertenece al sometido a histamina.

En los paneles de arriba el acercamiento es 40X (20p), mientras que en los paneles de abajo es a 10u. Las
flechas negras indican marca positiva a Sca-1.
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Figura 15. Células contadas para la expresion de Sca-1 en bronquiolos de cobayos maduros

(5 meses) con y sin reto de histamina. Las barras representan el promedio + SE con una n=5
para ambos grupos.
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6.4. Efecto de la histamina en la expresion de Sca-1 en bronquios de
cobayo

En cuanto a los bronquios, podemos observar (Figura 16) micrografias de
un bronquio de un animal control joven (2 meses) y uno sometido a
histamina también joven. Se puede observar de una manerva muy clara
que la marca de Sca-1 se encuentra prdcticamente en todo el epitelio. Cabe
destacar que también para ambos grupos tenemos marca en el musculo (iso,
aunque es mds evidente esta marca en el animal con histamina.

Figura 16. Micrografias de un bronquio de un animal sin histamina (lado izquievdo) y un animal con
histamina (lado derecho). En los paneles de arriba el acercamiento es de 40X (20u) y en los paneles de
abajo es de 100X (101). Las flechas negras denotan la marca positiva para la expresion de Sca-1.
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Por su parte, la Figura 17 muestra que no hay una diferencia en la
expresion de Sca-1 entre los animales jovenes del grupo experimental y los
controles. Por lo tanto no hay ni un aumento ni un decremento en su
expresion en ninguno de los grupos, mds bien podemos observar que es muy
similar en ambos casos
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Figura 17. Células contadas pava la expresion de Sca-1 en bronquios de cobayos jovenes con y sin reto de
histamina. Las barvas representan el promedio + SE con una n=s para ambos grupos.

Por ultimo tenemos a los bronquios de los animales con y sin reto de
histamina maduros (5 meses). En la Figura 18 podemos observar de manera
visual una clarva diferencia entre ambos grupos. Podemos percatarnos que
la marca en el animal del grupo experimental se perdio, mientras que la
marca en el animal del grupo control se mantuvo igual de impresionante
que su homologo joven.

En la Figura 19 notese que el decremento de células positivas a Sca-1 en el
grupo sometido a histamina (p<o.o05) es importante.
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Figura 18. Micrografias de un bronquio de un cobayo maduro del grupo control y un cobayo maduro

del grupo sometido a histamina. En los paneles superioves el acevcamiento es de 40X (20u); en los
paneles inferiores de 10u. Con flechas negras se indica la expresion positiva de Sca-1.
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Figura 19. Células contadas para la expresion de Sca-1 en bronquios de cobayos maduros con y sin reto
de histamina. Las barras vepresentan el promedio + SE de una n=3 pava el grupo control y una n=5

para el grupo experimental con una *p<o.05.
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7. Discusion

Nuestros resultados sugieven que la inhalacion de histamina induce
cambios en la expresion de Sca-1 en las células epiteliales del cobayo
dependiendo de la edad. La histamina tiene un papel importante en la
respuesta alérgica en el asma (Ramos-Ramirez et al., 2013); mientras que
Sca-1 es un marcador que se encuentra fuertemente asociado a las HSCs del
sistema hematopoyético y en general con células madre y progenitoras
(Holmes & Stanford, 2007). Este estudio mostro que la histamina induce un
incremento en la expresion de Sca-1 en células epiteliales de bronquiolo en
cobayos jovenes, y una disminucion de Sca-1 en epitelio bronquial en
cobayos maduros.

En nuestro estudio no observamos cambios en la expresion de Sca-1 entre
cobayos jovenes mi maduros, pero si fue claro que éste marcador se
encuentra expresado en una mayor proporcion en bronquios ( ~35%) de las
células) que en bronquiolos (—20%). Adicionalmente, en otros tejidos, se ha
descrito que la repoblacion competitiva se relaciona con la edad. Fn este

sentido, se ha visto que la actividad ve-poblacional de las células de la
médula de ratones viejos es mds alta que aquella de las células de ratones
jovenes (Harrison, 1983). Esto puede ser ocasionado por cambios
cualitativos o cuantitativos en HSCs envejecidas en comparacion con las
HSCs jovenes. Sin embargo, el mecanismo por medio del cual la actividad
de rve-poblacion ocurre en células envejecidas de la médula aun se desconoce
(Kazuhiro et. al, 2000). En este mismo estudio de Kzuhiro y colaboradores
(2000) se demostro que el envejecimiento afecta de maneva preferente el
potencial de diferenciacion (infoide de las HSCs pero no afecta ni su
diferenciacion mieloide ni su potencial para auto-renovarse. Por lo tanto es
posible que en el pulmon la expresion de Sca-1 no se vea afectada por la
edad, y mds bien dependa de otros factores, como por ejemplo, que el tejido
se llegue a daviar; ademds es importante mencionar que en el estudio de
Kazuhiro et. al se consideraron a ratones viejos (18 semanas), mientras que
para el nuestro los cobayos fueron maduros (5 meses) y no viejos en si, por
lo que esto podria explicar que no se hayan observado cambios en la
expresion de Sca-1 en el cobayo.
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Un resultado interesante del presente estudio es que las células epiteliales
Sca-1+ fueron mds abundantes en los bronquiolos de cobayos jovenes que
fueron expuestos a histamina. Aunque no existen estudios en bronquiolos
sobre las células Sca-1+, recientemente se describio que los neumocitos tipo
IT que expresan Sca-1 son fundamentales para inducir la reparacion en el
epitelio a través de las vias Wnt tras el davio ocasionado por Pseudomonas
aeruginosa (Juru et al, 2014). Esto sugiere que la expresion de Sca-1 parece
ser fundamental para promover la veparacion ocasionado por davio al
tejido, y es posible que la histamina sea un inductor de la expresion de Sca-
1 en bronquiolos de cobayos jovenes.

Por otro lado, a diferencia de los cobayos jovenes, los maduros mostraron
una disminucion en la expresion de Sca-1 en los bronquios. E[ incremento o
la disminucion de Sca-1 en en epitelio puede tener varias implicaciones.

En 2007 Stanford y Holmes propusieron un modelo de como es que Sca-1,
como molécula co-serializadora, interactua en una pool de células
progenitoras, como lo podemos ver en la figura 20.
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Number of Functional Signaling Complexes
ngcnftor Exhaustion Maintenance Expansion

Figura 20. Posible modelo de la interaccion Sca-1 en una pool de células progenitovas. Tomado de
Stanford y Holmes, 2007

Bdsicamente lo que este modelo indica es que en un nicho unico y exclusivo
de células progenitoras que expresan Sca-1, la cantidad de la misma es
importante ya que es capaz de modificar la capacidad sevializadora de un
complejo receptor; es decir, si hay una ausencia de Sca-1, las células van a
seguir un proceso de diferenciacion simétrica que va a terminar agotando
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la pool, y por ende ya no habrd mds células progenitoras. Notese que el tipo
celular que originan estas células progenitoras son de un linaje celular
distinto al suyo. Por otra parte, si Sca-1 estd presente, entonces la
diferenciacion celular serd asimétrica, lo cual ocasiona que la poblacion de
células progenitoras en el nicho se mantenga. Finalmente, si tenemos una
cantidad elevada de Sca-1, aunque la diferenciacion celular vuelve a ser
simétrica, ahora origina células del mismo tipo o (inaje celular, y no solo
esto, sino que también es el unico escenario en el que se da una auto-
renovacion celular. Por lo tanto, la poblacion de células progenitoras ya no
unicamente se mantendrd, sino que ademds tendrd una proceso de
expansion. Es posible entonces que en el cobayo joven la histamina este
promoviendo un incremento de Sca-1 y esto nos [leve a un proceso
asimétrico de diferenciacion celular en las vias aéreas.

Por su parte, en los animales maduros notamos que la histamina induce
una pérdida de la marca en los bronquios. Esto probablemente se deba a
que la pool de células progenitoras se fue quedando sin un niumero
funcional de complejos de serializacion que involucran a Sca-1 como
molécula co-serializadora llevando una diferenciacion celular simétrica v,
por lo tanto, a un agotamiento completo de esta pool. A pesar de estos
hallazgos, harian falta varios estudios para determinar el papel especifico
no solo de Sca-1 en el proceso de reparacion y vestitucion del epitelio
pulmonar cuando éste se encuentra expuesto a la histamina, sino también
el papel que estas células epiteliales tienen dentro de estos mismos procesos.

Otro resultado interesante es que parte del musculo [iso de las vias aéreas
es positivo para Sca-1, por lo tanto, es probable que esta proteina también
actue a nivel de musculo. Un estudio en cardiomiocitos de raton (Pfister
et.al 2005) demostro que (uego de un davio al miocardio, las poblaciones
celulares laterales que poseen un fenotipo CD31Sca-1" son las unicas capaces
de presentar una diferenciacion cardiomiogenica cuya etapa final es un
cardiomicto maduro. E[ proceso mediante el cual se da la maduracion se
propone que sea el emparejamiento con cardiomicitos adultos o coupling
(Pfister et.al 2005), aunque esto no ha sido demostrado a nivel de la via
aerea.
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8. Conclusiones

Nuestros resultados sugieren que la histamina podria alterar a las células
responsables de los procesos de reparacion. Es probable que la edad del
cobayo es un factor importante en la susceptibilidad al efecto de la
histamina en las células Sca-1 positivas dependiendo del tejido.
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