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RESUMEN

Isthmin-1 (ISM1) es una proteina identificada en el istmo del cerebro de
Xenopus sp., recientemente se mostrd su capacidad proapoptotica y
antiangiogénica mediada a través de sus receptores GRP78 y av35 que son
expresados por células tumorales y células endoteliales respectivamente.
En mamiferos ISM1 se expresa en piel, mucosas y en poblaciones linfoides
CD3+ DX5+. Adicionalmente en experimentos no publicados se ha
encontrado disminuida la expresién de ISM1 en células de pulmén ante
retos antigénicos in vitro lo que apunta a un papel potencial de ISM1 en el
sistema inmunoldgico; sin embargo, la caracterizacion fenotipica detallada

de las células productoras de ISM1 no se ha llevado a cabo.

En este trabajo, se realizd una fenotipificacion de las células ISM1+
obtenidas de pulmén, mediante tinciones de inmunofluorescencia y analisis
de citometria de flujo, con el fin de conocer en qué células del sistema
inmunoldgico esta expresada. No se encontrd expresion de ISM1 en células
diferenciadas pero se encontré relacién con marcadores como c-Kit, Sca-1
y CD34 los que apuntan a que la expresion de ISM1 se asocia a células con
caracteristicas de pluripotencia y autorenovaciéon, asi mismo, las células
ISM1+ expresan los marcadores CD49a y CD49b, que apuntan a que estas
células son residentes de tejido. Finalmente se implementd un modelo in
vivo de infeccidn con Pseudomonas aeruginosa para indagar los cambios de
expresion de ISM1 encontrando una disminucion de la poblacién ISM1+
CD45-.

Considerando los antecedentes y resultados, la proteina ISM1 podria tener

un papel en la biologia de las células progenitoras que podria ser clave



durante la hematopoyesis y la diferenciacion de progenitores

mesenquimales en pulmon.

MARCO TEORICO.
SISTEMA INMUNOLOGICO

La inmunidad innata estd presente tanto en vertebrados como en
invertebrados y es responsable de lo que comunmente se denominan
respuestas no especificas llevadas a cabo mediante receptores codificados en
linea germinal denominados receptores de reconocimiento de patrones
moleculares o PRRs. Estos reconocen a una amplia gama de moléculas que
son compartidas por diferentes patdégenos, conocidos como patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs).

La participacion de la inmunidad innata en la proteccidon contra infecciones es
fundamental, constituye la primera defensa que se interpone a patégenos y
antigenos generando una respuesta rapida (Alberts, 2002). Se consideran
como elementos de la inmunidad innata a la piel y mucosas que recubren el
cuerpo, ya que mediante uniones epiteliales estrechas, péptidos
antimicrobianos (defensinas) y moco, actian como barrera contra la entrada
de bacterias, parasitos y virus.

Las células que participan en la inmunidad innata son las células asesinas
naturales (NKs), células dendriticas (DCs), neutréfilos, macréfagos,
eosindfilos y baséfilos (Dranoff, 2004) que expresan receptores como
Receptores tipo-Toll (TLRs) y Receptores tipo-NOD (NLRs). Los TLRs al
reconocer PAMPs, como lipopolisacaridos (LPS), islas CpG, glucopéptidos, DNA
de cadena sencilla entre otros, desencadenan la produccion de citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-8, TNF-alfa, e IL-12 (Moreno y Sanchez-
Ibarrola, 2013), necesarias para la regulacion de la respuesta contra

patdégenos. Los NLRs poseen un dominio tipo NOD, que se encarga de la union



a nucledtidos, que es comun en esta familia de receptores cuya funcion es el
reconocimiento de PAMPs a nivel intracelular y por tanto cooperan con los
TLRs para lograr una sefalizacién proinflamatoria (Franchi et. al., 2009). Otro
elemento del sistema inmunoldgico innato es el sistema del complemento, un
conjunto de alrededor de 20 proteinas solubles que median la muerte
patdgenos extracelulares y al mismo tiempo dirigen la fagocitosis de
moléculas exdgenas y bacterias por células del sistema inmunoldgico como
neutréfilos y macréfagos (Alberts, 2002).

El tracto gastrointestinal y el sistema respiratorio estan recubiertos por un
tejido no queratinizado rico en mucopolisacaridos denominado mucosa, que
recubre el epitelio luminal, este tejido constituye una proteccidn contra
microorganismos patdgenos y participa en la tolerancia hacia la microbiota
(Alberts, 2002), adicionalmente se ha descrito la presencia de tejido linfoide
asociado a mucosas (MALT) que es definido como un 6rgano linfoide de
estructura difusa, el principal se encuentra en el tracto gastrointestinal,
comunmente llamado GALT, y también el tejido linfoide asociado a bronquio
(BALT), localizado en pulmén; ambos tienen contacto con un namero alto de
antigenos por lo que contribuye a la generaciéon de linfocitos T y B activados
por lo que intestino y pulmén se denominan como sitios efectores de la
inmunidad (Vega-Lépez, 2007). El BALT tiene contacto con diferentes
antigenos proveniente de las vias aéreas e inicia respuestas inmunes locales
y mantiene una correcta funcion inmunoldgica en pulmén (Randall, 2010).
Especificamente, el pulmdén es un tejido altamente vascularizado y esta
compuesto por un epitelio pseudoestratificado, en donde las células alveolares
tipo 1 que recubren los alveolos junto con los capilares permiten un eficiente
intercambio gaseoso; las células alveolares tipo 2 que componen
aproximadamente 10% de la superficie alveolar son responsables de la
produccién de lipidos y proteinas surfactantes necesarias para la funcion

pulmonar; También se encuentran las células neuroendocrinales que conectan



el sistema nervioso con el sistema endocrino, todos estos componentes
funcionales se originan a partir de endodermo y los componentes vasculares
y linfaticos, como células endoteliales y linfocitos respectivamente, se originan

a partir de mesodermo (Cardoso y Whitsett, 2008).

Entre los componentes linfaticos en el pulmoén se encuentran diversos tipos
celulares como neutrofilos, eosindfilos, linfocitos B y T, DCs, y macroéfagos;
los neutroéfilos y eosindfilos son las primeras células que arriban al sitio de la
inflamacion donde liberan moléculas citotdxicas con fin de eliminar al
patdégeno asi como quimiocinas para el reclutamiento de otras células, como
las DCs y macréfagos que son denominadas células profesionales
presentadoras de antigeno (APCs) encargadas de reconocer y procesar
antigenos que son presentados en el contexto del Complejo Principal de
Histocompatibilidad tipo 1 y tipo 2 (MHC-I y MHC-II), en los nddulos linfaticos
a los linfocitos T y comienzan los procesos de la seleccién y expansion clonal.
Adicionalmente, los nodulos linfaticos son sitios en donde los linfocitos B
activados por células dendriticas foliculares y linfocitos T foliculares dan origen
a células plasmaticas que secretan anticuerpos. Los linfocitos B también
activan a linfocitos T criticos en la defensa contra virus, hongos y bacterias, y
participan en mantener la homeostasis pulmonar (Abbas y Lichtman, 2012).
Las células TCD4+ son polarizadas a diferentes subpoblaciones como Th1, Th2
y Th17, T reguladores (FOXP3+) y también se generan linfocitos T citotdxicos
(CD8+), para orquestar la respuesta inmunoldgica y lograr la resolucién de la

infeccion.

10



POBLACIONES LINFOIDES EMERGENTES

Con el avance tecnoldgico aplicado al estudio de las diferentes estirpes
celulares linfoides cdmo linfocitos B, linfocitos Th1, Th2, Th17, T reguladoras,
NKs, DCs, macrofagos, etc., se ha podido describir de manera mas exhaustiva
a estas poblaciones y han surgido subpoblaciones recién descritas de
linfocitos, antes ignoradas por su poca abundancia en sangre periférica, que
poseen un papel que no resulta trivial en el sistema inmunoldgico, estas
denominadas poblaciones linfoides emergentes tienen funciones distintas a
aquellas poblaciones principales a pesar de la similitud fenotipica en cuanto a
la expresion de proteinas de superficie, asi como de factores de transcripcion
y citocinas.

Dentro de este grupo de poblaciones emergentes se encuentran los Linfocitos
Inductores de Tejido (LTis), las Células Linfoides Innatas (ILCs) y las Células
linfoide Tipo-innato (Tipo-ILC), aunque el papel que tienen todas estas
poblaciones en el sistema inmunoldgico aln queda por ser establecido a
detalle. Por otro lado, el descubrimiento de estas células retd los conceptos
del desarrollo que se tienen de las estirpes celulares ya conocidas que derivan
de la médula désea, pues algunos tipos de ILCs poseen marcadores fenotipicos
como como CD117 (c-Kit) o Sca-1, expresados en células pluripotentes
(Walker y Mckenzie, 2013).

LTis

Los LTis se describen inmunofenotipicamente como LIN- CD45+ CD127+
(Anexo 1), dependientes de RORyYT (Receptor nuclear Huérfano gamma
asociado a Acido retinoico) y se sabe que son esenciales para el desarrollo de
placas de Peyer, nddulos linfaticos y a la generacion de memoria inmunoldgica
de linfocitos T CD4+(Lane et. al., 2012); Las placas de Peyer son foliculos

linfoides que contienen linfocitos T, B, DCs y macréfagos que contribuyen a la
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inmunovigilancia del tracto gastrointestinal, asi como los nddulos linfaticos
gue se encuentran en diferentes puntos del sistema linfatico y albergan, al
igual que las placas de Peyer, células T y B, donde pueden ser activadas con
el objetivo de mediar respuestas efectoras.

ILCs

Las ILCs se definen con marcadores LIN- CD127+ CD117+ CD25+ vy
dependientes del factor de transcripcidon Inhibidor de Uniéon a DNA 2 (Id2);
Las ILCs se descubrieron gracias a que tienen caracteristicas similares a
células T cooperadoras en términos de su produccion de de citocinas, pues
son capaces de producir IFNy, IL-4 e IL-17. Las células T cooperadoras son
linfocitos importantes ya que la secrecidn de citocinas de estas células pueden
activar o suprimir la respuesta inmunoldgica y son necesarias para el cambio
de isotipo en células B, sin embargo, las ILCs a diferencia de las T
cooperadoras carecen de TCR o BCR por lo que no pueden activarse mediante
la presentacién de antigeno.

Las ILCs se han clasificado en subgrupos: ILC de grupo 1 (ILC1), dentro de
este grupo también se han clasificado las células NK (Eberl, Colonna y Di
Santo, 2015)., ILC de grupo 2 (ILC2) e ILC de grupo 3 (ILC3), debido a la
similitud de citocinas secretadas que comparten con las células T
cooperadoras Thl, Th2 y Th17 respectivamente. Cada uno de estos subgrupos
es dependiente de un factor de transcripcién diferente para su desarrollo,
Factor de transcripcién de T-box (T-bet) en ILC1, Proteina de unién a GATA-3
(GATA-3) en ILC2 y RORYT en ILC3. Estas células se han descrito en humano
y en ratén (Fig. 1) ubicadas preferentemente en tejidos barrera (piel y
mucosas), de manera funcional tienen un papel en la activacion vy
reclutamiento de diferentes células, mantienen la integridad de tejidos, tienen
actividad antitumoral y contribuyen al desarrollo de enfermedades

autoinmunes (Shikhagaie et. al, 2017).
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Figura 1. Ontogenia de ILCs Origen de los diferentes grupos de ILC y sus principales

marcadores y factores de transcripcion. Modificado de Serafini, Vosshenrich y Di Santo, 2015.

Células Tipo ILC

Adicionalmente a las ILCs existen otras poblaciones con las cuales comparten
caracteristicas fenotipicas aunque también poseen diferencias en cuanto a
expresion antigénica y en propiedades funcionales (Godfrey, Stankovic y
Baxter, 2010), Dentro de esta clasificacidon se incluyen las Células Asesinas
invariante (iNKTs), el grupo mas abundante de células T innatas, en su
superficie expresan receptores tipicos de células NKs y un Receptor de Célula
T alfa (TCRa) de cadena invariante Val4Jal8 que se acopla a cadenas TCRf
VB2, VB7 y VB8.1-8.2 en ratdon. En humano la cadena invariante es Va24]a18
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(homodlogo de la cadena de raton) y se acopla preferentemente a VB11, este
TCR invariante reconoce antigenos glicolipidicos presentados por la molécula
CD1D, que pertenece a la familia de MHC-I pero no es polimoérfico (Lantz y
Bendelac, 1994). Otro grupo celular tipo innato de células que no usan
presentacion antigénica mediada por MHC-I son las Células T invariantes
asociadas a mucosas (MAIT) que estan restringidas a la Molécula asociada a
MCH-I (MR-1) con la cadena invariante de TCRa Val1l9Ja33 (Va7.2Ja33 en
humano) que reconocen metabolitos de vitamina B, células Tyd Vy1.1V36.3
sin ligando conocido y células T CD8+ tipo innato de funcién desconocida
(Weinreich et. al., 2010).

ONTOGENESIS Y HEMATOPOYESIS

El desarrollo de un organismo pluricelular se da a partir de multiples divisiones
celulares que deben ser organizadas y coordinadas para asegurar la correcta
estructura y diversidad celular, a este proceso se le conoce como ontogénesis
o morfogénesis. Este proceso comienza en el huevo fecundado, continla
durante la formacién de d6rganos y cesa casi en su totalidad cuando el
organismo llega a la vida adulta (Gilbert, 2000). La ontogénesis comienza con
una célula troncal embrionaria (ESCs) que es capaz de diferenciarse a
cualquiera de las tres lineas germinales, endodermo, mesodermo vy
ectodermo; a partir de mesodermo se originan dos estirpes celulares
importantes, células troncales mesenquimales (MSCs) y células troncales
hematopoyéticas (HSCs), las MSCs son células capaces de dar origen a
diferentes tipos celulares incluyendo osteocitos (células éseas), condrocitos
(células del cartilago), adipocitos (células grasas) y fibroblastos (células
musculares) tanto in vivo como in vitro (Wakitani, 2007) dando origen a la

mayoria de los tejidos que conforman a un organismo.
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Adicionalmente, en sangre existen diferentes tipos de células con funciones
especificas como intercambio gaseoso, coagulacion y defensa contra
infecciones, la generacion de estas células es a partir de una Unica célula
progenitora se llama hematopoyesis y es un proceso que ocurre
continuamente durante toda la vida de un organismo pluricelular, una HSC da
origen a células de linaje eritroide ,como eritrocitos y plaquetas, de linaje
mieloide, tal como granulocitos y monocitos, y linaje linfoide que esta
conformado por los linfocitos. Durante el desarrollo embrionario la
hematopoyesis ocurre en higado fetal y saco vitelino; este proceso ocurre
posteriormente en medula dsea donde existe el microambiente adecuado
compuesto de osteoblastos, células mesenquimales y vasos sinusoidales, a lo

que se conoce como un nicho hematopoyético.

Las HSCs se definen por su multipontencialidad y autorenovacion, la
multipotencialidad es la habilidad de generar células funcionales de diferentes
linajes, y la autorenovacion es definida como la obtencion de células con las
mismas caracteristicas que la célula madre mediante division celular. Las
HSCs se caracterizan por tener un tiempo de vida media prolongado, y

expresan marcadores de superficie como Sca-1, c-Kit, CD34 y Stro-1.

Los procesos de sobreviviencia, proliferacion y diferenciacion en HSCs estan
modulados por citocinas, principalmente eritropoyetina (EPO), Factor
Estimulante de Colonias de granulocitos (G-CSF), Factor Estimulante de
Colonia de Macréfagos-Granulocitos (GM-CSF) e IL-5 (Metcalf, 2008) los

cuales coordinan el compromiso hacia los linajes mieloide, linfoide o eritroide.
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ISTHMIN

Isthmin es una proteina de 464 aminoacidos y peso molecular de
aproximadamente 52 KDa que es codificada por el gen ISM1, fue descrita por
primera vez en 2002 como una proteina secretada en la regidon cerebral del
Istmo encefélico de Xenopus laevis. Durante el desarrollo embrionario del
mesodermo es coexpresada con el Factor de Crecimiento de Fibroblastos-8
(Fgf-8) (Pera et. al 2002). Existen ortélogos de ISM1 en humano, raton y
gallo, ademas existe un homodlogo del gen ISM1 denominado ISM2, cuya
expresion esta restringida al tejido placentario.

ISM1 esta expresada preferencialmente en piel, traquea, pulmén y otras
mucosas. Adicionalmente se observd que algunas poblaciones de linfocitos T
CD3+ DX5+ localizadas en el pulmén expresan ISM1 (Valle-Rios y Montero,
2014). Isthmin-1 posee un dominio de adhesion Asociado a MUC-4 y Otras
Proteinas (AMOP) y un dominio de Repetidos de Trombospondina (TSR)
ademas de un péptido senal para ser transportada al exterior de las células.
El dominio TSR se encuentra presente en la familia de las proteinas de las
trombospondinas ; en general, su presencia se ha asociado con actividad
antiangiogénica y su funcion podria estar ligada a migracidon celular vy
remodelaciéon tisular. El dominio AMOP esta relacionado con procesos de
adhesion celular y es mediante el cual ISM1 disminuye la proliferacién celular,
induce apoptosis y aumenta la adhesién de células endoteliales ademas de
poseer actividad antiangiogénica in vitro (Xiang et. al., 2011). Isthmin-1
interacciona con el receptor avB5 logrando un efecto antiangiogénico vy
proapoptotico en células endoteliales. Otro receptor conocido de ISM1, GRP78,
media la endocitosis de ISM1 para inducir apoptosis en células tumorales con
expresién alta de GRP78 en membrana (Chen et. al., 2014).

Se ha descrito que ISM1 es capaz de inducir la permeabilidad endotelial en

pulmén, mediante su interaccién con GRP78 y la activacién de la cinasa proto-
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oncogénica Src que conlleva a la disrupcidon de uniones de VE-cadherina y B-
catenina (Shruthi et. al., 2015). Por otro lado, hay evidencia que indica que
las células que expresan ISM1 en el pulmoén surgen de una poblacién linfoide
que no lleva a cabo los procesos de recombinacidn somatica caracteristicos de
la inmunidad adaptativa, sugiriendo que guardan caracteristicas innatas
(Valle-Rios y Montero, 2014).

Ademas de su actividad bioldgica, el hecho de que ISM1 sea expresada
preferentemente en tejidos barrera como piel y mucosa, adicional a las
poblaciones linfoides, apunta a que ISM1 posee un papel propio de

inmunovigilancia.

HIPOTESIS

La poblacién linfoide que expresa ISM1 comparte caracteristicas con los ILCs,

con un potencial papel efector en la respuesta inmune innata.

1.2 OBJETIVOS
Objetivo general
e Caracterizar la poblacién linfoide que expresa Isthmin-1 mediante
citometria de flujo.
Objetivos particulares.
e Caracterizar fenotipicamente las células que expresan Isthmin-1 con
marcadores de linaje linfoide y mieloide.
e Identificar las subpoblaciones de linfocitos innatos que expresan
Isthmin-1.
e Evaluar los cambios en la expresion de Isthmin-1 en un modelo de

infeccion murino.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES.

Se utilizaron ratones de la cepa C57-Bl/6] de 6 a 8 semanas de edad

mantenidos en condiciones libre de patdgenos especificos. Todos los ratones

fueron manipulados conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-

1999 y fueron sacrificados mediante dislocacion cervical o cdmara de CO2 para

posteriormente obtener los pulmones.

OBTENCION DE CELULAS

a)

b)

Fundamento: Para analizar poblaciones celulares mediante citometria
de flujo es necesario generar una suspensiéon donde existan células
libres de matriz extracelular y de forma individual, asi que dependiendo
del tejido de origen se deben de procesar, existen 6rganos sélidos como
corazoén, rifones, higado y pulmones los cuales deben ser sometidos a
una digestion enzimatica con el fin de liberar las células. En tejidos como
médula ésea no es necesaria la digestién enzimatica y basta un método
fisico para obtener células independientes.

Metodologia:

Suspension celular de pulmén: Cada ratén fue sacrificado vy
diseccionado. Se inyectaron lentamente 3 mL de PBS en el ventriculo
izquierdo del corazon, esto con el propdsito de eliminar células de sangre
periférica, se extrajeron los pulmones y se cortaron en trozos de
aproximadamente 5 mm, posteriormente se colocaron en el siguiente
medio de digestién: 20 mL de medio DMEM suplementado con SFB 5%
con 20 mg de colagenasa (Sigma) y 8 uL de DNAsa (Sigma), la mezcla

se incubd a 37°C con una agitacidon constante a 150 rpm durante 11
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min, posteriormente se filtrd la suspension celular a través de una malla
de 70 um y se obtuvo el botén celular mediante centrifugacion a 4°C
1500 rpm durante 5 min. De ser necesario se afiadid buffer de lisis de
eritrocitos y finalmente se resuspendié en 1 mL de medio DMEM para

contar las células con azul tripano en camara de Neubauer.

Suspension celular de lamina propia: Se realizo la diseccidn de un raton
y se extrajo el intestino delgado realizando un corte desde el ciego hasta
el piloro, se enjuagd con PBS y se retiraron las heces, se separaron las
placas de Peyer y el tejido sobrante se cortéd de forma transversal y en
pedazos de 2 cm de largo, posteriormente se colocaron en solucién de
Hanks con EDTA 0.5 mM y se filtré la mezcla final para conservar el
tejido que se digirié en medio de digestidon con 1.25 mg/mL colagenasa
y 8 UL de DNAasa en agitacion durante 20 minutos. Finalizado este
proceso, la mezcla se filtré por una malla de 70 um y se centrifugé a
1500 rpm por 5 minutos para obtener el botdn celular, finalmente se

resuspendid en medio medio DMEM.

Suspension celular de Médula Osea: Se diseccioné un ratén C57-Bl/6] y
se realizd un corte en las patas traseras para exponer los musculos, se
extrajo el fémur realizando un corte debajo de los ligamentos de la
rodilla para remover la tibia y limpia de tejido muscular y conectivo, se
realiz6 un corte en ambos extremos del fémur y se insertd en un
extremo una jeringa para insulina con 1 mL de PBS y se recolecto el
contenido del hueso en un tubo o placa con 1 mL de medio DMEM estéril
para realizar cuenta celular.

Suspensidn celular de sangre periférica: Se realizé puncién cardiaca de
un ratén C57-Bl/6] anestesiado con cloroformo, se puncioné el esternén

del ratén hacia el corazén con una jeringa de 3 mL, una vez recolectada
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la sangre se incubd con solucidn de lisis de eritrocitos, se centrifuga a
1500 rpm por 5 minutos y se resuspendid el botdn celular con 1 mL de

medio DMEM, vy se realizé cuenta celular.

TINCION POR INMUNOFLUORESCENCIA

a)

b)

Fundamento: Esta técnica estd basada en el reconocimiento de
determinantes antigénicos por anticuerpos marcados con moléculas
fluorescentes, estos anticuerpos tienen una alta especificidad hacia la
molécula a la contra la que estan dirigidos, por lo que si se detecta la
fluorescencia del fluorocromo con el que estd marcado en anticuerpo se
puede demostrar de manera indirecta la presencia del antigeno.

Metodologia: Se colocé la suspensidn celular en buffer FACS, compuesto
de buffer fosfato salino (PBS) con suero fetal bovino (SFB) al 2%, en
tubos para citometria se ajustd la concentracién celular a 1 millon de
células por 200 pL de buffer FACS donde posteriormente se afiadieron
los anticuerpos para cada tincion de superficie con la dilucién adecuada
(Anexo 1) y se incubaron durante 25 minutos en hielo y en oscuridad,
se elimind el exceso de anticuerpo mediante un lavado con 3mL de
buffer FACS vy las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante
20 min en hielo. Las células se permeabilizaron con dos lavados de 1
mL de buffer de permeabilizacion (marca Biolegend), las células se
resuspendieron en 100 pL de buffer FACS, y se afadieron los
anticuerpos para tincion intracelular a la concentracidén necesaria (Anexo
1), se incubé 25 min a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, las células se lavaron y fijaron. Para el marcador ISM1 se
incluyeron controles con anticuerpo de control de isotipo, que es un
anticuerpo con el mismo isotipo (IgG2a) y conjugado con el mismo

fluorocromo (PE) que el anticuerpo ISM1, pero sin especificidad
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antigénica y se utiliza como control para conocer la unidn inespecifica

que puede tener el anticuerpo.

CITOMETRIA DE FLUJO

a) Fundamento: La citometria de flujo es una técnica de analisis celular
multiparamétrico, en la que una suspension celular es captada mediante
un sistema de fluidos, el propdsito del sistema de fluidos es lograr que
las células fluyan de tal manera que puedan atravesar individualmente
el punto de cuestionamiento, este punto es exactamente donde los
|laseres inciden a través del flujo y cada evento que lo cruza es excitado
y por tanto emite sefiales detectadas y filtradas por el sistema optico
para ser analizadas mediante software.

Los dos parametros principales que detecta el equipo son tamano (FSC)
y complejidad (SSC) lo que permite agrupar las células que tienen
caracteristicas similares de tamafio y granularidad para estudiarlas
como una poblacién.

Posteriormente la poblacién de interés puede ser analizada para otros
parametros de fluorescencia mediante graficas de puntos (Dot plot) o
histogramas, en los Dot plot en ambos ejes se grafica Intensidad de
Fluorescencia Media (MFI) de dos canales (donde se detectan los
fluorocromos) diferentes, por lo que resulta en un analisis bidimensional
donde cada punto representa un evento analizado, el cual puede resultar
positivo para uno, para dos o para ninguno de los fluorocromos de
interés.

De manera general si el area de la grafica lo consideramos como un
plano cartesiano, en el primer cuadrante se encuentran todos aquellos
eventos que resultan positivos para la sefial de fluorescencia en ambos

canales denominados doble positivos (DP), en el segundo cuadrante
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aquellos que solo presentan sefial en el canal seleccionado en el eje de
las abscisas, en el tercer cuadrante los eventos Unicamente positivos
para el canal seleccionado en el ejes de las ordenadas y en el cuarto
cuadrante los que no presentan sefal alguna considerados dobles
negativos (DN); En los histogramas se grafica el canal de interés contra
la cuenta del nUmero de eventos.

b) Metodologia: Las suspensiones celulares fueron adquiridas en el
citbmetro CytoFlex LX y analizadas con el software CytExpert con
excepcion de algunos experimentos donde se us6 el sorter MoFlo
Beckman Coulter y los resultados fueron analizados en software Summit
2.3765.

MODELO DE INFECCION MURINO

a) Fundamento: Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram
negativa causante de diversas infecciones entre ellas neumonia y en
pacientes con fibrosis quistica representa un agente causal de
infecciones recurrentes. La infeccion causa infiltrados de neutrofilos
y macréfagos en pulmoén, se ha caracterizado con un respuesta
predominante de Th2, con la expresién de citocinas IL-4, IL-13 y
bajos niveles de IFN-y.

b) Metodologia: Se inyectd via intraperitoneal a ratones de la cepa C57-
Bl/6] con 1x10%° Unidades Formadoras de Colonias (CFU) de
Pseudomonas aeruginosa diluidas en 25ul de PBS o bien se inyecté
vehiculo (PBS) como control. Después de 24 horas post infeccidon los
ratones fueron sacrificados mediante dislocacion cervical y se
confirmd la presencia de la bacteria en pulmén mediante cuenta de
CFU, los pulmones se usaron para el protocolo de obtencién de

células.
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CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA

Como primer acercamiento se evalud la expresion de ISM1 a partir de
suspensiones celulares obtenidas de diferentes tejidos ldmina propia, sangre
periférica y medula o6sea, observandose que estos tejidos presentan una
menor proporcién de células ISM1+ comparados con el pulmdén cuando es
evaluado mediante citometria (Fig. 2). A partir de una seleccién en un grafico
de FSC contra SSC que nos permite analizar las células con morfologia linfoide,
se evaluaron a células obtenidas de pulmdn que expresan la tirosinfosfatasa
CD45, un panmarcador leucocitario y a las células ISM1+, encontrando que
las células que coexpresan ISM1 y CD45 representan alrededor del 10% vy la

poblacién CD45- que expresa ISM1 representa el 90% (Fig. 3).

Para definir con mas detalle el fenotipo las células CD45+ISM1+, se evalud la
poblacién de interés con marcadores de linaje de manera individual (CD3e,
CD4, CD8a, CD11b, CD11c, CD19, TER119, Ly6G y FcRel) (Fig. 4). Se observé
gue las poblaciones con linaje mieloide definidas con los marcadores: CD11c,
TER119, CD11b, FcRel y Ly6G, en conjunto contienen el menor porcentaje de
células ISM1+, con excepcidon de CD11b cuyo porcentaje es de 0.47%. Las
células linfoides definidas con los marcadores: CD3, CD4, CD8 y CD19
contienen a un mayor porcentaje de células ISM1, alrededor del 1% en su

conjunto, coincidiendo con lo previamente reportado por Valle-Rios y Montero.
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Figura 2. Deteccién de ISM1 por citometria en células con morfologia linfoide en diferentes

ISM1

tejidos. A) Estrategia de seleccidon de morfologia linfoide, B) Frecuencia de células ISM1+ en
Lamina propia (1.39%), sangre periférica (1.16%), médula 6sea (1.96%) y pulmén (8%).
Analizados en Summit 2.3756. Citdmetro MoFlo Astrios BC. (Resultados representativos de 2

experimentos de una mezcla de células obtenidas de 2 ratones).
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Figura 3. Expresion de ISM1 en células CD45 en pulmén. A) Control de Isotipo (CD45- 0.08%
y DP 0.20%), B) Frecuencia de células ISM1+ en células CD45- (10.93%) y CD45+ (0.76%).

(Resultados representativos de 3 experimentos utilizando una mezcla de células obtenidas de

3 ratones)
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Figura 4. Expresion de ISM1 en células con diferentes marcadores de linaje. CD3e+ (17.96%)
DP (0.24%). CD4+ (8.61%) DP (0.19%), CD8a+ (5.52%) DP (0.15%), CD19+ (22.37%) DP
(0.74%), CD11b+ (27.28%) DP (0.47%), CD11c+ (1.23%) DP (0.05%), TER119+ (0.08%)
DP (0.02%), FceR+ (0.38%) DP (0.01%), Ly6G+ (9.77%) DP (0.61%). Control de Isotipo
CD3e (0.04%), CD4 (0.7%), CD8a (0.01%), CD19 (0.15%), CD11b (0.14%), CD1l1ic
(0.01%), TER119 (0.0%), FceR (0.01%), Ly6G (0.03%), (resultados representativos de 3

experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 5 ratones).
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Considerando que la mayoria de las células ISM1 carecen del marcador CD45
y no se encontrd una correlacién evidente con alguna poblacién leucocitaria
diferenciada y tomando en cuenta la alta expresion de ISM1 en tejido epitelial
particularmente en piel (Valle-Rios y Montero, 2014), nos preguntamos si
estas células podrian provenir del epitelio pseudoestratificado que compone el
tejido pulmonar. Esto se verificd utilizando un anticuerpo contra Ep-Cam, una
proteina transmembranal de adhesién dependiente de calcio presente en
células epiteliales. Asi mismo, considerando que algunas células endoteliales
podrian presentarse debido al proceso de digestidon celular del pulmén,
evaluamos la presencia de VEGFR2, un receptor para el factor de crecimiento
endotelial, sin embargo no se encontré expresion significativa de ISM1 en
ninguno de estos tipos celulares (Fig. 5).

Descartando el origen epitelial o endotelial de ISM1, retomamos la
caracterizacion usando un coctel de anticuerpos que contiene todos los
marcadores antes mencionados para linaje con el fin de verificar si la poblacion
ISM1 se localiza en la porcién LIN-. Se confirmd la baja presencia de ISM1 en
la poblacion LIN+ ya que en esta poblacion el 4.7% de las células es positiva
para la expresion de ISM1, mientras que en la poblacidon LIN- el 18.53% de
estas células son positivas para ISM1 (Fig. 6), concluyendo que la poblacién
ISM1+ se encuentra enriquecida en la poblacién que carece de marcadores de
linaje y de acuerdo con los datos anteriores también carece de la expresion
de CD45 (Fig. 3).
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Figura 5. Frecuencia de células ISM1+ en poblaciones de epitelio y endotelio. A) Control de
Isotipo (0.1%), EpCAM (0.20%) ISM1+ EpCAM- (5.78%) DP (0.00%) B) Control de Isotipo
(0.1%), VEGFR2 (0.09%) ISM1+ VEGFR2- (6.07%) DP (0.0%) (Resultados representativos

de 2 experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones).
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Figura 6. Frecuencia de ISM1 en las poblaciones linaje positivo y linaje negativo. A) Frecuencia
de la expresion de ISM1 en la poblaciéon LIN- 18.53% (Isotipo 0.63%, no mostrado) y B)
Frecuencia de la expresion de ISM1 en la poblacién LIN+ 4.50% (Isotipo 0.56%, no mostrado)
(Resultados representativos de 2 experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas
de 3 ratones).

Dado que una porcién de las células ISM1+ es LIN-CD45+ (Figs. 3-4,6), lo
cual correlaciona con marcadores globales de ILCs, implementamos una
tincion multiparamétrica que incluyera los principales marcadores de ILCs:
CD117 (receptor de IL-7), CD127 (c-Kit), CD161 (marcador de células NK
conocido como NK1.1) y ST2 (receptor de IL-33), los resultados obtenidos
demuestran que la poblacién CD45+ LIN- carece de la expresion de CD127 un
marcador caracteristico de ILCs, asi como NK1.1 un marcador de ILC1 y ST2
marcador de ILC2, indicando que no es una poblacién ILC candnica, sin
embargo si expresan c-Kit (CD117) un receptor para Factor de Células

Troncales (SCF), un ligando importante para la hematopoyesis (Fig. 7).
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Figura 7. Expresidon de marcadores de ILCs en la poblacién LIN-CD45+ ISM1+. Frecuencia
células ISM1+ CD45+ LIN- 0.85 % (Isotipo 0.37%, no mostrado), A) Frecuencia de CD127
(0.62%) , B) Frecuencia de NK 1.1 (3.48%), C) Frecuencia de ST2 (1.47%) y D) Frecuencia
de c-Kit ( 70.46%). (Resultados representativos de 3 experimentos, utilizando una mezcla de

células obtenidas de 3 ratones).

El receptor c-Kit es expresado por células precursoras; en este contexto, parte
de la poblacién precursora de ILC, los CLP (progenitor linfoide comun),
carecen de la expresion de CD45 manteniendo la expresion de c-Kity CD127.
En vista que la mayoria de las células ISM1+ son CD45-, analizamos la
expresién de c-Kit e ISM1 en la poblacion CD45-, confirmando una frecuencia
de células dobles positivas ISM1+ c-Kit+ del 30.47% (isotipo 0.17%) vy
encontramos en la poblacion CD45+ un porcentaje de dobles positivas ISM1+
c-Kit+ de 0.59% (isotipo 0.05%) (Fig.8). Consistente con esto la totalidad de

la poblacién ISM1 expresa c-Kit en un 76.92%, confirmando la correlacion del
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marcador c-Kit con ISM1 (Fig. 8). Mientras que para CD127 no se encontré
expresion en las células ISM1+CD45- (Fig. 9) descartando el fenotipo de ILCs
o de células linfoides que requieren de la presencia de IL-7.
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Figura 8. Expresidén de ISM1 en células c-Kit+. A) Seleccién de células CD45+ (90.87&%) y

CD45- (6.58%), B) Expresidon de ISM1 por células c-Kit+ en poblacién CD45- (30.47%), C)

Expresién de ISM1 por células c-Kit+ en poblacién CD45+ (0.59%), D) Frecuencia de la

expresion de c-Kit en la poblacion ISM1+ (76.92%). (Resultados representativos de 3

experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 3 ratones).
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Figura 9. Expresién de CD127 en la poblacion ISM1+ CD45-. Frecuencia de células CD127+
en la poblacion ISM1+ CD45- (3.34%) (Isotipo 0.31%, no mostrado) (Resultados

representativos de 3 experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 3 ratones).

Considerando la expresion de c-Kit, se planted la posibilidad de que ISM1
pudiera estar presente en progenitores hematopoyéticos localizados en el
pulmoén. Por lo tanto, se llevd a cabo un analisis de los marcadores CD34 y
Sca-1 que en conjunto con c-Kit identifican poblaciones troncales
hematopoyéticas (HSCs). CD34 es una fosfoglicoproteina monomeérica que se
expresa selectivamente en las células progenitoras hematopoyéticas
mieloides y linfoides, y Sca-1 es un miembro de la familia de Ly6 y es una
proteina anclada a glicosilfosfotidilinositol cuya expresién se ve favorecida en
progenitores mesenquimales (MSCs). Encontramos que la gran mayoria de las
células CD34+ de pulmoén expresan ISM1+ (ISM1+CD34+) en la poblacién
CD45- (Fig. 10) y sorprendentemente, las células que expresan ISM1 también
son Sca-1+ (Fig. 11). Estas poblaciones Sca-1+ISM1+ y CD34+ISM1+ no son
excluyentes ya que dentro de la poblacion CD45-c-Kit+ISM1+Sca-1+ existe
la expresion de CD34 (Fig. 12).
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Figura 10. Expresion de ISM1 en células CD34+CD45-. La frecuencia de células doble positivas
CD34+ISM1+ en la poblacion CD45- (5.35%). Isotipo (0.45%).(Resultados representativos

de 2 experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones)
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Figura 11. Expresién de ISM1 en células Sca-1+CD45-. Frecuencia de células dobles positivas
Sca-1+ISM1+ en la poblacion CD45- (13.14 %). Isotipo (1.08%). (Resultados

representativos de 2 experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones)
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Figura 12. Expresion de CD34 en células ISM1+Sca-1+c-Kit+. Frecuencia de CD34+ en
células ISM1+c-Kit+Sca-1+ (62.83%) (Resultados representativos de 2 experimentos,

utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones)

Finalmente nos propusimos saber si podiamos encontrar una poblacidon ISM1
enriquecida con las tres moléculas analizadas, por lo que usamos
combinaciones de marcadores con esta finalidad donde la poblacién doble
positiva para Sca-1 y c-Kit es 62% ISM1+ (Fig. 12) mientras que la poblacion
doble positiva para CD34 y c-Kit es 85% positiva para ISM1 (Fig. 13).

Indicando que una porcién de las células ISM1+ es CD34+c-Kit+Scal+.
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Figura 13. Expresién de ISM1 en células c-Kit+Sca-1+CD45-. Frecuencia de ISM1 en células
c-kit+ Sca-1+CD45- (62.27 %) (Isotipo 1.43%, no mostrado) (Resultados representativos

de 2 experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones)
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Figura 14. Expresion de ISM1 en células c-Kit+CD34+CD45-. Frecuencia de ISM1 en células
c-kit+ CD34-CD45- (85.20%) (Isotipo 2.30% no mostrado) (Resultados representativos de 2

experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones).
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Valle-Rios y Montero previamente mostraron que la poblacion CD3 low DX5+
expresa ISM1, Dx5 o CD49b es una integrina que en conjunto con las
integrinas CD49a y CD49d pueden mediar la interaccion con proteinas de
matriz extracelular importante para el establecimiento de nichos de residencia
celular. Al analizar la presencia de células ISM1+ que co-expresaran las
integrinas mencionadas encontramos que tanto CD49b y CD49a son

expresadas en la poblacién ISM1 pero no asi CD49d (Fig. 15).
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Figura 15. Expresion de integrinas en la poblacion ISM1+. A) Frecuencia de CD49a (64.01%),
B) Frecuencia de CD49b (46.58%) y C) Frecuencia de CD49d (1.19%). (Resultados

representativos de 2 experimentos, utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones).
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Se ha reportado que células con fenotipo de células troncales localizadas en
la médula 6sea son capaces de incrementar el nUmero de células de tipo
linfoide ante ciertos retos antigénicos (Takizawa, 2017). Para verificar si este
fendmeno podria estar impactando sobre las células ISM1+ decidimos
observar los cambios en el porcentaje de células ISM1+ en un ambiente no
homeostatico, de tal forma que se implementd un modelo de infeccion con
Pseudomonas aureginosa, una bacteria capaz de infectar el pulmén. Se
observd que a 24 h post-infeccion, existe un aumento en la frecuencia de la
poblacién de ISM1+ CD45+, mientras que existe un decremento en la
poblacién CD45- ISM1+; de manera interesante la MFI de la poblacién ISM1
aumenta lo que significa que existen células que expresan una mayor cantidad

de ISM1 que soélo se observa en el ratén infectado (Fig. 16).

Control Infectado

L0 SO

11.98 |0.59 - 6.32 | 1.86

43.47 23.69 | 68.12

ISM1

CD45

Figura 16. Frecuencia de ISM1 en ratén control y ratéon infectado con Pseudomonas
aureginosa. Raton control: Porcentaje de células ISM1+CD45+ (0.59%) isotipo (0.05%) vy
ISM1+CD45- (11.98%) (Isotipo 0.3%, no mostrado). Ratén infectado: porcentaje de células
ISM1+CD45+ (1.86%) Isotipo (0.06%) y ISM1+CD45- (6.32%) (Isotipo 0.2%, no mostrado)

(Datos de un experimento, utilizando una mezcla de células obtenidas de 2 ratones)
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DISCUSION

El primer enfoque de la caracterizacién fenotipica fue encontrar un nicho
celular donde se favoreciera la expresiéon de ISM1, consistente con otros
reportes (Valle-Rios y Montero, 2014) uno de los tejidos con mayor expresidon
de ISM1 es el pulmoén (Fig. 2), que es un tejido vascularizado y expuesto
constantemente a antigenos, donde la proteccién otorgada por las células del
sistema inmunoldgico es clave, por lo que decidimos indagar mas acerca la

relacidn que pudiera existir entre ISM1 y las poblaciones de linfocitos.

Nuestro analisis por citometria de flujo demuestra que la mayoria de células
con caracteristicas de tamafio y complejidad similares a linfocitos que
expresan ISM1 son CD45- con una pequefia poblacion CD45+ (Fig.
3),considerando estos hallazgos, se evaluaron diferentes marcadores de linaje
de manera individual esperando encontrar una poblacidon celular de linfocitos
con expresiéon de preferencial de ISM1, sin embargo la mayor abundancia de
células ISM1+ correlaciond con la exclusion de los marcadores de linaje
seleccionados (Fig. 4) lo cual hace sentido, pues las células LIN+ son CD45+,
por lo tanto concluimos que la contribucién de células diferenciadas de origen
mieloide o linfoide en funcién de la expresion de ISM1 en pulmoén es baja
comprada con las células CD45-. Por otro lado corroboramos que la fuente de
ISM1 no proviene fundamentalmente de células epiteliales o endoteliales (Fig.
5).

En vista de que una fraccion de células ISM1+ se encuentra en células CD45+
y LIN-, que concuerda con el fenotipo de células tipo ILC, nos avocamos a
caracterizarlas, sin embargo al analizar las células CD45+ LIN- ISM1+ (Fig.

7) no se observé expresion de CD127 un marcador caracteristico de ILCs, ni
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de NK 1.1, o ST2 (Constantinides et. al., 2014), pero si existe un porcentaje
de células c-Kit+ en esta poblacién negativa para marcadores de linaje pero
CD45+ siendo posibles precursores linfoides comprometidos o incluso ILCs no
convencionales; por lo que se corrobord la expresion de c-Kit en la poblacion
CD45- y CD45+ (Fig.8) donde observamos que existe una mayor frecuencia

de células dobles positivas (c-Kit + ISM1+) en la poblacién CD45-.

Dado que el fenotipo CD45- c-Kit+ corresponde con precursores
hematopoyéticos (Rieger, 2012), comenzamos con una caracterizacion de los
progenitores linfoides comunes asi como de Progenitores Innatos Linfoides
(ILCP) que carecen de CD45 pero expresan c-Kit y CD127, asi, en la poblacion
CD45- ISM1+ no observamos expresion relevante de CD127 (Fig. 9), lo cual
sugirié que la principal poblacion que expresa ISM1 no se encuentra dentro

de la poblacién de precursores ILCs.

Existen otros marcadores de células progenitoras de origen mas temprano
como CD34 y Sca-1 que son usados para describir poblaciones de células
troncales, Sca-1 es un marcador de células mesenquimales pero no asi de
células troncales epiteliales, mientras que CD34 permite hacer una distincién
general entre HSCs y MSCs, aquellas células CD34+ se asocian a HSCs vy la
poblacion CD34- con MSCs (Raiser, 2011). Nuestros datos indican que en la
poblacién CD45- existe la poblacion ISM1+CD34+ (Fig.10), y la poblacion
ISM1+Sca-1+ (Fig. 11), que contiene células CD34+ (Fig.12), sin embargo
estas poblaciones expresan c-kit (Fig. 13-14) lo que sugiere que ISM1
identifica a una poblacion mayoritariamente de tipo hematopoyético, sin
embargo es muy probable que una poblacion mesengquimal también la esté
produciendo ya que ISM1 se ha observado en el mesodermo de diversos
modelos animales durante su desarrollo (Xiang et. al, 2011) Estas

aseveraciones se ven reforzadas con la expresion de ISM1 que ha sido
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detectada en células de pulmédn e higado fetal (datos no mostrados), asi como
en un modelo murino doble knockout Rag-/- yC-/- (Valle y Montero, 2014), y
a nivel transcripcional durante el desarrollo embrional desde las etapas de
gastrulacién, formacién de notocorda y mesodermo ventral (Pera et. al,
2002), en este sentido nuestros datos apuntan a que la funcion de ISM1 esta
relacionada con su origen a partir del mesodermo y a la capacidad de
multipotencia y autorenovacion que comparten estas poblaciones HSCs vy
MCSs derivadas de esta capa embrionaria.

Por otro lado, una poblaciéon progenitora descrita en rindn por Dekel et. al en
2006 caracterizada a partir de la expresion de Sca-1 y la ausencia de CD45
empata con lo descrito en la poblacion ISM1+, ya se trata de células que
carecen de marcadores de linaje hematopoyético, que son células pequefias,
habitan el espacio intratisular y plastico-adherente; Adicionalmente esta
poblacién tiene potencial osteogénico, adipogénico y neurogénico bajo los
estimulos correctos y tras una lesion isquémica estas células contribuyen a la
reparacion tisular. Sin embargo esta poblacidon no expresa c-kit ni CD34, por
lo que la expresion de ISM1 podria delimitar a un progenitor mas temprano o

conservarse en los progenitores tanto mesenquimales como hematopoyéticos.

Un estudio realizado en tumores adrenocorticales con mutaciones en CTNNB1,
el gen de B catenina, demostré que uno de los 5 genes que se encuentran
regulados a la alta en estos tejidos con catenina deficiente es ISM1, lo que
potencialmente asocia a ISM1 con la via molecular de Wnt-B catenina
relacionada a la capacidad de autorenovacion y multipotencia en la

hematopoyesis (Kim et. al., 2009).
Otra caracteristica de la poblacién ISM1+ es que va acompafada con la co-
expresion de las integrinas CD49a (a1B1l) y CD49b (a2B1) (Fig. 15), estos

datos sugieren que las células ISM1+ son residentes de tejido, ya que las
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integrinas son receptores para ligandos de matriz extracelular como colagéno,
laminina y fibronectina (Chen et. al., 2014) y pueden contribuir al estado de

quiescencia que caracteriza a las células multipotentes.

Las integrinas con cadena B1 tienen afinidad por el motivo de aminoacidos
RGD encontrado en proteinas como Trombospondina y Fibronectina. ISM1
contiene un dominio TSR relacionado a Trombospondina, (Chen Mo, 2014) asi
como un motivo KDG en el dominio AMOP que esta relacionado con adherencia
celular dependiente de integrinas o inhibicion de la agregacion plaquetaria
(Xiang et. al., 2011). Debido a que ISM1 es transportada al exterior de la
célula, podria sefalizar de manera autocrina o paracrina mediante estas
integrinas. Se conoce que si ISM1 se encuentra en su forma soluble o unida a
componentes de la matriz extracelular, es capaz de enviar senales de

sobrevivencia o de apoptosis, respectivamente (Xiang, et. al., 2011).

Las poblaciones precursoras son encargadas de mantener la homeostasis
celular y generar a los demas componentes sanguineos mediante la
hematopoyesis, un proceso bastante regulado, cuyo equilibrio se rompe
durante infecciones bacterianas (Zhang et. al., 2008)., por lo tanto, para
conocer la dindmica de las células productoras de ISM1 durante un proceso
patolégico, implementamos un modelo preliminar de infeccion con
Pseudomonas aeruginosa y observamos una disminucion del porcentaje de
células ISM1+ en la poblacion CD45- (Fig. 15), que puede relacionarse con la
disminucion de la poblacidon LIN—c-Kit+Sca-1— que en médula 6sea disminuye
hasta en un 40% a partir de 12 horas post infeccién (Zhang et. al., 2008), o
puede corresponder a que la proteina esta siendo transportada al espacio
extracelular, o simplemente es degradada. De manera interesante, se
encontré un aumento de la frecuencia de la poblacion CD45+ISM1+ que

puede atribuirse a progenitores linfoides comprometidos ISM1+ o bien a que
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durante el proceso de diferenciacién se adquiere la expresién de CD45+ previo
a la degradacién de la reserva de ISM1 intracelular por el proceso de recambio
proteico propio de una célula en diferenciacion (Anders, Joerg y Leonard,
2013).

Otra observacidon es la aparicion de una poblacidon que expresa mayores
niveles de ISM1 con relacion al control sin infeccidn, es decir, una MFI alta en
células ISM1+, lo cual se traduce en una poblacidon con una mayor cantidad
de ISM1, que podria ser la parte de la poblacién precursora autorenovada que
deriva de la division asimétrica requerida para dar origen a células
diferenciadas, sin embargo, estos datos deberan ser corroborados con la
ejecucion de mas experimentos.

El pulmdn es un tejido que tiene una proliferacion celular baja y sobrevivencia
alargada de células residentes, pero ante una infeccién, herida o en
situaciones de inflamacidn este tejido es capaz de lograr una proliferacidon
rapida y extensa de células epiteliales. Las células troncales en el pulmoén son
capaces de migrar y proliferar para reparar el dafio, por lo que los programas
de sefializacion y de transcripcion que median la quiescencia y el
comportamiento de las células progenitoras y troncales son de interés para
comprender la patogénesis de los desdrdenes pulmonares e incluso
tumorigenesis (Cardoso y Whitsett, 2008) y consideramos que un estudio mas
profundo de ISM1 y de las células que la producen, podria arrojar un mayor

entendimiento en la regulacion de la homeostasis de este drgano.
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CONCLUSION

La produccién de ISM1 es preferencial en poblaciones poco diferenciadas, que
corresponden a células que carecen de marcadores de linaje incluyendo el
marcador CD45; asi mismo expresan marcadores asociados a células
troncales Sca-1, CD34 y c-Kit. La expresidon espacio temporal durante el
desarrollo embrionario de ISM1 en mesodermo corresponde con el fenotipo
aqui descrito de células HSCs y MSCs residentes de tejido debido a la
expresion de CD49a y CD49b.

Postulamos que Isthmin-1 podria ser importante para procesos de
multipotencia y autorenovacion en células HSCs y MSCs debido a su relacion
con la via de senalizacién Wnt-catenina, que permite mantener la homeostasis
celular en pulmén.

Nuestros resultados sugieren fuertemente que ISM1 representa una novedosa
molécula asociada con células con fenotipo de troncalidad localizadas en un
nicho no clasico, el pulmén. Los estudios acerca de la funcion de ISM1
relacionados con su efecto en la regulacién de células troncales y su impacto
en la respuesta inmune, seran necesarios para dilucidar su importancia en la

recuperacion de la homeostasis durante un proceso infeccioso.

PERSPECTIVA

Nuestra hipdtesis debe ser comprobada mediante el enriquecimiento y cultivo
de células ISM1+ vy confirmar si pueden dar origen a componentes
hematopoyéticos y mesenquimales, asi como un analisis del transcriptoma
completo de estas células para conocer que programas de expresion estan
asociados a ISM1. Finalmente se pretende administrar ISM1 exdgeno y
anticuerpos neutralizantes contra ISM1 a ratones C57-BI/6] y estudiar los

cambios hematopoyéticos y fisioldgicos que puedan ocurrir.
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ANEXQOS

ANEXO 1 ANTICUERPOS

Categoria Marcador Poblacién Clona Dilucién | Compainiia
Blanco
CD45-AF700 | Panmarcador 30F11 1:200 BIOLEGEND
linfoide
CD3e- Células T 145- 5:200 TONBO
PERCPCY5.5 2C11
CD19- Células B 1D3 5:200 BIOLEGEND
PERCPCY5.5
TER119- Células TER- 5:200 BIOLEGEND
PERCPCY5.5 Eritroides 119
LINAJE CD11c- Células N418 5:200 TONBO
PERCPCY5.5 Dendriticas
CD8a- Células T|53-6.7 5:200 BIOLEGEND
PERCPCY5.5 | citotoxicas
Ly6G- Monocitos/ 1A8 5:200 TONBO
PERCPCY5.5 Granulocitos
CD11b- Macrofagos M1-70 5:200 TONBO
PERCPCY5.5
FceR1la- Células cebada | MAR-1 | 5:200 BIOLEGEND
PERCPCY5.5 y basdfilos
Sca-1- FITC HSCs y MSCs E13- 3:200 BIOLEGEND
161.7

CD34- HSCs Y MSCs HM34 5:200 BIOLEGEND

TRONCALIDAD | PERCPCY5.5
CD117 (C-kit) | Células 2B8 3:200 | BIOLEGEND
- PECY7 Progenitoras
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CD127-VF450 | Células B y T |A7R34 |3:200 | TONBO
inmaduras
ILC ST2-APC Th2 e ILC2 DIH9 3:200 BIOLEGEND
NK1.1- NKs PK136 | 3:200 BIOLEGEND
APCCY7
EPITELIAL EP-CAM- Células G8.8 3:200 BIOLEGEND
PERCPCY5.5 Epiteliales
ENDOTELIAL VEGFR2-PB Células 89B3A5 | 3:200 BIOLEGEND
Endoteliales
ADHESION CD49d-FITC R1-2 2:200 BIOLEGEND
CD49a-APC HMA1 3:200 BIOLEGEND
CD49b-PECY7 HMA2 2:200 BIOLEGEND
ISM1-PE NA B054B6 | 1.5:50 | BIOLEGEND
IgG2B NA MPC-11 | 1.5:50 | BIOLEGEND
ISOTIPO-PE
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