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Antecedentes

Definicion y caracteristicas morfolégicas de los telocitos.

Los telocitos son células estromales con morfologia peculiar, pues tienen un
citoplasma central redondo, u en forma de huso, a partir del cual emergen
prolongaciones finas y largas, denominadas telopodos. Estos telopodos pueden
tener una extensién de 10-100 micrémetros, y a lo largo de ellos se identifica la
presencia de dilataciones en forma de perlas (Figura 1).(1) El re-descubrimiento de
los telocitos los ha identificado como una entidad central en la regulacion de los
nichos celulares, que incluyen interacciones con diferentes tipos celulares como
células madre, inmunitarias, nerviosas, endoteliales, etc. Estas células ya habian
sido descritas hace mas de 100 afios por Santiago-Ramén y Cajal (2). Sin embargo,
debido a las limitaciones de la época, se pensd que eran un artificio (3).
Posteriormente, gracias a las técnicas microscopicas, incluyendo
inmunofluorescencia, microscopia electrénica, y mas recientemente analisis

genomicos, como secuenciacion de ARN, se ha corroborado su existencia.
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Figura 1. Representacion esquematica de los telocitos, y su interaccion con diferentes tipos celulares.
En la presente figura se observa al telocito (en azul celeste), que tiene un cuerpo central del cual
emergen prolongaciones (podomeros), a través de los cuales establece contacto fisico directo con
diferentes tipos celulares, que incluyen células inmunitarias, vasos sanguineos, células de musculo
liso, células madre y fibroblastos. Asi mismo se pueden observar exosomas liberados por los
telocitos. Estos exosomas son pequerias vesiculas con contenido interno, que se hipotetiza es uno
de los mecanismos de mediacion, pertenecientes a la comunicacion entre los telocitos con otras

células. (Figura tomada de (4))



Inmunocaracterizacion de los telocitos.

Ademas de la morfologia, los telocitos también pueden ser identificados con
técnicas de inmunodeteccion. Actualmente, no existe un marcador unico para
identificar a los telocitos. Sin embargo, se ha caracterizado un grupo de marcadores
gque en combinacion, pueden auxiliar a su identificacion. Estos marcadores
propuestos incluyen a CD34, PDGFRA, FoxL1, Vimentina, C-KIT, Gli1, etc.(1).
Aunque de todos los marcadores, la combinacion de CD34 y PDGFRA es
actualmente la forma mas confidente para identificar a los telocitos(3). Algunos
autores también incluyen el evaluar la negatividad en telocitos, para marcadores
como CD31 (marcador de célula endotelial)(5). De tal manera, que la aproximacién
mas holistica para identificar a los telocitos, se basa en la evaluaciéon de su

localizacion estromal, su morfologia y el uso de marcadores.



Organ

Markers

Heart
Heart valves

Pulmonary veins
Trachea and bronchi
Lungs

Meninges and
choroid plexus

Striated muscle
Skin
Gastrointestinal tract

Gastrointestinal tract
(lamina propria)

Salivary glands
Gall bladder
Pancreas

Mammary gland
Fallopian tube

Myometrium
Placenta

Kidney
Ureter and urinary
bladder

Kit; CD34; S100

Kit; CD34; vimentin;
PDGFRB

Kit
Kit
Kit; CD34
Kit

Kit; caveolin 1

Kit or CD34; vimentin

CD34; vimentin;
PDGFRa

CD34; vimentin;
PDGFRo; FOXL1;
GLI1; SOX6; CD90

Kit; vimentin; a-SMA

Kit; CD34; vimentin

Kit; CD34; vimentin;
some a-SMA; some
S100 positive

CD34; vimentin; CD10

Kit; CD34; S100; some
vimentin

Kit; CD34

Varying expression of
Kit; CD34; vimentin

Kit; CD34; vimentin

CD34/calreticulin double
positive; PDGFRo/
calreticulin double
positive

Tabla 1. Lista de marcadores para telocitos identificados en diferentes 6rganos y tejidos. Notese

como CD34 y PDGFRA, son los marcadores mas comunmente reportados. Tabla tomada de Kondo

etal.(3).



Localizacion y funcidn de telocitos.

En los vertebrados, incluyendo el humano, los telocitos han sido descritos en los
compartimentos estromales de diferentes 6rganos y tejidos, entre los cuales se
encuentra el corazén, pulmén, cornea, tejido musculoesquelético, intestino,

ligamento periodontal, lengua, piel, mucosas, glandulas salivales, etc. (1) (Ver tabla

1),

Respecto a sus funciones, los telocitos pueden tener un rol de soporte, debido a su
distribucion en forma de red interconectada, y proporcion relativamente abundante
en diferentes tejidos. Se ha reportado la presencia en el estroma de diferentes
organos Y tejidos, de células con caracteristicas de telocitos y que forman parte
del mesénquima, en estos sitios(6-9). Especificamente, son sus proyecciones
-telopodos-, quienes le confieren la capacidad de construir redes complejas,
estableciendo conexiones de tipo homo y heterocelular. Esta capacidad de
interconexién, también se ha asociado con el rol de mediadores de la
comunicacioén, pues tanto estudios in vitro como in vivo, han identificado la
capacidad de los telocitos de secretar diversos ligandos(9). Asimismo, los telocitos
pueden secretar exosomas (ver figura 1), las cuales son pequefias vesiculas
(de entre 30-150nm) con contenido que incluye acidos nucleicos, iones y
proteinas(10). Los telocitos también han sido postulados, como células
inmunoreguladoras. Igualmente observados en proximidad, o estableciendo
contacto directo con macréfagos, linfocitos, basofilos, y eosindfilos. Al igual, tienen
la capacidad de secretar quimioatrayente como quimiocinas (p ej: interleucinas,
interferones, factores de necrosis tumoral, factores de crecimiento, formil-
péptidos)(11). Todo esto apunta, a un papel asociado a las respuestas inmunes

innatas, y adaptativas aun no caracterizados.



Sin embargo, la mayor evidencia del papel de los telocitos, proviene de estudios en
modelos murinos, donde se analiza su rol en el tracto gastro-intestinal. Aqui se ha
identificado que estas células, pueden residir en el estroma sub-epitelial tanto en el
fondo de las criptas intestinales, como a lo largo de las vellosidades intestinales(1).
En las criptas intestinales, los telocitos han sido identificados por su capacidad de
de secretar a ligandos (p. ej. de la familia de Wnt y R-spondins) asociados a la
supervivencia de las células madre epiteliales intestinales. A lo largo de las
vellosidades intestinales, también se ubican telocitos sub-epiteliales, que cambian
el tipo de ligandos secretados(12). Especificamente, a este nivel secretan a
proteinas de la familia BMP (Proteina morfogenética 6sea) y DKK (Dickkopf), y
proteinas de la via no candnica de Wnt (p. ej: Wnt5a). Este cambio, obedece al
hecho de que estos factores son importantes, para promover la diferenciacion y
mantenimiento de la identidad celular a este nivel(12). (Ver figura 2).

10



Villus

/ Differentiated
cell

Progenitor
cell

Crypt

=
T
=
o
Q.
)
o

Paneth

' cell

Stem
/ cell

R-Spondin

Telocyte
(FoxI1, Gli1)

Figura 2. Telocitos sub-epiteliales presentes en el intestino. En esta imagen se muestra la secrecion
asociada de telocitos ubicados en la cripta intestinal, principalmente asociados a la supervivencia de
las células madre intestinales epiteliales (p. ej: Wnt2b, R-spondin). Asimismo, los ligandos
secretados a lo largo de las vellosidades, lo cuales tienen una funcién principalmente a la promocién
de la diferenciacion (p. ej: Dkk3, Wnt5a, BMP5). (Imagen tomada de: (13))
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Telocitos en la ldamina propia de la lengua humana.

La lengua es un 6rgano muscular, parte del tracto gastrointestinal, central para la
alimentacion, el habla, y la percepcion del gusto. La lengua esta constituida por
musculo estriado, recubierto por una mebrana mucosa, la cual, consta de un epitelio
escamoso estratificado queratinizado en algunas zonas, por debajo del cual se
localiza un tejido conjuntivo laxo. La mucosa de la superficie dorsal, se forma por
tres tipos de papilas: filiformes,fungiformes y circunvaladas. Por su parte, en la
porcion postero lateral, se pueden observar papilas foliadas. Las papilas filiformes
son las mas abundantes, poseen un epitelio escamoso estratificado queratinizado,
sin embargo no presentan botones gustativos. Las papilas fungiformes se
encuentran dispersas. El tejido conjuntivo de estas papilas es altamente

vascularizado.

Rosa y cols., han caracterizado que la lamina propia del estroma (tejido conjuntivo)
lingual se encuentra enriquecido, por células CD34+ con caracteristicias propias de
telocitos. Esto incluye la co-expresiéon de CD34 junto con PDGFRA vy la presencia
ultraestructural de telopodos y dilataciones a lo largo de ellos(5). Ademas estos
mismos autores caracterizaron, que estos telocitos también se encuentran
presentes entremezclados en el intersticio de la musculatura subyacente, y en
aposicion a las fibras musculares. A pesar de esta inicial caracterizacion, la
identificacion en modelos animales, incluida su funcidn en este sitio, aun
permanece sin caracterizarse. Sin embargo, su localizacion sugiere que estas
células tiene roles relevantes en estos sitios, participando directamente en la
homeostasis del 6rgano y potencialmente teniendo participacion en procesos,
condiciones, o alteraciones que afectan a la lengua, como cicatrizacion, reparacion

o transformacion maligna.
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Figura 3. Identificacion de telocitos en la lamina propia lingual (de humano). En esta imagen se
muestra la detecciéon por inmunofluorescencia de células que co-expresan a CD34 (verde) y
PDGFRA (rojo), presentes de manera abundante en la lamina propia de la lengua humana. Notese
como también, existen células que no co-expresan estos marcadores y que probablemente
corresponden a células distintas (como células endoteliales). En azul se puede identificar a DAPI

(4',6-diamidino-2-fenilindol), el cual es un marcador nuclear. Imagen tomada de(5).
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Justificacion

Las células CD34* estromales/telocitos, han emergido como una entidad celular con
roles emergentes en la regulacidén de érganos y tejidos. Estos han sido identificados,
en diferentes nichos celulares, incluyen la lamina propia y el intersticio muscular de
la lengua del humano. Sin embargo, su identificacion aun permanece por

corroborarse en modelos animales, que permitan indagar sobre su rol en este sitio.

Los modelos murinos transgénicos, representan una herramienta atractiva para la
identificacion, analisis, y estudio in vivo de células que habitan organos y tejidos,
permitiendo su estudio en diferentes contextos, incluyendo el desarrollo,

crecimiento y estimulos particulares.

El empleo de un modelo murino transgénico que sirva, para la identificacion de
células CD34* estromales/telocitos en la lengua, representa una novedosa
estrategia para aplicarse, en el estudio de condiciones, que van desde , el desarrollo

hasta la regeneracion tisular y enfermedades como cancer oral.
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Hipoétesis

La lengua del raton, se caracteriza por la presencia de células con caracteristicas
propias de telocitos, presentes en la lamina propia y en el intersticio muscular.
Ademas, estas células tienen una firma transcripcional y funciones tanto especificas
para su nicho, como similares a otros compartimentos, las cuales pueden ser

identificados mediante analisis bioinformaticos.
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Objetivos

e Identificar a células con caracteristicas propias de telocitos, mediante el
empleo de un modelo murino transgénico, que permita el marcaje de las

células positivas para CD34.
e Corroborar la presencia de telocitos en la lengua del raton, mediante el
reanalisis bioinformatico de datos disponibles depositados en la base de

Gene Expression Omnibus (GEO, NCBI).

e Realizar analisis in silico para predecir la firma transcripcional, que

caracteriza a los telocitos linguales.

e Realizar analisis ontolégicos para predecir la funcion de los telocitos

linguales.

16



Materiales y métodos.

Modelo murino transgénico.

En detalle, las muestras que utilizamos provienen de una linea de raton transgénico
CD34-CreERT™; R26-tdTomato, en la cual se expresa de manera condicional a la
proteina rojo fluorescente (RFP) en células CD34+. Las muestras de ratones
transgénicos fueron proporcionados por el laboratorio de Paul T. Sharpe (Dental
Insitute. King’s College London, Reino Unido). Estos ratones fueron matenidos bajo
el background genético C57BL67J. Para inducir la expresion de la RFP, se debe
administrar tamoxifeno. Dicho tamoxifeno fue administrado, mediante inyeccién
intraperitoneal cada 24 horas, durante 5 dias consecutivos a una concentracion de
75 mg/kg de peso corporal. 48 horas posterior a la ultima inyeccion por tamoxifeno
los animales fueron sacrificados, las lenguas diseccionadas para ser procesadas,

y finalmente embedidas en parafina.

Histologia e Inmunofluorescencia

Los experimentos fueron llevados a cabo bajo la guia de tesina (Dr. Villagomez
Olea).

Los bloques de lenguas fijadas y embedidas en parafina, fueron cortados en
secciones coronales con un grosor de 7 um, y montados en portaobjetos cargados.
Para verificar la integridad del tejido, se realiz6 tincion por Hematoxilina y Eosina.
Una vez verificada la integridad se procedi6 a realizar ensayos de
inmunofluorescencia, para detectar la expresion de la proteina rojo fluorescente

expresada exclusivamente en células CD34.

17



Posterior a la seleccion de secciones representativas, se procedio a realizar los
ensayos de inmunofluorescencia. Primeramente se procedid a desparafinar la
muestra, rehidratarla, y realizar la recuperacion de antigenos con buffer de citratos
(10 mM, pH 6.0), incubando las muestras a 60C° por media hora. A continuacion
se realizd bloqueo de sitios no especificos, utilizando una solucion de albumina de
suero bovino a una concentracion de 1%, incubandolo por dos horas. Como
anticuerpo primario, se utilizé Anti-RFP generado en conejo (Rockland, 600-401-
379), mientras que como anticuerpo secundario para su deteccion se utlizd el
anticuerpo Alexa-Fluor Goat anti-rabbit 488 (Thermo, A-11008). EI anticuerpo
primario fue diluido a una concentracién 1:100 en PBS/Tween 0.05%, e incubado
durante toda la noche. Al dia siguiente las muestras se dejaron incubar a
temperatura ambiente, durante 30 minutos antes de afadir el anticuerpo
secundario. Previo a la incubacion del anticuerpo secundario, se realizaron lavados
con PBS-Tween. El anticuerpo secundario fue diluido a una concentracion 1:500
en PBS/Tween 0.05% e incubado durante 2 horas a temperatura ambiente. Las
muestras de lavados se contratineron con DAPI, antes de ser analizadas por
microscopia confocal. Una vez adquiridas las imagenes, estas fueron analizadas

utilizando el software Imaged software (NIH, Bethesda, Maryland, USA).
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Reandlisis de datos bioinformaticos

Los re-analisis e interpretacion de datos bioinformaticos fueron llevados a cabo bajo
la guia del asesor de tesina (Dr. Villagémez Olea).

Para estudiar las células estromales a nivel de expresion genética, decidimos
reanalizar datos disponibles a partir de experimentos de secuenciacién de célula
unica, reportados por Lyras y cols. (14). Estos datos los descargamos de la base de
datos del Gene Expression Omnibus (GEO, NCBI), los cuales se encuentra bajo el
codigo (GSE205162). Particularmente nos enfocamos, en reanalizar los datos
provenientes de ratones postnatales, colectados a los tres dias de nacidos.
Posterior a descargar los datos, estos fueron analizados utilizando el paquete
Seurat v4.0 R, usando como parametros para filtrar los datos que cada gene
estuviese expresado en al menos tres células, y que cada célula expresase al
menos 200 genes. Posteriormente, los datos se analizaron utilizando los parametros
indicados por los autores para hacer un re-analisis, lo mas fiel al analisis original.
Para identificar los diferentes grupos celulares utilizando una resolucion de 0.42,
utilizando UMAP y ‘Dim Plot’ como la funcion definida para reduccion dimensional
no lineal, y para su visualizacion. Asimismo para los analisis de enriquecimiento y

ontologia utilizamos paquetes mencionados en la seccion de resultados.
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Resultados

Andlisis histoldgicos por H&E de cortes coronales de lengua de raton.

Para observar las caracterisiticas del estroma de la lengua de raton, realizamos
cortes coronales y tincion por Hematoxilina y Eosina. Estos nos permitieron llevar a
cabo una correcta observacion y comparcion de los diferentes compartimentos de
la lengua murina. Obsevamos que debajo del epitelio ventral y lingual, existe una
densa lamina propia formada por tejido conjuntivo irregular. Especificamente, en la
region ligngual se puede observar la presencia de multiples papilas las cuales tienen

una regién central de tejido conjuntivo. (Figura 4)
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Figura 4. Analisis histologicos de la lengua de raton. Los paneles A,B,C corresponden a cortes
coronales tefiidos de hematoxilina y eosina de la region posterior, medial, y anterior de la lengua de
raton. A través de estos se puede observar la presencia de una lamina propia subepitelial, que
interconecta al epitelio con la musculatura subyacente. Este tejido mesenquimal tiene una
arquitectura similar a la descrita en el humano como tejido conjuntivo irregular, donde se puede
observar de manera concentrada en forma puntiaguda, en regiones de papilas filiformes (panel C,

magnificacion 400x).
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Identificacidn de Telocitos CD34+ mediante el empleo de un modelo murino

transgénico.

Para marcar a las células CD34 presentes en la lengua de ratén, tomamos ventaja
de un modelo murino transgénico disefiado por Liy colaboradores. Este modelo fue
creado mediante la insercion por ténica de knockin de la secuencia que codifica
para CreERT2 en el locus del gen CD34, dando lugar a la linea CD34-CreERT2'*
(15) . Posteriormente, esta linea fue cruzada con el reportero crossed R26R-
tdTomato™ lo que dio a lugar a progenie CD34-CreERT2"- ;R26R tdTomato *--
De tal manera, que en este modelo se conduce a la expression de tdTomato
(Proteina rojo fluorescente) posterior a la activacién por medio de la administraciéon
de tamoxifeno (Figura 5, panel superior). Para inducir una recombinacién efectiva,
se administro tamoxifeno a ratones de entre 2-4 meses de edad, al tratatarlos
durante 5 dias con inyecciones intraperitoneales consecutivas. El tejido de interés

fue colectado 48 horas posterior a la ultima inyeccion.

Los resultados mostraron la expresion efectiva y esperada de la proteina
fluorescente, marcando a células con caracteristicas a telocitos. Estas células
fueron identifcadas a lo largo de la lamina propia de la lengua, y se observo que
morfolégicamente tenian las propiedades de un cuerpo redondo u ovalado, con la
presencia de extensiones que emergen del mismo, y que se encontraban de manera
abundante formando una red interconectada a lo largo del estroma (Figura 5A,B).
También indentificamos que estas células se encontraban dispersas en el intersticio
de la musculatura central, con células en aposicion a las fibras musculares . Es de
resaltar, que esta ténica de marcaje permitidé un mejor analisis estructural que la

simple inmunotincién, donde no se pueden observar estos detalles (Figura 5C) .
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Figura 5. Identificacion de células CD34 mediante el marcaje utilizando un modelo murino
transgénico. Panel superior: Cruza del modelo murino transgénico, donde la expresion de la proteina
CreERT2 es inducida por la actividad del promotor del gen de CD34. Esta linea fue cruzada con el
reportero tdTomato. En el panel A, se observa la expresion de células fluorescentes posterior a la
administracion de tamoxifeno. El panel B, corresponde a la magnificacion de una region del panel A
donde se observa en mayor detalle la morfologia de las células marcadas, y se aprecia la presencia
del cuerpo central, y las prolongaciones emitidas a partir de estas. El panel C, corresponde a una
reconstruccion tridimensional de B, para verificar que realmente dichas prolongaciones son emitidas
desde un cuerpo central. (Barra de referencia= 100 micrometros, Color azul = DAPI, Color verde
=tdTomato (RFP)).
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Reanalisis de datos de secuenciacion de célula Unica (sc-RNAseq) para la

identificacion in silico de telocitos en la lengua de raton.

Liras y colaboradores recientemente reportaron, el analisis mediante secuenciacion
de célula unica de las diferentes poblaciones inmunitarias presentes en la lengua
de ratdn. Sin embargo, también reportan dentro de su analisis, la identificacion de
una pequefia poblacion estromal, que no fue posteriormente analizada(14). Por
esto, nosotros decidimos reanalizar los datos disponibles, para verificar si la
poblacion estromal correspondia a telocitos. Al reanalizar los distintos datasets
disponibles, encontramos que el dataset que corresponde a las lenguas
provenientes de ratones recién nacidos (edad p3), era el que mejor describia a esta

poblacion estromal.

Una vez filtrados y normalizados los datos, las diferentes poblaciones fueron
identificadas mediante analisis de ontologia celular, utilizando analisis de Single
R(16). Este analisis permitié correlacionar 13 grupos celulares con las principales
poblaciones inmunitarias identificadas por los autores, y que incluia los diferentes
grupos de macrofagos, mastocitos, neutréfilos, monocitos, células B, células Fn1+
y basdfilos. Ademas encontramos un grupo célular que incluye a una mezcla de
células T, células linfoides innatas (ILCS), células asesinas naturales (NK) vy
asesinas naturales T (NKT). Otro grupo celular estaba principalmente representado
por células dendriticas mieloides (mDCs) (Figura 6A,C). Sin embargo, y siendo mas
relevante para nuestro analisis, esta estrategia permitio identificar la presencia de
un grupo celular no inmune, que fue suscrito como células estromales o fibroblastos.
Dado que las referencias que utiliza Single R, no contienen a los telocitos como una
entidad celular reconocida, evaluamos si este grupo celular expresaba marcadores
de telocitos incluido a CD34, PDGFRA, FoxL1 y Lgr5.
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Mientras que la expresidon de FoxL1 y Lgr5 estaba ausente en este grupo,
encontramos que las células eran positivas tanto para CD34 como PDGFRA con
una correlacién positiva de 0.64 (Fig 6B). Considerando estos hallazgos con
nuestros analisis in vivo decidimos renombrar a este grupo como CD34+

Telocitos/células estromales.

Los genes Col1a1, Col1a2, Col1a3, Postn, y Sparc se encontraron como parte de
los genes mas expresados, y parte de la firma transcripcional de los telocitos
identificados en nuestro analisis (Fig 6C) . Interesantemente estos genes también
han sido identificados como parte de la firma transcripcional de células CD34+
estromales en el intestino, donde se sabe que tienen papeles asociadaos a la

remodelacion e inflamacion tisular(17).

Debido a estas similitudes, decidimos analizar si era viable encontrar la expresion
de otros ligandos asociados a telocitos. Especificamente, han sido caracterizados
los telocitos de la lamina propia intestinal como una fuente rica en ligandos de Whnit,
Dkk y Bmp. Por ello, hicimos una seleccion de lingados asociados a telocitos (18),
que se relacionan con la supervivencia de células madre, y procesos de
diferenciacion (Figura 6D). De esta lista encontramos que los CD34+ telocitos
linguales, se caracterizan por la secrecion del Wnt5a, ligando no candnico de la via
de Wnt. Asimismo encontramos cierta expresion de Srp1, el cual es un modulador
de la via de Wnt. Finalmente de los ligandos asociados a la via de BMP,
encontramos la expresion de BMP2 (Figura 6D).
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Al terminar realizamos analisis de enriquecimiento. y de ontologia genética para
saber cuales son los procesos a los cuales estan asociados los telocitos en la
lengua. Nuestros resultados identificaron su participacion en la organizacion vy
estructura de la matriz extracelular, incluyendo la organizacion y metabolismo de
las fibras de colageno (Fig 6F). Asimismo este analisis, predice una participacion en
la via de TGFB, y la regulacion de respuestas celulares asociadas a estimulos de
factores de crecimiento. Interesantemente, se sugiere un rol potencial, para los
telocitos en el fendmeno de transicion epitelio-mesénquima (Fig 6E), lo que revela

un rol aun no descrito ni estudiado para los CD34+ telocitos en este 6rgano.
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Figura 6. Reanalisis de datos de secuenciacién de célula unica provenientes de la lengua de ratén.
En el panel A, se observan los diferentes grupos poblacionales inmunitarios identificados como parte
del reanalisis, ademas se identifica un pequefo grupo segregado de células estromales
renombradas como CD34+ telocitos. B) Dicho grupo celular de células CD34 se caracteriza por la
co-expresion de PDGFRA con una correlacion positiva. C)Mapa de calor donde se muestra
los principales genes sobreexpresados como parte de la firma transcripcional de los CD34+
telocitos. D) Analisis de expresion de ligandos asociados a telocitos en el intestino, donde se
identifica cierta
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expresion para esos ligandos incluyendo a Wnt5a, Sfrp1 y BMP2. E) Analisis de vias asociadas a la
expresion de los CD34+ telocitos linguales donde resalta la asociacion a la via de TGFB vy al
fenémeno de transicion epitelio-mesenquimal. F) Analisis de enriquecimiento, donde se identifican
procesos celulares asociados a los telocitos linguales, corroborando su asociacién a la remodelacion

y metabolismo tisular, asi como a la via de TGFB.

Discusion

En el presente trabajo hemos identificado, que de manera similar al humano, en la
lamina propia y en el intersticio muscular de la lengua del ratébn se encuentran
células CD34* estromales, con caracteristicas atribuibles a telocitos. Esta
identificacion, se realizO mediante la integracion de estrategias in vivo, en
combinacion con analisis in silico, que permitieron de manera confidente poder
establecer la existencia de telocitos linguales, los cuales tienen potenciales roles
relevantes para la homeostasis, y las patologias que aquejan a este érgano (p. ej:

carcinoma oral de células escamosas).

Para llevar a cabo la identificacion de los CD34+ telocitos, utilizamos una linea
murina transgénica (CD34-CreERT2*"; R26R tdTomato*-), que marca de manera
eficiente a las células que expresan al marcador CD34 en la lengua. Mediante el
uso de este modelo, corroboramos la presencia de células con caracteristicas
morfologicas propias de telocitos, que las distinguen de otros tipos celulares. El
tener este modelo murino es un recurso invaluable, que permitira evaluar diferentes
hipotesis y escenarios, desde desarrollo, hasta en procesos de enfermedad. Por
ejemplo, dado que evidencia reciente ha postulado la capacidad progenitora de los
telocitos; el tener esta linea nos permitira realizar estudios de rastreo de linaje

celular, para evaluar el papel progenitor de los CD34* telocitos en la lengua.

Para indagar mas sobre el papel funcional de los telocitos linguales, utlizamos datos
disponibles de secuenciacién de célula unica (single cell-RNAseq), que nos permitid
identificar un pequefio grupo de células que expresan tanto a CD34, como a

PDGFRA. Notablemente estas células, no expresan a otros marcadores reportados
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como FoxL1 y Lgr5. Sumado esto, a los resultados del marcaje in vivo, decidimos
renombrar a estre grupo celular como células CD34" estromales/telocitos. A pesar
de los limites de nuestro analisis, los datos obtenidos nos permiten observaciones
relevantes: Se identifico que estas células tienen un patron de expresion que
conserva similitudes con los CD34* telocitos presentes en el intestino.
Especificamente, se identificaron a Col1a1, Col1a2, Col3a2, Postn y Sparc entre los
genes mas expresados en ambos compartimentos. Este grupo de genes
comparten funciones estructurales y matricelulares relacionadas a la remodelacién
extracelular de tejidos, funcion corroborada mediante nuestros analisis
bioinformaticos(17). Asimismo, se ha identificado que las células CD34* telocitos
en el intestino estan involucradas en fénomenos inflamatorios, lo que sugiere una
conservacion funcional de los telocitos en diferentes compartimentos a lo largo del
tracto gastrointestinal. Por ejemplo, las células estromales en la lamina propia del
intestino se requieren para la maduracion postnatal tanto de las células epiteliales
como inmunitarias(11), lo que haria relevante indagar mas sobre esta funcién en las

mucosas bucales, incluida la lengua.

Posteriormente, nuestros analisis por GO (Gene Ontology) identificaron que los
CD34" telocitos linguales tienen una firma transcripcional o expresion genética,
asociada a la via de sefalizacién del factor de crecimiento transformante beta
(TGFB). Esta es una via de senalizacién evolutivamente conservada, que se
involucra en procesos de desarrollo embrionario, asi como en la homeostasis de
organos y tejidos del adulto. Especificamente, TGFB participa en procesos celulares
de crecimiento, diferenciacién, migraciéon y apoptosis(19). Ademas, se ha
identificado la relacion de la via a fendmenos como la transicién epitelio-
mesénquima(20). El mecanismo de accién de la via de TGFB involucra la unién
inicial a receptores tipo Il (TGFBRII), para reclutar y transfosforilar a receptores tipo
| (TGFBRI). Posterior a esta activacion de los receptores, se fosforila a un grupo de
proteinas intracelulares -principalmente de tipo SMAD-, de las cuales, algunas
formaran complejos para traslocarse al nucleo y actuar como factores de

transcripcion de genes blanco(19).
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Interesantemente, la via de TGFB ha sido también relacionada con la actividad de
los telocitos pulmonares y renales. En modelos in vitro, se ha observado que la
proliferacion de los telocitos pulmonares sucede por un mecanismo de
comunicacion cruzada con PI3K (Fosfatidilinosittol-3-cinasa), en donde isoformas
de PI3K participan concertadamente con el ligando TGFB1 para regular el ciclo
celular de los telocitos(21). Por otra parte, se ha reportado que los telocitos tienen
un rol protector contra fibrosis renal, mediado por la regulacién de la via de TGFB.
En un modelo de obstruccion renal inducido en ratas, se observé que los telocitos
pueden atenuar el dafo, gracias a su capacidad para incrementar la secrecion del
factor de crecimiento hepatico (HGF). EI modelo propuesto, implica que HGF inhibe
la funcién TGFB1, lo cual conlleva a la reduccién en la fosforilacion de Smad 1/3.
En ultimas cuentas esto inhibe la expresion de genes, como Snail y Zeb1,
directamente asociados a fibrosis y a la transicién epitelio-mesénquima(22).
Nuestros analisis por enriquecimiento también predicen la asociacion de los CD34*
telocitos linguales en la transicion epitelio-mesenquimal, un fendmeno del cual se
ha estudiado poco la participacion de la lamina propia lingual, pero que tiene
implicaciones muy relevantes para el estudio de condiciones como

cicatrizacion/reparacion de tejidos, y carcinoma oral de células escamosas.

El rol de los telocitos en el intestino, ha sido estudiado principalmente en relacién
con la regulacion de la supervivencia de las células madre epiteliales, la promocién
de su diferenciacion, y el mantenimiento de su identidad. Analisis in silico paralelos
al presente estudio, predicen que en la lengua también existe la comunicacion entre
el epitelio lingual y los CD34" telocitos de la lamina propia. Encontramos que las
células basales epiteliales se caracterizan por la expresion de PDGFA, el principal
ligando de PDGFRA, el cual es un marcador expresado en los CD34" telocitos
linguales, tanto en raton como en humano. ( Este hallazgo es relevante, pues se
sabe que las células madre epiteliales se encuentran la capa mas basal del epitelio,
en continua proliferacion y diferenciacion asimétrica, para renovar las capas mas

apicales de la mucosa lingual. Tomando en cuenta esto, y nuestros hallazgos
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previos de las similitudes con los telocitos intestinales, nos llevé a indagar si
podiamos detectar la secrecion de los principales ligandos provenientes de
telocitos, que regulan la homeostasis del epitelio intestinal. De una lista curada de
genes, identificamos que Wntb5a, Sfrp1 y Bmp2 son los principales ligandos cuya
expresion podiamos detectar expresados por parte de los CD34" telocitos linguales.
Especificamente, Wnt5a es un ligando de la via no canénica de Wnt cuyo papel se
ha asociado a la regulacién, proliferacion y diferenciacién de las células madre en
diferentes 6rganos y tejidos. Particularmente, en el intestino se ha observado que
los telocitos ubicados en la unién de las vellosidades con la cripta intestinal, se
caracteriza por la secrecion enriquecida de este ligando(12). Por su parte Sfrp1, es
un receptor sefuelo, que funciona como modulador de Wnt, y cuya secrecion esta
enriquecida, y determinada por los telocitos ubicados en la cripta intestinal, donde
es importante se promueva la proliferacion de las células madre epiteliales, para
que al mismo tiempo, se prevenga su promiscua diferenciacion(23). Es de notar
que estudios han mostrado la capacidad de Sfrp1 para inhibir la proliferacién de
células madre cancerosas (cancer-stem cells), asi como de sugerirse un papel
como gen supresor de tumores(24). Por su parte Bmp2, es un ligando de la familia
de las proteinas morfogenéticas Oseas, cuya funcion estd asociada a la
diferenciacion celular. En el intestino se ha observado que su secrecion esta
enriquecida a lo largo de las vellosidades intestinales como parte de los ligandos
secretados, para el mantenimiento de la identidad celular(12). Nuestr oestudio
mostrd, que ademas de los CD34+ telocitos, también los Cx3cr1* macrofagos
secretan a este ligando (dato no mostrado), sugiriendo la existencia de multiples
fuentes o funciones redundantes entre las células que forman parte de la lamina

propia lingual.

Estos resultados dan la pauta sobre la relevancia de los CD34" telocitos linguales,
de igual para realizar una caracterizacion sobre su patrén de expresidon genética, y
si esta, se da de forma compartamentalizada y en grandiente, como en el caso de
los telocitos intestinales.
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Conclusion

Esta investigacion muestra mediante evidencia in vivo e in silico, la existencia de
células con caracteristicas propias de telocitos presentes en la lengua del ratén,
especificamente en la lamina propia y en el intersticio muscular. Ademas, se
identifican similitudes con telocitos de otros sitios, lo que sugiere una conservacion
funcional. Finalmente firmas transcripcionales asociadas a procesos relevantes
para la homeostasis, asi como alteraciones y/o patologias que pueden aquejar a

este organo.
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