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Resumen

La hematopoyesis ha sido ampliamente estudiado en la homeostasis
y durante la respuesta a dano. Recientemente se observd que los pulmo-
nes murinos son una fuente de progenitores hematopoyéticos, este pro-
ceso se conoce como hematopoyesis extramedular. Mediante el uso de
citometria de flujo, identificamos células progenitoras mesenquimales, en-
doteliales y hematopoyéticas que expresan la molécula Isthmin 1 (ISM1).
ISM1 es una proteina secretada que se caracterizé por primera en el ce-
rebro en desarrollo de Xenopus laevis. ISM1 tiene funciones en desarrollo
qgue modulan el eje Activina/NODAL. Ademas, ISM1 ha demostrado ser
necesario para la hematopoyesis en pez cebra. Nuestros ensayos in vi-
tro con células de pulmén de ratén mostraron que ISM1 mantiene células
hematopoyéticas, preferiblemente células T. Una caracterizacion adicional
de las células progenitoras hematopoyéticas mostré que la mayoria de las
células ISM1* Linaje Sca1* ckit* (ISM1* LSK) son progenitoras multipo-
tentes (MPP) y células troncales hematopoyéticas de corta vida (ST-HSC).
Las MPP y las ST-HSC son células progenitoras capaces de replicarse y
diferenciarse, pero tienen menos capacidad de reconstitucion en compa-
racion con las HSC de larga vida (LT-HSC). Ademas, la mayoria de las
células Scal* ISM1* expresaron el marcador de residencia CD49a y es-
to correlacion6 con su localizacion en la regidn extravascular del pulmon,
lo que indica que las células ISM1* son células residentes en el pulmén.
Debido a que los progenitores hematopoyéticos pueden activarse y movili-
zarse durante danos tales como inflamacién estéril o infeccion. Probamos
si las células hematopoyéticas progenitoras de pulmon receptores de re-
conocimiento de patégenos comunes (PRR). Observamos que las células
CD45*ckit* ISM1+* expresan TLR4, TLR5 y TLR9. Desafiamos a esas célu-
las con un modelo de sepsis en ratén causada por un aislado clinico de P
aeruginosa recuperado de un paciente con neumonia severa. En primer
lugar, los niveles de LSK de pulmén aumentaron después del dano, similar
a sus contrapartes en médula 6sea. En segundo lugar, encontramos mas
LSK positivas para ISM1 en comparacion con los controles. Concluimos
que ISM1 es un nuevo biomarcador asociado con células progenitoras de
pulmén. Las células ISM1* son capaces de responder a un desafio bacte-
riano, lo que sugiere una asociacion entre las células productoras de ISM1
y respuestas inflamatorias peligrosas como la sepsis.
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Abstract

The process by which blood cells are generated has been widely stu-
died in homeostasis and during pathogen-triggered inflammatory respon-
se. Recently it was observed that murine lungs are a source of hematopo-
ietic progenitors, this process is known as extramedullary hematopoiesis.
By using multiparametric flow cytometry, we identified mesenchymal, en-
dothelial, and hematopoietic progenitor cells expressing the secreted mo-
lecule Isthmin 1 (ISM1). ISM1 is a secreted protein first characterized from
the developing brain of Xenopus laevis. ISM1 have roles in developments
modulating Activin/NODAL axis. Moreover, ISM1 have proved to be ne-
cessary for hematopoiesis in Zebra fish. In vitro studies with mouse lung
cells showed that ISM1 maintains hematopoietic cells, preferably T cell
lymphocytes. Further characterization of hematopoietic progenitor cells
showed that ISM1* Lineage™ Scai* ckit* (ISM1+* LSK) cells showed that
the majority of these cells are multipotent progenitors (MPPs) and Short-
term hematopoietic stem cells (ST-HSC). MPPs and ST-HSCs are proge-
nitor cells capable of cycling but have less repopulating capacity compared
to Long-term HSC (LT-HSC) which are the quiescent hematopoietic stem
cells commonly found in bone marrow. Moreover, most of Scal* ISM1+
cells expressed the residence marker CD49a, and this correlated with their
localization in the extravascular region of the lung, indicating that ISM1+*
cells are lung-resident cells. Due to hematopoietic progenitors can be acti-
vated and mobilized during insults such as sterile inflammation or infection.
We tested if lung hematopoietic progenitors expressed common pathogen
recognition receptors (PRR). We observed that CD45*ckit* ISM1+ cells ex-
pressed TLR4, TLR5 and TLR9. We challenge those cells with a mouse
model of sepsis caused by clinic isolate of P. aeruginosa recovered from a
patient with severe pneumonia. First of all, lung LSK levels increased with
the insult such as bone marrow LSK perform under infection. Second, we
find more LSK positives for ISM1 compared to controls. We conclude that
ISM1 is a novel biomarker associated with progenitor-like cells. ISM1* cells
are capable to respond to a bacterial challenge, suggesting an association
between ISM1 producing cells and dangerous inflammatory responses like
sepsis.
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1. Introduccion

El sistema inmunoldgico constituye una red de células, tejidos y érga-
nos que trabajan en conjunto para proteger el cuerpo humano. La funciéon
principal de este sistema es la defensa ante patégenos o danos provo-
cados por el medio ambiente. El término “inmunidad“ deriva del latin im-
munitas y significa “proteccion®. De manera clasica, en los vertebrados
existen dos tipos de inmunidad, una de respuesta temprana conocida co-
mo inmunidad innata y una de respuesta tardia, conocida como inmunidad
adaptativa. La inmunidad innata es la primera linea de defensa, se com-
pone principalmente de: (1) Barreras fisicas y quimicas, como los diversos
epitelios en el organismo; (2) leucocitos (fagocitos, células dendriticas, al-
gunas poblaciones de linfocitos, etc.) y (3) proteinas en la sangre como
aquellas que conforman el sistema del complemento. Por otro lado, la in-
munidad adaptativa requiere mas tiempo para activarse, la defensa que
brinda es mas especifica y se mantiene para proteger ante un reto poste-
rior, se compone de linfocitos T y B [2].

INNATO ADAPTATIVO

. Celular Celular

Piel gg Megacarioci.tos @

Pulmones

° o . Monocitos
®e
° PMN

Defensinas

Mucosas del
intestino &
Barreras fisicas

y quimicas Sistema de complemento Molecular Anticuerpos

Linfocitos t  Linfocitos B

Molecular

Figura 1: Sistema inmunolégico y sus componentes principales

1.1. Sistema inmunoldgico innato

En términos evolutivos, el sistema inmunoldgico innato es el medio de
defensa mas antiguo que poseen los seres vivos, se encuentra tanto en
vertebrados como en invertebrados e incluso en organismos primitivos
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multicelulares. En vertebrados este sistema incluye: (1) barreras anatomi-
cas fisicas como la piel, (2) células especializadas que se reclutan al sitio
de infeccion, (3) procesos de activacion del complemento para identificar
y promover la destruccion de organismos extranos, (4) mecanismos para
la identificacion de organismos o sustancias extranas en los tejidos del or-
ganismo y (5) vias de activacion del sistema inmunol6gico adaptativo [98].

Las barreras naturales que protegen al organismo de agentes patoge-
nos son la piel y las mucosas. Estos tejidos forma barreras fisicas que
protegen al medio interno a través de la descamacion, la presencia de
uniones estrechas, los péptidos antimicrobianos (defensinas) y la produc-
cién de moco, para evitar la entrada de bacterias, parasitos y virus [138].
El sistema inmunolégico innato reconoce las senales de dano mediante
diversos receptores. Los mas estudiados son los receptores de reconoci-
miento de patrones (PRRs) que son activados por patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) o asociados a dano (DAMPs). Dentro de
los PRRs tenemos a los receptores tipo-Toll (TLRs) que son estimulados
por diversos tipos de microorganismos completos o parte de ellos [151].
Estos receptores son expresados por células propias del sistema inmu-
noldgico innato, asi como los tejidos epiteliales que separan el interior del
organismo del exterior y algunos otros tipos celulares que pueden actuar
como células presentadoras de antigeno (APCs).

El sistema inmunoldgico innato incluye diversos tipos de leucocitos que
pueden secretar moléculas promotoras de la inflamacién, fagocitar bacte-
rias y restos celulares, asi como mediar la respuesta inmunolégica adap-
tativa. En general, los leucocitos son células terminalmente diferenciadas
por lo que no entran en division celular y por lo tanto son producidos me-
diante la diferenciacion de células troncales hematopoyéticas que residen
principalmente en la médula 6sea (MO) [5]. Los leucocitos del sistema in-
munologico innato son: las células natural killer (NK), las células linfoides
innatas las células cebadas (mastocitos), los eosindfilos, los baséfilos, al-
gunas poblaciones de linfocitos; y las células fagociticas que incluyen a
los macrofagos, los neutréfilos y las células dendriticas [98]. Los sistemas
que se encuentran constantemente expuestos al medio externo poseen
mucosa, una capa de células epiteliales que recubren las cavidades del
organismo Yy un tejido conjuntivo subyacente llamado lamina propria enri-
quecido por diferentes poblaciones de leucocitos. Este tipo de tejidos se

15



encuentran en el aparato digestivo, la piel, el aparato genito-urinario y el
pulmon.

1.2. Sistema inmunoldgico adaptativo

Mientras que el sistema inmunitario innato evoluciono para reconocer
solo un nimero limitado de moléculas que son tipicas de diferentes clases
de microbios, el sistema inmunologico adaptativo puede reconocer estruc-
turas ajenas al organismo (antigenos) y de forma especifica. Ademas, es-
ta respuesta especifica es recordada por el organismo para enfrentar con
mayor rapidez y eficiencia una reinfeccion [5].

El sistema inmunolédgico adaptativo esta conformado exclusivamente
por linfocitos T y B. Estas células tienen receptores especificos para cada
antigeno cuya informacién genética se va replicando y mezclando en ca-
da nueva generacion de estas células [2]. Los linfocitos T se generan en
el timo y se subdividen en varios tipos que cumplen diferentes funciones:
los citotdxicos, los colaboradores (helper): Th1, Th2 actdan fundamen-
talmente contra parasitos y el Th17 que actlia contra bacterias de creci-
miento extracelular y hongos; los reguladores: Treg y Th3 funcionan como
supresores de la respuesta inmune. Los precursores de los linfocitos T (ti-
mocitos), se generan en la MO, luego viajan al timo donde maduran hasta
convertirse, si sobreviven, en los distintos tipos celulares [136]. Los linfoci-
tos T que participan de este proceso corresponden a aquellos que tienen
en su superficie receptores CD4 y que se denominan linfocitos T CD4+*.

Las células B se originan en la MO [119]. Para completar el desarro-
llo, las células B inmaduras migran desde la MO al bazo como células
B de transicion, pasando por dos etapas de transicion. Durante la migra-
cidn y después de la entrada al bazo, se consideran células B T1. Dentro
del bazo, las células B T1 pasan a las células B T2. Las células B T2 se
diferencian en células B foliculares o células B de la zona marginal de-
pendiendo de las senales recibidas a través del BCR y otros receptores.
Una vez diferenciados, ahora se consideran células B maduras o células
B naive [38, 47].

Existen dos tipos de respuesta adaptativa: la respuesta celular y la
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respuesta humoral. La primera es mediada por células T citotoxicas que
eliminan células infectadas por virus y otros patégenos intracelulares, y
células T cooperadoras productoras de citocinas. La segunda esta contro-
lada por células B, que generan anticuerpos especificos contra determi-
nado antigeno [2]. Adicionalmente, se requiere la presencia de células del
sistema inmunitario innato, las células presentadoras de antigenos (anti-
gen presenting cell, APC), que atrapan partes del agente infeccioso, las
procesan y las muestran a las células T [98].

1.3. Hematopoyesis: El origen de las células del sistema
inmunoldgico

Las células del sistema inmunoldgico se originan a partir de una de las
células troncales [146]. Las células troncales hematopoyéticas (Hemato-
poietic stem cells, HSC) dan origen a todos los linajes de células inmunes,
tanto del sistema innato como adaptativo. En los mamiferos adultos, las
HSCs se encuentran en la MO y se identifican por una gran cantidad de
moléculas de superficie, genes y capacidad regenerativa en trasplantes
[124].

Las HSCs carecen de marcadores de “linaje“, que son aquellos comiunmen-
te expresados por células maduras como el CD19 en los linfocitos B. Las
HSCs, son células linaje negativo, expresan en su superficie niveles ele-
vados del antigeno de células troncales (stem-cell antigen 1, Sca-1) y del
receptor para el factor de células troncales (ckit). Esta subpoblaciéon se
conoce comunmente como LSK [195, 280]. A pesar de que las LSK pue-
den dar origen a diversos tipos celulares, solo un 10 % de estas son ca-
paces de regenerar una MO danada. Esta subpoblacién se caracteriza
por expresar la sialomucina antiadhesiva CD34, receptores de la familia
SLAM (signaling lymphocytic activation molecule) el receptor CD150 y el
CD48, asi como poseer la habilidad de eluir colorantes intravitales como
Rodamina-123 y Hoeschst 33342. Estas propiedades identifican al com-
partimento de las HSC de la MO [280]. Algunas LSK son progenitores
multipotentes (MPP, por sus siglas en ingles), capaces de regenerar algu-
nos linajes celulares, puesto debido a cambios coordinados en su trans-
criptoma, su capacidad totipotencial se ha perdido [33]. Inmediatamente
antes de los MPPS, se encuentran las HSCs. Las HSCs totales de un
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ratén adulto son aproximadamente 12-42 células por cada millon en la
MO. Esta pequena subpoblacion se puede clasificar a su vez en dos ti-
pos: las células troncales de corta vida o “activadas” (Short-term HSCs)
y las células troncales de larga vida o “quiescentes” (Long-term HSCs)
[184, 280]. Al conjunto de MPPs y HSCs (Figura 2) se le conoce como
células troncales y progenitoras hematopoyéticas (HSPCs, por sus siglas
en inglés) [166].

1.4. Hematopoyesis: Ontogenia de las células troncales
hematopoyéticas

Los progenitores hematopoyéticos mas primitivos se producen en el
saco vitelino a partir del dia 17 de la gestion en humanos y en el dia 7.5
en embrion de raton (E7.5) [14]. En esta region, el tejido mesodérmico da
origen a progenitores estrechamente relacionados con las células endote-
liales y hematopoyéticas. Estos cumulos de células primitivas se conocen
como “islas de sangre” en el saco vitelino. Las células primitivas del saco
vitelino, dan origen principalmente a eritrocitos y fagocitos. Sin embargo,
estas no son las células troncales hematopoyéticas definitivas y las cua-
les encontramos en la médula osea en el adulto. De forma simultanea el
higado comienza a desarrollarse [129].

Posteriormente, una region de la aorta primitiva, la esplanopleaura
para-aortica comienza a producir los progenitores hematopoyéticos de-
finitivos alrededor del E9 en ratén y el dia 27 de la gestacién en humanos.
Esta region contintia su desarrollo y obtiene el nombre de aorta-gonadal-
mesonefros (AGM), esto ocurre aproximadamente al dia E11 en ratén y al
dia 27 en humanos [71, 150, 255]. Las células en el AGM tienen un arela-
cion estrecha con células de tipo endotelial, expresan marcadores como
Sca-1 (0 Ly6-a), c-kit y CD34 [24].

Las células hematopoyéticas definitivas que emergen del endotelio he-
mangiogénico o hemangioblasto, comienzan a expresar marcadores que
la diferencian del linaje endotelial como son CD44 [181] y CD45 [225]. Se
ha detectado en el raton que casi al mismo tiempo en el que las HSCs se
encuentran en la AGM, la placenta también posee progenitores hemato-
poyéticos en el raton [68]. La placenta humana también posee progenito-
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Figura 2: Hematopoyesis. Las células troncales y progenitoras hematopoyéticas
(HSPCs) incluyen a las células troncales quiescentes (LT-HSC), a las células tronca-
les activas (ST-HSC) y a los progenitores multipotentes. Se muestran las moléculas de
superficie comunes para identificar a estas células en la médula de raton.
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res hematopoyéticos alrededor de la 5-6ta semana de gestacion [42].

Posteriormente los progenitores hematopoyéticos migran del AGM al
higado fetal, sin embargo, se desconocen las rutas de migracion exacta
en este proceso [254]. El higado se origina como un diverticulo del piso
del tracto digestivo embrionario en el dia E9 en el ratdon. En este estadio,
la yema hepatica contiene eritrocitos y fagocitos CD45* provenientes del
saco vitelino. A partir del dia E10-E15 la yema hepatica se desarrolla rapi-
damente al ser vascularizada y poblada con las células provenientes del
AGM, que son CD34*CD45* [253].

El higado fetal en humanos se reconoce como un érgano hemato-
poyético alrededor de las 7-17 semanas post-concepcion, siendo el sitio
dominante de la hematopoyesis fetal después de la semana 20. El higado
fetal humano contiene HSCs y células progenitoras multipotentes (MPP)
capaces de dar origen a las células linfoides innatas (/nnate Lymphoid
Cells, ILCs), los linfocitos T y B, las células NK y a los progenitores mie-
loides CD34* [202].

De manera interesante, algunas células de origen mieloide encontra-
das en tejidos adultos tales como los pulmones o la cavidad peritoneal
provienen del saco vitelino en lugar de los progenitores definitivos del
AGM e higado fetal. Un ejemplo de ello son los macréfagos residentes
de tejido en el peritoneo [72, 202, 230].

Asi mismo, algunas poblaciones linfoides como las células B-1 se ori-
ginan en el saco vitelino y son parte de la respuesta inmune humoral, pero
no del sistema inmunoldgico adaptativo. De forma similar a los macroéfa-
gos residentes de tejido, estas células no se encuentran en circulacion
y su regeneracion no depende de la MO, ya que son capaces de auto-
regenerarse [94].

Notablemente, la naturaleza de los progenitores originados en saco
vitelino es de respuesta inmunolégica innata. Organismos como el pez
cebra e invertebrados solo poseen este tipo de respuesta, mientras que
los vertebrados ya poseen un sistema inmunoldgico adaptativo [50].

Finalmente, el érgano hematopoyético definitivo, la médula osea, se
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Figura 3: Ontogenia de las células hematopoyéticas.

convierte en el nicho de los progenitores hematopoyéticos posterior al na-
cimiento en raton. En el humano se vuelve un 6rgano funcional a partir del
4-5to mes de gestacion [108]. Se ha descrito que son las HSCs derivadas
de higado fetal las que migran a la médula osea para establecerse en su
nicho final [292].

Las HSC en la MO requieren un microambiente especial (nicho) para
mantener su capacidad troncal. Se han descrito dos tipos de nichos en la
MO.

El primero, el “nicho endosteal®, se localiza en el endostio o endos-
teum, es una membrana vascular delgada del tejido conjuntivo que bordea
la superficie interior del tejido 6seo que forma la cavidad medular de los
huesos largos. En esta region se encuentran osteoblastos especializados,
células reticulares CXCL12* (CXCL12-abuntandant reticular cells, CAR),
los osteoclastos y células estromales tipo fibroblasto.

21



El segundo nicho, el nicho vascular, se encuentra adyacente a las célu-
las CAR en una estructura conocida como sinusoides, ahi se alojan las
HSCs [167]. Las moléculas que mantienen a las HSCs en estos nichos,
son el factor de células troncales (stem cell factor, SCF), la quimiocina
CXCL12, la angiopoyetina 1 (Ang-1) y la trombopoyetina 1 (TPO-1) [53].

Por otro lado, la regulacién de la proliferacion y diferenciacion de las
HSCs esta modulado por citocinas como la eritropoyetina (EPO), el factor
estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) y los in-
terferones alfa y gamma ((INF-« and INF-y) [12, 61, 157]. Estas citocinas
comunmente se asocian a eventos inflamatorios que pueden ser orques-
tados por una infeccién o un trauma, por lo que la MO esta preparada
para regenerar a las células de sistema inmunoldgico tanto en homeosta-
sis como bajo condiciones patologicas. Sin embargo, existen casos en los
que la MO falla y la generacién de progenitores hematopoyéticos recae
en otros sitios en el organismo adulto, como el higado, los pulmones o el
bazo. Este proceso se conoce como hematopoyesis extramedular (Extra-
medullary hematopoiesis, EMH).

1.5. Hematopoyesis extramedular en adultos

La EMH puede darse bajo condiciones homeostaticas y principalmen-
te por mecanismos patoldgicos (Figura 4). Por ejemplo, bajo una infeccion
aguda, organos como el higado y el bazo comienzan a producir progeni-
tores hematopoyéticos debido al incremento de GM-CSF e interleucina 3
(IL-3) [60, 113].

En patologias crénicas que afectan a la MO, esta se vuelve incapaz
de regenerar las células que requiere el organismo. Se ha reportado que
en esos casos 6rganos como el higado o el bazo suplen la funcién de ge-
nerar nuevas células hematopoyéticas. Las patologias mas comunes que
llevan a la EMH son la mielofibrosis, la enfermedad metastasica 6sea, la
leucemia, la enfermedad de células falciformes y las talasemias [113].

La EMH patolégica es un problema secundario, diagnosticado princi-
palmente con imagenologia médica, como rayos X, tomografia computari-
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Figura 4: Hematopoyesis extramedular.

zada (computed tomography, CT) o resonancia magnética (magnetic re-
sonance imaging, MRI). Estas técnicas de inicio muestran masas anéma-
las, que pueden ser analizadas por el patologo. Las técnicas mas comu-
nes para determinar que son células y progenitores hematopoyéticos son
tinciones con Giemsa y hematoxilina y eosina (H&E) [214]. Algunos re-
portes, adicionalmente incluyen inmunohistoquimica y citometria de flujo
marcando antigenos comunes de progenitores hematopoyéticos o el uso
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de marcajes coloidales [214, 242].

Se sabe que existe la hematopoyesis de emergencia en érganos como
el bazo, sin embargo se desconoce que moléculas lo regulan. Reciente-
mente se encontré que existe un nicho estromal caracterizado por el gen
TxI1, la sobreexpresion de este gen por manipulacion genética o trata-
miento con LPS promueve el incremento de células LSK CD48*CD150*
en este 6rgano [182]. Se requieren mas estudios para saber que meca-
nismos regulan la hematopoyesis extramedular de emergencia y en con-
diciones fisiolégicas.

Por otro lado, se han encontrado progenitores hematopoyéticos en te-
jidos sin patologias asociadas a un mal funcionamiento en la MO. En el
intestino delgado humano se reporté que existen células CD34+ y CD45*
[139] y estos progenitores parecen tener la capacidad de generar células
hematopoyéticas maduras post trasplante, de forma similar a los proge-
nitores de la médula dsea [66]. Asi mismo, se ha reportado que la frac-
ciéon vascular-estromal de tejidos adiposos humanos contienen progenito-
res que dan origen tanto a células endoteliales como a células hemato-
poyéticas in vitro. Esta subpoblacion se denominé hemangioblasto adulto
y estan enriquecidos en marcadores como CD34 y VEGFR2 (KDR) [159].
Recientemente se encontrd que en rindn fetal human existe un cluster de
células que expresan genes asociados a hematopoyesis como runx1y
CD44 [89]. Ademas, en bazo y sangre periférica humana es posible en-
contrar progenitores CD19°CD34+*CD38* en condiciones fisiologicas, po-
siblemente progenitores comprometidos con linaje eritromieloide [155].

En el pulmén y el tejido adiposo de raton, se han encontrado células
VEGFR2* y CD31* que tienen el potencial de generar células endotelia-
les, células de musculo liso y colonias hematopoyeticas in vitro, por lo que
se presume corresponden al hemangioblasto adulto descrito en humanos
[286]. Descripciones anatomicas del pulmdn murino mostraron que exis-
ten células CD34* Sca-1* ckit* cerca de los vasos sanguineos, lo cual
indica la presencia de progenitores hematopoyéticos y endoteliales [203].
Esto se corroboro en 2017 cuando se reportd por primera vez que los pul-
mones de ratén son sitios hematopoyéticos activos y proveen casi el 50 %
de la produccion total de plaquetas del organismo, conteniendo todos los
tipos de progenitores hematopoyéticos, incluso células troncales hemato-
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poyéticas como las de MO [84, 131].

Dado que los pulmones no se reconocen como un nicho hematopoyéti-
Co, se piensa que la vasculatura pulmonar funciona como un nicho para
las HSCs, por su proximidad con los progenitores y su interaccién con
células estromales como pericitos y fibroblastos [26]. En médula 6sea
existe un nicho descrito en el cual las HSCs reciben senales paracrinas de
células en la vecindad que liberal moléculas como factor de crecimiento
transformante beta (TGF-$3), TPO-1, SCF, entre otras [8]. Asi mismo las
células troncales hematopoyéticas pueden liberar algunas de estas citoci-
nas y tener una funcién autocrina [142].

Los mecanismos que regulan la EMH, asi como el origen de los proge-
nitores en tejidos extramedulares es desconocido, se especula que pro-
vengan de tejidos embrionarios o directamente de la MO. Muchas de estas
preguntas siguen sin respuesta, por lo que queda mucho campo por cubrir
para describir la hematopoyesis extramedular en los adultos.

1.6. Mecanismos de inmunidad en el pulmoén

El pulmén posee un epitelio cilindrico pseudoestratificado (en bron-
quios y bronquiolos) y epitelio escamoso simple en la region alveolar, lo
que permite la difusion vy filtracion de substancias de forma rapida [261].
La mucosa del sistema respiratorio recubre las vias nasales, la nasofarin-
ge, la traquea, el arbol bronquial y los alvéolos.

El pulmdn estd compuesto por tres tipos de compartimentos: el es-
pacio aéreo (o alveolar), el vascular (bronquial y pulmonar) y el espacio
intersticial. Las particulas de un tamano menor o igual a 1 um son capa-
ces de pasar de la nasofaringe hasta las membranas alveolares donde
interactuan con los componentes solubles en los fluidos alveolares (p. e.
lgG, complemento, surfactantes, proteinas asociadas, etc.) y macrofagos
residentes. Entre estas particulas se encuentran agentes patégenos como
virus y bacterias, es por esto que el pulmén cuenta con leucocitos en el
espacio aéreo, 95 % son macrofagos alveolares, 1-4 % son linfocitos mien-
tras que los neutrdfilos solo representan el 1 % de las células CD45* [143].
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En el compartimiento no-vascular e intersticial, el 49 % de la poblacién
celular corresponde a células linfoides, como células NK, el 25% a célu-
las dendriticas y el 16 % a otras células mononucleares mieloides CD45*
[13]. El origen de estas células se atribuye tipicamente a la MO, sin em-
bargo, se ha descrito que, en condiciones patologicas, como anemias o
desordenes mieloproliferativos, el pulmédn puede funcionar como un nicho
hematopoyético, extramedular [27, 113].

1.7. Hematopoyesis extramedular asociada al pulmén

La hematopoyesis es la formacion de los componentes celulares de
la sangre. Estas células se originan a partir de la poblacién celular en la
MO, que posee la capacidad de autor-renovarse, proliferar y dar origen a
diferentes estirpes celulares [20]. Las células troncales hematopoyéticas
(Hematopoietic stem cells, HSCs) de mamiferos que residen en la MO
proceden de una subpoblacién de las células troncales embrionarias ori-
ginadas en el AGM (aorta-gonada-mesonefro) que deben migrar al higado
fetal antes de poblar la MO [14].

La MO provee un microambiente o nicho especializado que permite
que estas células conserven su estado indiferenciado. De manera ca-
racteristica las HSCs no expresan marcadores de superficie presentes
en células con un linaje especifico (Lin") pero expresan altos niveles del
antigeno de células troncales Sca-1 y el receptor del Stem Cell Factor
(SFC), c-kit, por lo que se conocen como poblacion LSK [195]. Menos
del 10 % de las LSK tiene capacidad regenerativa, por lo que ademas de
los marcadores mencionados se busca la expresion de la sialomucina an-
tiadhesiva CD34, los receptores de la familia SLAM (CD150 y CD48) o
la capacidad diferencial de expulsar colorantes como Rhodamina-123 y
Hoeschst 33342 [112, 280].

Las HSCs representan aproximadamente del 0.00125-0.00425 %(12-
42 células/millon) de la poblacién global de la médula 6sea en ratén, esta
poblacién se divide en dos tipos principales: Las células troncales quies-
centes o de larga vida (Long term hematopoietic stem cells, LT-HSC) y las
células troncales activas o de corta vida (Short term hematopoietic stem
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cells, ST-HSC) [280]. Las HSCs quiescentes comunmente poseen el fe-
notipo LSK CD34 CD150*CD48 Rho123° y se propone dan origen a una
poblacion HSCs activa LSKCD34+*CD150°CD48 Rho123", aunque aun se
discute la participacion de diversas HSCs intermediarias [111, 234, 280].

De manera anatémica, las HSCs activas y quiescentes difieren en su
ubicacion en la médula ésea, las primeras contactan la microvasculatura
de la MO y las segundas se encuentran en los nichos del endosteum. Los
procesos de sobrevivencia, proliferacion y diferenciaciéon en HSCs estan
modulados por citocinas como la eritropoyetina (EPO), los factores esti-
mulantes de colonias (G-CSF y GM-CSF) y los interferones alfa y gamma
(INFx e INFy) [11, 61, 157]. En los mamiferos adultos, la MO es el nicho
clasico donde encontramos a las HSCs, por lo tanto, el hallazgo de pro-
genitores proliferativos fuera de este 6rgano se consideraba patologico.
Como ha sido mencionado, la EMH ha sido observada principalmente en
condiciones patologicas, diversos reportes han encontrado la presencia
de progenitores hematopoyéticos en humanos, en su mayoria derivados
de una enfermedad concomitante. En la Tabla 1 se enlistan algunos re-
portes que mostraron casos clinicos de EMH en pulmén.

La EMH en situaciones patolégicas ha sido diagnosticada, principal-
mente, mediante estudios radioldgicos , principalmente mediante estudios
radiolégicos [48, 201], la tomografia computacional (CT) [223], las image-
nes de resonancia magnética (MRI) y colorantes coloidales [145, 242] y
se considera un componente secundario. En algunos casos, posterior a la
toma de biopsia y analisis histoldgico con tinciones como la de glicofori-
na para progenitores eritroides [132, 238], Giemsa o H&E (Hematoxilina
y eosina) para diversas células hematopoyéticas (maduras e inmaduras)
[145, 214]. En ocasiones el analisis patoldgico abarca inmunohistoquimi-
ca (IHC) [7, 187, 194] o citometria de flujo de células purificadas marcadas
con anticuerpos tipicos para células del sistema hematopoyético [3].

De forma interesante, algunos estudios han mostrado la presencia de
progenitores hematopoyéticos CD45+* CD34* en biopsias de intestino del-
gado de humanos adultos [66, 139]. Asi mismo se ha visto que la fraccion
vascular del tejido adiposo humano contiene progenitores CD45° CD34*
VEGFR2* que dan origen a células vasculares y hematopoyéticas in vitro
del tipo hemangioblasto que solo se habia descrito en desarrollo embrio-
nario [159].
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Enfermedad Técnica de diagnostico de EMH Referencia
principal
Mielodisplasia y | Radiografia y tomografia computari- | [201]
cirrosis zada de torax
Sindrome mie- | Radiografia y tomografia computari- | [164]
lodisplasico y | zada de torax, aspirado de la arteria
mielofibrosis pulmonar y analisis histopatologico
Anemia fal- | Radiografias y hallazgos post- | [48]
ciforme y | mortem
B-talasemia
Mielofibrosis Radiografia y tomografia computari- | [223]
con metaplasia | zada de térax, analisis de sangre, ci-
mieloide tometria de flujo y gammagrafia pul-
monar con Tc99m-anti-CD66
Mielofibrosis Tomografia computarizada, biopsia | [187]
de la masa pulmonar con analisis por
inmunohistopatologia

Tabla 1: EMH en pulmén. La EMH derivada de problemas que afectan la MO puede
provocar la presencia de progenitores hematopoyéticos funcionales en los pulmones, se
desconoce si dichos progenitores migraron directo de la MO previo a la enfermedad o si
se encontraban desde mucho antes.

De forma similar, en ratones se han descrito que las células deriva-
das de pulmoén y tejido adiposo que expresan VEGFR2* y/o CD31* pero
no CD45, pueden producir células endoteliales, células de musculo liso y
colonias hematopoyéticas in vitro [286]. Descripciones anatdmicas de los
pulmones de raton han mostrado que las células CD34+ se ubican cerca-
nas a los vasos sanguineos y a las células epiteliales bronquiales, parte
de estas podrian ser progenitores que den origen a los tejidos antes men-
cionados [203].

Como se menciond anteriormente, los pulmones de ratdn poseen pro-
genitores hematopoyéticos funcionales [131]. Estos progenitores hemato-
poyéticos también se han descrito recientemente en pulmdn embrionario
de ratdn [84], estas células tienen gran capacidad para ser trasplantadas.
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Los pulmones poseen al menos 40 tipos diferentes de células que
podrian ser candidatas para ser una especie de tejido estromal que sopor-
te a diversos tipos de progenitores, algunos candidatos son los pericitos,
fibroblastos varios y las mismas células endoteliales [26].

Se requieren estudios mas profundos sobre la EHM en homeostasis
y patologias, para poder entender el origen y las caracteristicas particu-
lares de los progenitores hematopoyéticos fuera de la MO. A medida que
los estudios en las HSCs y sus nichos progresan se caracterizan nuevas
moléculas que modulan diversos procesos en las HSCs, tal es el caso de
ISM1, una proteina soluble que recientemente se vinculd con la regulacion
de la hematopoyesis en el pez cebra [18].

1.8. Isthmin-1

Isthmin-1 (ISM1) es una proteina secretada que se identifico por pri-
mera vez en el cerebro de Xenopus laevis, en la region organizadora el
isthmus, de donde toma su nombre [196]. En el desarrollo ISM1 es parte
del grupo de moléculas que se expresan junto con el factor de crecimien-
to de fibroblastos 8 (FGF8), las cuales son necesarios para el correcto
modelamiento craneofacial [127]. ISM1 posee dos dominios proteicos al-
tamente conservados, un dominio de repetidos de trombospondina (TSR)
y un dominio asociado a adhesién en MUC4 (Mucina 4 asociada a su-
perficie celular) y otras proteinas (AMOP, Adhesion-associated domain in
MUC4 and other proteins) [222]. El dominio TSR esta relacionado con
su capacidad antiangiogénica y el dominio AMOP con la capacidad de
promover sobrevivencia o inducir la apoptosis in vitro dependiendo de su
concentracion y estado fisico [266, 284, 294].

Se han descrito dos receptores para ISM1, uno de baja afinidad el
dinero de integrinas avp35 que promueve la apoptosis inducida por inte-
grinas y otro de alta afinidad GRP78 (Proteina regulada por glucosa 78)
el cual promueve la apoptosis al inducir la deplecion de ATP y la disfun-
cién mitocondrial [45, 294]. Por otra parte, el receptor GRP78 que nor-
malmente se encuentra en el reticulo endoplasmico se transporta hacia la
membrana celular en diversos tipos de cancer, por lo que ISM1 también
posee un efecto antitumorigénico [45, 284, 291]. ISM1 induce permeabili-

29



dad vascular en el pulmén murino, mediante su interaccion con GRP78 y
la activacion de la cinasa proto-oncogén Src que conlleva a la disrupcion
de las uniones adherentes mediadas por VE-cadherina y 3-catenina [266)].

En mamiferos adultos se ha descrito que ISM1 se expresa abundante-
mente en la piel, el pulmdn, el pericardio y en algunas células del sistema
inmunoldgico como las NK DX5* NKp46*, las NKT y los linfocitos Th17
[265]. El hecho de que ISM1 se exprese en barreras anatémicas como la
piel, las mucosas y los linfocitos sugiere un papel en la inmunovigilancia
y en la inmunidad innata. En el modelo que ocupé Valle-Rios y colabora-
dores en 2014, utilizaron un raton carente de células linfoides maduras,
en el cual se observaron células pequenas mononuclareas positivas para
ISM1. Es posible que estas células pertenezcan a una poblacion progeni-
tora no determinada en pulmén o estén emparentadas con la side popu-
lation mencionada anteriormente.
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2. Definicion del problema

2.1. Planteamiento

El gen de ism1 se expresa abundantemente en el desarrollo, donde es
necesario para la formacion craneofacial [127, 186], asi como la genera-
ciéon del sistema hematopoyético en el pez cebra [18]. La proteina ISM1
posee dominios TSR y AMOP, el primero relacionado con su capacidad
antiangiogénica y el segundo con la capacidad de promover sobrevivencia
o inducir la apoptosis in vitro dependiendo de su concentracion y estado
fisico [266, 284, 294]. En organismos adultos ISM1 se expresa en tejidos
como el pulmédn o la piel, asi como en células del sistema inmunolégico
tales como linfocitos Th17 y algunas células NK [265]. En ensayos pre-
liminares se ha observado que ISM1 se expresa en una subpoblacion
extraida del pulmdén que exhibe marcadores tipicos de células troncales
hematopoyéticas. Este ultimo dato, requiere ser estudiado a profundidad
y sera el motivo de estudio de este proyecto doctoral.

2.2. Preguntas cientificas

1. Las células troncales y progenitoras hematopoyéticas del pulmén
¢, Expresan ISM17?

2. ;ISM1 esta relacionada con en la hematopoyesis extramedular en
pulmoén?
2.3. Hipotesis

Isthmin-1 es una proteina que participa en los procesos de prolifera-
cion y diferenciacion de las células con fenotipo troncal hematopoyético
derivadas de pulmén murino.
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3. Obijetivos

3.1. Obejtivo general

Describir el papel que tiene Isthmin 1 en la hematopoyesis extramedu-
lar en pulmén murino.

3.2. Obijetivos particulares

1. Caracterizar a las células troncales hematopoyéticas ISM1* en el
pulmén murino.

2. Evaluar la capacidad de proliferacion y diferenciacion in vitro de las
células derivadas de pulmon en presencia y ausencia de ISM1.

3. Utilizar un modelo de inflamacion para perturbar el nicho de las tron-
cales hematopoyéticas derivadas de pulmén y evaluar cambios en
las poblaciones que expresan ISM1.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Animales de laboratorio

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J de 6 a 8 semanas de edad
mantenidos en condiciones libre de patdgenos especificos. Todos los rato-
nes fueron manipulados conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 y se sacrificaron mediante dislocacion cervical para obtener los
pulmones y demas érganos indicados posteriormente.

4.2. Obtencion de las células linfoides

Sangre periférica—La sangre se recupero por perfusion simultanea de
PBS 1x 0.5 mM EDTA a través del ventriculo izquierdo y se colecta colecto
con una jeringa de insulina a través de la aorta abdominal. La suspensién
se centrifugo, se tratd con buffer de lisis de eritrocitos y se lavé con PBS
1x para poder hacer la cuantificacion celular.

Pulmdén—Los ratones se sacrificaron y diseccionaron para obtener los
pulmones, previo a la recuperacion de los pulmones se perfundieron in-
yectando 5 mL de PBS 1x frio por el ventriculo izquierdo del corazon.
Posterior a la perfusion, el tejido se corté en trozos de 5 mm aproxima-
damente en 20 mL de medio RPMI suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 5%, con 20 mg de Colagenasa | (Sigma) y 10 mg de DNAsa |
(Sigma), esta mezcla se incubo en agitacién por 15 minutos a 150 rpm y
37 °C. La suspension celular obtenida se filtré en una malla con poro de 70
um para posteriormente centrifugar por 5 minutos a 1500 rpm. Después
se hizo un lavado con medio RPMI y se cuantificaron las células obtenidas
para su futuro uso.

Bazo—Se diseco el bazo posterior a la extraccion de los pulmones. El
organo se colocd en una caja Petri de 60 mm con PBS 1x frio, se homo-
geneizo mecanicamente y se pasé por un filtro de 100 um.

Lamina propria—Después de extraer los pulmones y el bazo, se se-

pard el intestino delgado cortando desde el final del piloro y hasta la
valvula ileocecal. Se colocé en PBS 1x frio y se lavd el contenido intesti-

33



nal, posteriormente se abrié longitudinalmente y se corté en fragmentos
de aproximadamente 2 cm. El tejido se coloc6 en una solucion con Buffer
Hanks (HBSS) 0.5 mM de EDTA y 2% de SFB, enseguida se incub6 a
37 °Cy 250 rpm por 20 minutos. Posteriormente, el contenido se paso por
un filtro, descartando lo filtrado y conservando lo que quedd en el filtro,
este tejido se volvio a cortar para obtener trozos de 5 mm y se coloc6 en
una solucion de 20 mL de medio RPMI suplementado con SFB 5%, 20
mg de Colagenasa | (Sigma) y 10 mg de DNAsa | (Sigma). La suspension
se coloco en agitacion a (150 rpm) a 37 °Cpor 15 minutos. Terminando la
incubacion la suspension se filtré con un filtro de 70 um y se recupero la
suspension celular filtrada. La suspension de células se lavd con medio
RPMI y se cuantifico para posteriormente hacer la tincion.

Meédula 6sea —Se disecaron las tibias y fémures de ambas extremi-
dades posteriores del raton, se expusieron las epifisis de ambos huesos
y se hizo un corte en ambas con tijeras de diseccion. Posteriormente se
extrajo el contenido con una jeringa de insulina cargada con PBS 1x frio.
Esta suspension celular se pasé por un filtro con poro de 70 um. Poste-
riormente, la suspension se traté con buffer de lisis de eritrocitos y se lavd
con PBS 1x para poder contar las células.

Nota: De no estar indicado, solo si el pellet celular contenia exceso de
eritrocitos, se emple6 una solucion de lisis de eritrocitos por 5 minutos en
hielo.

4.3. Fenotipificacion por citometria de flujo

Se coloc6é 1 millon de células en cada tubo para citometria con con
amortiguador para realizar la citometria (FACS, PBS 1x con SFB al 2%)
en un volumen final de 200 L. Posteriormente se agregaron los anticuer-
pos en la dilucion indicada en la Tabla 2 en Apéndices. Se incubaron a
4 °Cy oscuridad por 25 minutos. Posteriormente se hizo un lavado con 3
mL de buffer FACS vy se fijaron las células con paraformaldehido al 4 %
durante 20 minutos a 4 °C y oscuridad. Para la tincién intracelular, se
permeabilizaron las células con 1 mL de buffer de permeabilizacion (Bio-
legend) dos veces. En seguida las células se resuspendieron en 100 pL
de buffer FACS para posteriormente anadir los anticuerpos para marcaje
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intracelular, se incubaron a temperatura ambiente por 25 minutos. Final-
mente, las células se lavaron con buffer FACS y se resuspendieron en
este buffer para leer al citometro. Para el marcador ISM1 se incluyeron
controles con anticuerpo de control de isotipo que es un anticuerpo con
el mismo isotipo (IgG2b) y conjugado con el mismo fluorocromo (PE) que
el anticuerpo ISM1, pero sin especificidad antigénica como control para
conocer la unién inespecifica que puede tener el anticuerpo. Las suspen-
siones celulares se adquirieron en el citometro de flujo Cytoflex LX y los
resultados se analizaron en los softwares Cytexpert v2.0 y FlowJo v10.7.2.
Lista de anticuerpos detallada se encuentra en Apéndices.

4.4. Fenotipificacidon por microscopia de flujo

Se utilizaron 2x106 células recién aisladas de pulmén y se marcaron
extracelularmente con FITC anti-Scal y APC anti-CD45 seguido de una
tincion intracelular con h PE anti-ISM1 y DRAQS5 para nucleo (Todos de
Biolegend). Posteriormente se capturaron las imagenes en el Amnis Ima-
geStream Mark Il Imaging Flow Cytometer a 60x (EMD Millipore). Los
datos se adquirieron en el software Amnis INSPIRE y se analizaron con
el software Amnis IDEAS.

4.5. Localizacion extravascular de las células ISM1

Se utilizaron ratones C57BL6/J de 6-8 semanas. Se inyectaron por via
intravenosa 200 pL de una solucion de APC anti-Scal en PBS 1x. Alos 5
minutos se realiz6 la extraccion del pulmon (como se indico previamente).
La suspensidn celular se tind con FITC anti-Scal y Zombie Violet, poste-
riormente las células se fijaron y permeabilizaron para tefir contra ISM1
intracelular con PE anti-ISM1. Las muestras se pasaron por el citbmetro
de flujo.

4.6. Co-cultivos de células de pulmén con ISM1 recom-
binante

Se extrajeron alrededor de 8x10° células derivadas de pulmén, se la-
van con HBSS con antibiotico/antimicotico 2 veces y finalmente se resus-
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pendieron en medio xMEM completo (10 % SFB, 1x de antibidtico/antimicoti-
co. Se sembraron 2x10° células por pozo en una caja de 6 pozos, la cual
tenia una monocapa de células estromales de raton OP9 al 80-90 % de
confluencia (sin adicién de factores de crecimiento). Se utilizaron las con-
centraciones de rISM1 30 pM y 150 pM. Los cultivos se monitorearon
durante 5 dias. Al quinto dia se retiraron las células con lavados de PBS
1x sin despegar la monocapa de estromales. A estas células se les eva-
lud por citometria de flujo la expresion de CD45 y marcadores de células
diferenciadas: CD3, CD19 y Ly6G.

4.7. Infeccion con Pseudomonas aeruginosa

Se infectaron ratones de la cepa C57BL/6 de forma Intraperitoneal con
la cepa de P, aeruginosa PA14-USI, EIL y B43. Se inocularon 2x107 UFC
con PBS 1 x como vehiculo y se evalu6 la sobrevivencia. Posteriormente
se realizé el mismo protocolo solo con la PA14-USI, después de 8 horas
se sacrificaron a los ratones y se recuperara sangre periférica, pulmones,
medula ésea y bazo. En estos tejidos se evalud la expresion global de
ISM1 por citometria de flujo, en plasma por ELISA y particularmente en
pulmén se analizé la presencia de ISM1 en células LSK y HSPCs.

Plasma—EIl plasma de las muestras de sangre periférica fue recupe-
rado después de centrifugar 10 min a 1500 rpm y se guardaron a -80°C
hasta su posterior uso.

ELISA—Los niveles plasmaticos de ISM1 fueron medidos con el kit
LEGEND MAX ELISA para ISM1 (Cat. 438907, Biolegend) de acuerdo
con las instrucciones del manual.

4.8. Muestras de pacientes humanos

Este estudio se llevo a cabo con el consentimiento y bajo las guias
de los comités de ética del Hospital Infantil de México Federico Gémez
con numero de registro HIM/2016/057. Todos los pacientes (o sus tutores
legales) otorgaron consentimiento informado para utilizar los remanentes
de muestras de biometria hematica. Se recuperaron 15 muestras de pa-
cientes pediatricos y 11 individuos sanos. Los datos de los pacientes se
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encuentran en el Apéndice.

Plasma—eEl plasma de las muestras de sangre periférica fue recupe-
ran después de centrifugar 10 min a 1500 rpm y se guardaron a -80°C
hasta su posterior uso.

ELISA—Los niveles plasmaticos de ISM1 fueron medidos con el kit
LEGEND MAX ELISA para ISM1 (Cat. 438907, Biolegend) de acuerdo
con las instrucciones del manual.

4.9. Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando la prueba estadistica de T de stu-
dent para datos pareados mientras que las comparaciones mdltiples seran
analizadas por medio de ANOVA de una via y un post-test de Bonferroni,
se utilizé el programa R Studio, con R version 4.0.5. Un valor de p<0.5 se
tomo6 como estadisticamente significativo.
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5. Resultados

5.1. Las células ISM1* estan enriquecidas en pulmon mu-
rino

Poco se sabe sobre ISM1, incluyendo el tipo celular que lo expresa y
su funcion en el microambiente celular. Se reportd previamente que las
células con fenotipo linfoide de pulmoén expresan ISM1 intracelularmente
[265]. Otros apuntan a que ISM1 en pulmén se asocia con fenotipos epi-
teliales [186, 266]. Mientras que en el desarrollo se le asocia con tejidos
mesodérmicos e inclusive con células estromales que dan soporte a pro-
genitores hematopoyéticos [18, 186].

En este trabajo se realizé un estudio fenotipico por citometria de flujo
para encontrar la o las poblaciones enriquecidas en ISM1 intracelular en
pulmon (Figura 5).
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Figura 5: Gating de células ISM1* derivadas de células de pulmén. Se muestra la
estrategia de gating para la citometria de flujo para visualizar a las células ISM1* de
pulmon.

En primer lugar, se comprob6 que el pulmén murino es de los tejidos
que mas expresan ISM1, aproximadamente 4 veces comparado contra
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sangre periférica, MO y lamina propria de intestino delgado (Figura 6), de
forma similar a lo reportado por expresién de ARN [186, 265].
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ANOVA de una via, F(3,16) = 48.52, p = <0.0001, eta2[g] = 0.901
pwc: Tukey HSD; p.adjust: Tukey

Figura 6: ISM1 intracelular es mas abundante en pulmon. Se extrajeron células de
pulmén, médula ésea, sangre periférica y lamina propria de intestino delgado de ratén.
Por citometria de flujo con marcaje intracelular se determine la presencia de células
ISM1*. A. Figuras representativas con controles de isotipo. B. Comparacién de las células
ISM1* por tejido. Datos mostrados son la media =SEM. Los datos representan la media
+SEM, ANOVA de una via, n=7, p < 0.001.

Dado que ya se demostré que existen poblaciones linfoides ISM1*
[265], en este trabajo se exploré una diversidad mas profunda de leu-
cocitos, incluyendo las principales poblaciones mieloides, las linfoides y
las linfoides innatas [290]. De los antigenos de superficie explorados, en-
contramos a CD11c que es un marcador de células dendriticas y algunas
subpoblaciones de macrofagos. Asi también CD11b que es un marcador
primordialmente de macréfagos [220]. Se encontré que ISM1 se encuen-
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tra en pocas células CD11c*, mientras que para los macréfagos CD11b*
hubo una correlacion mas notable (Figura 7).

ISM1

Isotipo

0.012 2.91E-3

Isotyp
e
e

Ly6G TER119

Figura 7: Presencia de ISM1 en poblaciones mieloides derivadas de pulmon. Se ex-
trajeron las células totales de pulmdn murino y se analizaron los marcadores principales
de leucocitos de linaje mieloide. Se muestran figuras representativas de 3 experimentos
independientes.

En los pulmones tanto de raton y humano existen al menos tres tipos
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de macréfagos CD11b*, los alveolares, los intersticiales y monocitos. Los
macrofagos alveolares son residentes de tejido, se pueden autorrenovar
y tienen su origen en el desarrollo embrionario, mientras que los macrofa-
gos intersticiales provienen de los monocitos que entran por medio de la
circulacion [19].

Otra poblacion mieloide importante en pulmén es la de las células ce-
badas, estas células participan en respuestas alérgicas y expresan princi-
palmente receptores para la inmunoglobulina E (IgE), como es el caso del
receptor FceR1« (Figura 7) donde observamos una escasa correlacion
con ISM1 [188].

Dentro del linaje mieloide también encontramos granulocitos, princi-
palmente neutrofilos, seguido de los eosindfilos y los mas escasos, los
basofilos. Ante una infeccion o evento inflamatorio los granulocitos son re-
clutados para ejercer su funcion. Ly6G es un marcador de superficie que
comparten todos los granulocitos, principalmente neutrofilos, asi como al-
gunos monocitos y macrofagos [220]. Sin embargo, se encontraron muy
pocas células ISM1*Ly6G* por lo que no parece estar enriquecida en gra-
nulocitos (Figura 7).

Por ultimo, dentro del linaje mieloide, se encuentran los eritrocitos mar-
cados por TER119 que identifica a eritrocitos en sus ultimas etapas de
desarrollo [114]. Sin embargo, las células ISM1* no expresan el marca-
dor TER119 (Figura 7). En general, del linaje mieloide, la Unica poblacion
en pulmén que podria ser de interés para investigaciones futuras es la
CD11b* que corresponde principalmente con monocitos y macroéfagos.

En el caso de las poblaciones linfoides se evaluaron marcadores de
linfocitos T, de linfocitos B y de células linfoide innatas (Figuras 8 y 9). Los
linfocitos T son un linaje celular que lleva a cabo su proceso de diferen-
ciacion en el timo. Los linfocitos T se caracterizan por tener el receptor
de células T o TCR y diversos co-receptores que nos ayudan a determi-
nar su subtipo. Todos los linfocitos T poseen un cluster de diferenciacion
CDS3 que se compone de diversas subunidades, por ejemplo, la subunidad
épsilon (CD3e¢). Detectar subunidades del complejo CD3 es una forma de
identificar linfocitos T de forma general. Los linfocitos T se diferencian en
linfocitos T helper que expresan el co-receptor CD4 del TCR o en linfocitos
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Figura 8: Presencia de ISM1 en poblaciones linfoides derivadas de pulmon. Se ex-
trajeron las células totales de pulmdn murino y se analizaron los marcadores principales
de leucocitos de linaje mieloide. Se muestran figuras representativos de 3 experimentos
independientes.

T citotoxicos que expresan CD8* en lugar de CD4 [69].

Como ya se habia reportado ISM1 esta presente en linfocitos T, en es-
te caso se detectaron linfocitos CD3e* pero escasos linfocitos ISM1+CD4+
o ISM1*CD8* (Figura 8) [265]. Se ha mostrado que linfocitos T doble ne-
gativos (CD4CD8") poseen potencial antiinflamatorio y aumentan cuando
existe dano en el pulmén y otros 6rganos [87].

Ademas de los linfocitos T, en el pulmoén encontramos algunas pobla-
ciones de linfocitos B. Los linfocitos B, principal tipo celular en la respuesta
humoral, se pueden identificar por la expresion de CD19, que es parte de
un complejo co-receptor para el receptor de células B (BCR) junto con
CD21 y CD81 [228, 273]. De manera interesante, se encontr6é una subpo-
blacién ISM1*CD19* la cual podria estudiarse en proyectos futuros.

Siguiendo con los subtipos de leucocitos en pulmén, decidimos inves-

tigar a las células linfoides innatas. En este tipo celular convergen células
con funciones similares a los linfocitos T CD4*, sin embargo, carecen de
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la expresién de TCR y de otros marcadores de linaje tales como CDS,
CD19, CD11b o CD11c. Ademas, regularmente son residentes de tejido
[70].

En el pulmén podemos encontrar principalmente células NK, células
linfoides innatas de tipo 2 y algunas del tipo 3 (ILC2 e ILC3, respectiva-
mente). Las ILC2 median procesos inflamatorios ocasionados por dano,
alérgenos o infecciones. En el pulmén, las ILC2 ayudan a mantener la
barrea epitelial del tracto respiratorio mediante la secrecidon de citocinas
como IL-4 o IL-5 y proteinas como la anfiregulina, que es parte de la fa-
milia del EGF (Epidermal growth factor, factor de crecimiento epidérmico)
[25]. Las ILC2 expresan marcadores de superficie tales como la molécula
coestimuladora inducible de linfocitos T (ICOS o CD128), ST2 (IL-33R) O
IL-7R (CD127) [268].

Las ILC3 son abundantes en las mucosas y estan involucradas en la
respuesta inmune innata contra bacterias extracelulares, asi como conte-
ner bacterias comensales en el intestino, donde son abundantes y ayudan
a regular la respuesta de las células Th17. En el pulmén protegen con-
tra bacterias como Mycobacterium tuberculosis en inicios tempranos [76].
Las ILC3 se pueden identificar por marcadores de superficie como NKp46
o NK1.1, expresan poco o nulo IL-7R y c-kit [268].

Nuestros datos muestran que pocas células Lin"CD45* co-expresan
antigenos propios de ILCs, tales como IL-7R, ST2 o NK1.1 (Figura 9).
De manera interesante, una porcion importante de las células Lin-CD45*
co-expresa c-kit. Recordando que c-kit o CD117 es el receptor del SCF
(Stem Cell Factor, factor de células troncales) y posee un rol fundamental
en progenitores de células hematopoyéticas [183]. Este resultado reforzo
la idea de que ISM1 podria estar presente en alguna poblacién con feno-
tipo progenitor, lo que se evalué mas adelante en este proyecto.

Dado que se habia mencionado anteriormente que ISM1 es expre-
sada por células tipo epitelial [186, 266]. Se explor6 la co-expresion de
ISM1 en células que expresan en su superficie la molécula de adhesion
epitelial (EpCAM) [134], la mayoria de las células ISM1* no co-expresan
EpCAM (Figura 10), por lo que decidimos evaluar otros tipos celulares co-
mo el endotelio y estromal/mesenquimal. En particular, encontramos que
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Figura 9: Las células ISM1* no estan enriquecidas en células linfoides innatas. Se
analizé por tincién multiparamétrica la presencia de células ISM1* con diversos marca-
dores de células linfoides innatas. Se muestra un experimento representativo de 3.

la mayoria de las células ISM1* co-expresan la molécula de adhesién de
plaquetas/endotelio tipo 1 (PECAM o CD31) (Figura 10), una molécula
expresada por células endoteliales [212], leucocitos maduros [169] y en
algunos progenitores hematopoyéticos [15].

De manera interesante, se observa co-expresion consistente con el
marcador CD146 que es expresa en células progenitoras endoteliales[191]
y en mesenquimales/estromales [251]. Anteriormente encontramos que la
mayoria de las células ISM1*co-expresan Sca-1, ademas de ser expresa-
do por células progenitoras hematopoyéticas en médula 6sea [280] y en
desarrollo embrionario [24], también se encuentra en células progenitoras
endoteliales [32, 64].

Adicionalmente, en el pulmdn se encuentran células de tipo estromal
o soporte, como fibroblastos, miofibroblastos y pericitos. La mayoria de
estos subtipos celulares expresan al receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas alfa (PDGFRx o CD140«), ademas, estas pobla-
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Figura 10: ISM1 se asocia con marcadores de células progenitoras. Se analizé por
tincion multiparamétrica la presencia de células ISM1* con diversos marcadores para
identificar epitelio, endotelio, fibroblastos y células progenitoras. Se realizaron 3-5 tincio-
nes por marcador mostrado.

ciones presentes desde el desarrollo ayudan a la formacion del pulmon
tanto en raton como en un humano [58, 106]. Sin embargo, nuestros da-
tos mostraron que pocas células ISM1+ co-expresan CD140« (Figura 10).

5.2. Las células ISM1* de pulmén son de fenotipos pro-
genitores endotelial y hematopoyético

Todo lo anterior sugiere que ISM1+ puede estar siendo expresado prin-

cipalmente por células con fenotipos endotelial y hematopoyético, para

dilucidar esto mas a fondo se realizd una tincion multiparamétrica. Adi-
cionalmente se incluyeron dos marcadores tipicos de células mesenqui-
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males, CD90 (Thy1) y CD105 [54]. CD90 es una glicoproteina anclada
a la membrana por glicosilfosfatidilinositol (GPI), se detecté por primera
vez en células T de ratones y posteriormente se encontrd que diversos
tipos celulares como los timocitos, los fibroblastos y las células mesen-
quimales también expresan CD90 [165]. CD105 o endoglina es una gli-
coproteina que funciona como parte del complejo del receptor tipo Il de
la familia del TGF-3 y se expresa en la membrana de las células mesen-
quimales de MO, en progenitores hematopoyéticos y células endoteliales
[104, 199, 282].

Se observaron células ISM1+*CD45*CD31*/-CD105*c-kit* que corres-
ponden con células progenitoras con potencial hematopoyético segun lo
descrito en la literatura y se denominaron HSPCs(Hematopoietic stem
and progenitor cells, o células troncales hematopoyéticas) (Figura 11A).
Mientras que las células ISM1*CD45 CD31+*CD105*c-kit* corresponden
con células progenitoras endoteliales EPCs (Endothelial progenitor cells)
(Figura 11A).

Finalmente, aquellas células ISM1+*CD45°CD31-CD105*CD90* serian
algun tipo de célula mesenquimal MSCs (Mesenquimal stem cells) (Figu-
ra 11A). Estos datos indican que, en términos de frecuencia y nimeros
absolutos (Figura 11B-C), la expresion de ISM1 se encuentra asociada en
primer lugar con un fenotipo endotelial progenitor, en segundo lugar, con
un fenotipo progenitor hematopoyético y en ultimo lugar con células me-
senquimales clasicas. En cuestion de intensidad media de fluorescencia
no se observaron diferencias notables entre las poblaciones (Figura 11D),
por lo que se presume que la proporcion de moléculas ISM1 e similar en
todas ellas.

Nuestro laboratorio esta interesado en el papel que tiene ISM1 en célu-
las del sistema inmunolégico, haber encontrado indicios de una subpo-
blacion de progenitores hematopoyéticos ISM1* de pulmén (Figura 11)
nos alentd a estudiar esta poblacidn en particular, por lo que se analiza-
ron un par de marcadores mas tipicos de progenitores hematopoyéticos.
En general la mayoria de las células ISM1* de pulmén expresan Sca-1,
c-kit y CD34 (Figura 12A), marcadores tipicos de progenitores hemato-
poyéticos [200]. Por microscopia de flujo pudimos observar que las células
CD45*Sca-1*ISM1+, son células de aproximadamente 7 um, con escaso
citoplasma y morfologia esférica, similar a células linfoides (Figura 12B y
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Figura 11: Las células ISM1* son mas abundantes en progenitores tipo endotelial y
hematopoyético. Se analizd por tincién multiparamétrica la presencia de células ISM1+
de los tipos troncales mesenquimales MSCs, troncales y progenitoras hematopoyéticas
HSPCs y progenitores endoteliales EPCs . A. Figura representativo de 5 experimentos.

B. Conteos absolutos. C. Proporciones de las poblaciones. D. Intensidad media de fluo-
rescencia (MFI). Datos mostrados son la media + SEM.
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C).

5.3. Células ISM1* con fenotipo troncal y progenitor he-
matopoyético de pulmén

Convencionalmente la subpoblacion de HSPCs incluye diversos subti-
pos celulares con diferentes jerarquias. Estos subtipos estan ampliamente
caracterizados por sus antigenos de superficie, asi como por su expre-
sién génica. En primer lugar, tenemos a células linaje negativo, positivas
para Sca-1 y c-kit que se reconocen como LSK, dependiendo del tejido
origen se puede incluir o no CD45 [280]. Las LSK se pueden caracterizar
por marcadores de la familia SLAM en algunos progenitores multipotentes
(MPPs) y en células troncales de corta y larga vida (ST-HSCs y LT-HSCs),
respectivamente [112].

Sabiendo que gran parte de las células ISM1+ expresan marcadores
como Sca-1, c-kit 0 CD34 (Figura 12A), quisimos saber si algunas de es-
tas células correspondian fenotipicamente con HSPCs, por lo cual se to-
maron células Lin"CD45*ISM1* para evaluar los marcadores Sca-1, c-kit,
CD150 Y CD48 de forma similar a lo reportado anteriormente [131].

Aproximadamente un 12 % de las células Lin-CD45*ISM1* son dobles
positivos para Sca-1 y c-kit, denominadas células ISM1 LSK. De esta sub-
poblacién la mayoria resultaron ser MPP3/4 y ST-HSCs (Figura 13).

5.4. Las células ISM1* son residentes de tejido

Se realizé un ensayo para evaluar la pertenencia, homing o residencia
de las células ISM1+ tipo progenitoras. Se evaluaron las integrinas CD49b,
CD49d y CD49a. CD49b o integrina alfa 2, en conjunto con integrina beta
1 forma la molécula VLA-2 (x231), que se une a colagenos tipo I, Il y XI;
su presencia en precursores de células T indica residencia en tejidos que
expresan estos tipos de colageno como la médula 6sea y pulmén Hana-
zawa2013, Richter2007.

La integrina alfa 4 o CD49d, forma a la molécula de adhesién VLA-4
(x431). VLA-4 esta presente en la superficie de células progenitoras, lin-
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Figura 12: Morfologia de las células progenitoras hematopoyéticas ISM1*. A. Se
analizé por tincién multiparamétrica la presencia de células ISM1+ contra los marcadores
Sca-1, c-kit y CD34, encontrando una correlacién muy fuerte con estos tres. By C. Por
microscopia de flujo se observan las células CD45*Sca-1*ISM1* derivadas de pulmon.
Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.
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Figura 13: ISM1 se encuentra en algunas subpoblaciones de células troncales he-
matopoyéticas. Se analizaron células LSK con marcadores convencionales de células
troncales y progenitoras hematopoyéticas. Se muestran los porcentajes de las poblacio-
nes correspondientes. El analisis estadistico fue por ANOVA de dos vias con post test
de Bonferroni, n=5, p<0.05.

focitos T y B, monocitos y en polimorfonucleares (PMN), sus receptores
principales son la fibronectina y la molécula de adhesion vascular VCAM1.
Su presencia se relaciona con inflamacion y movilizacion [92]. CD49a o
integrina alfa 1, junto con la integrina beta 1 forman la molécula VLA-1
(x1B1) que se une a colagenos tipo | y IV; el colageno tipo | es el mas
abundante de todos, mientras que el tipo IV es el mayor componente de
las membranas basales [140]. En los pulmones la expresién de CD49a
esta asociada a linfocitos T residentes de memoria con actividad anti-viral
[210].

Se observd que las células ISM1+* se enriquecen con los marcadores
CD49b y CD49a, no asi con CD49d (Figura 10A). De manera interesante,
las células ISM1*CD49a* también son positivas para Sca-1y c-kit (Figura
10A), por lo que corresponden con las poblaciones evaluadas previamen-
te, posiblemente las EPCs y HSPCs (Figura 11 y 13). Tomando en cuenta
que Sca-1 es un marcador de células progenitoras en raton y que corre-
laciona con mas del 80 % con las células ISM1* (Figura 14A), se tomd
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como blanco a las células Sca-1 para evaluar su residencia con un ensa-
yo similar al utilizado por Lefrancais y colaboradores en 2107, se inyecto
anti Sca-1 marcado con APC y posterior a la recirculacion, los ratones
tratados fueron sacrificados y las células obtenidas se incubaron con anti
Sca-1 marcado con FITC y anti ISM1 marcado con PE [131].

Como se observa en la Figura 14B, la mayor proporcion de células
Sca-1 son extravasculares, o sea que residen en el tejido celular y no se
encuentran en circulacion. Como era de esperarse, el mayor porcentaje
de células ISM1 se encuentra en las células Sca-1* extravasculares y no
en las que se encuentran en circulacion sanguinea (intravasculares). Este
resultado confirmé que las células ISM1 con fenotipos progenitores en el
pulmén de ratdon, son en efecto, residentes de este tejido. Se desconoce si
su origen remonta al desarrollo embrionario o si en algun punto migraron
de otros sitios para hacer homing en el pulmdn de raton.

5.5. ISM1 mantienen a células CD45 y favorece la dife-
renciacion de algunos tipos celulares

La presencia de ISM1 en células hematopoyéticas con fenotipo tron-
cal y progenitor, adicional a su presencia en células con fenotipo troncal
epitelial y mesenquimal, sugiere que posee un papel regulador en proce-
sos de diferenciacion sobre células con fenotipo troncal. Anteriormente se
reportd que en pez cebra ISM1 promueve la formacion colonias hemato-
poyéticas [18]. Por lo que inicialmente evaluamos el efecto exégeno de
ISM1 sobre un cultivo de células de pulmon (Figura 15).

Para calcular la concentracion de ISM1 recombinante (rISM1) se tomo
en cuenta los niveles que hay en plasma (Figura 16).

En primer lugar, a los 5 dias de cultivo se observé mayor proporcion
de células CD45* al adicionar rISM1 (Figura 17A y C). Ademas, se obser-
varon cumulos de células sobre las células OP9, de manera similar a los
co-cultivos de progenitores hematopoyéticos derivados de tejidos embrio-
narios (Figura 17B) [85].

Finalmente, al evaluar la generacion de 3 subtipos importantes de célu-
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Figura 15: Gating para principales poblaciones de leucocitos de pulmon. Se realizé
una tincion multiparamétrica para evaluar las poblaciones de leucocitos de forma ge-
neral en mieloides (CD45*Gr-1*), linfocitos T (CD45*Gr-1"CD19°CD3*) y linfocitos B
(CD45*Gr-1"CD19+*CD3").
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Figura 16: Niveles plasmaticos de ISM1. Se determinaron los niveles plasmaticos de
ISM1 en ratones C57BL6/J adultos, en humanos adultos y pediatricos. Datos mostrados
son la media =SEM.
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Figura 17: La adicion de rISM1 promueve el establecimiento de células CD45*. Se
cultivaron células de pulmén en presencia de ISM1 recombinante (rISM1) sobre células
OP9. Se analizaron las poblaciones de leucocitos 5 dias después. A. Figuras represen-
tativos mostrando células CD45* vivas, en presencia de rlISM1 o con el vehiculo (Control
PBS 1x). B. Microscopia de campo claro de co-cultivos al dia 0 y al dia 5. La barra repre-
senta 500 um C. Porcentajes de células vivas CD45*.

las hematopoyéticas, encontramos que la adicion de rISM1 favorecié la
generacion células T sobre la de células B o Ly6G (Figura 18).
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Figura 18: La adicion de rISM1 promueve el establecimiento de linfocitos T. Se
cultivaron células de pulmoén en presencia de ISM1 recombinante (rISM1) sobre célu-
las OP9. Se analizaron las poblaciones de leucocitos 5 dias después. Se evaluaron las
poblaciones de leucocitos de forma general en: Células Gr-1 (CD45*Gr-1%), células T
(CD45*Gr-1"CD19°CD3*) y células B (CD45+*Gr-1"CD19*CD3).

En resumen, nuestros datos indican que ISM1 podria estar funcio-
nando como un factor que promueve la diferenciacion de células hema-
topoyéticas.

5.6. Las células ISM1* responden a las infecciones

Los estimulos proinflamatorios funcionan como sefiales de emergen-
cia que regulan a las células hematopoyéticas de la médula 6sea para
generar células nuevas que puedan combatir la infeccidn o dano. Estas
senales también afectan la produccion de factores solubles necesarios
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para el control hematopoyeético [60].

Para conocer los efectos de un proceso inflamatorio sobre las pobla-
ciones ISM1*) y las concentraciones de ISM1 soluble en la periferia, se
generd un modelo de infeccion aguda con Pseudomonas aeruginosa ais-
lada de pacientes con neumonia severa. Se inocularon ratones C57BL6/J
con 3 cepas, mostrando que la de mayor letalidad es la PA14-USI (Figu-
ra 19A). Adicionalmente, se confirmé la presencia en pulmoén murino post
mortem (Figura 19B).
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Figura 19: Protocolo de infeccion con Protocolo de infeccion con P. aeruginosa
PA14USI. A. Se probaron 3 cepas de P aeruginosa a 2x10” UFC/m| de PBS. B. Se
infectaron ratones con 2x107 UFC/ml y se sacrificaron 8 h posteriores a la infeccion,
se confirmd la presencia de colonias bacterianas en los pulmones, asi como signos de
sepsis. Datos mostrados son la media +SEM.

Una vez establecido el modelo, se analizaron los niveles globales de
células ISM1* posterior a la infeccion. No se encontraron cambios marca-
dos en pulmén ni médula 6sea, sin embargo, se encontré que las células
ISM1 de sangre periférica disminuyeron (Figura 20). Este fendémeno se
comprobd al evaluar los niveles plasmaticos de ISM1 posterior a la infec-
cion (Figura 21A).

La disminucién ISM1 en plasma posterior a la infeccion en ratones nos
llevd a preguntarnos si este fendmeno ocurria en humanos. Se analizaron
muestras de ninos hospitalizados con hemocultivo positivo y sintomas de
sepsis, encontrando una disminucion en los niveles de ISM1 plasmatico
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Figura 20: La infeccidn con P. aeruginosa PA14USI disminuye el porcentaje de célu-
las ISM1* circulantes en sangre periférica. Del modelo de infeccién se analizaron las
células de pulmén, médula 6sea y sangre periférica por citometria de flujo para determi-
nar los porcentajes y conteos de células ISM1+. Datos mostrados son la media +=SEM.
Andlisis estadistico T de Student para datos no pareados, n=3, p<0.05.

(Figura 20A). Adicionalmente, se recabaron muestras de pacientes adul-
tos hospitalizados no asociados a bacteremia y se encontrd el mismo
patron de disminucién (Figura 21B)

En nuestro modelo murino de infeccidén hubo cierta tendencia al incre-
mento en células ISM1+CD45* de pulmén (Figura 22).

De manera interesante, las proporciones de células LSK incrementan

en respuesta al dafo (Figura 23A), similar a lo reportado en médula 6sea
y a los ensayos hechos en pulmén [131]. Asi mismo las células ISM1 LSK
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de ISM1 en ratones infectados con P aeruginosa PA14-USI (Izquierda) y en pacientes
pediatricos hospitalizados con sepsis (Derecha). Datos mostrados son la media +SEM.
Analisis estadistico T de Student para datos no pareados, *=p<0.05, **=p<0.01.
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Figura 22: Cambios globales en las células ISM1*CD45+. Se determinaron los por-
centajes y nimeros absolutos de las célulasiISM1+*CD45" tras la infeccién con P aerugi-
nosa PA14USI. Datos mostrados son la media +SEM. Se analizaron por T de Student
para datos no pareados, n=3.

también incrementan tras la infeccion con P aeruginosa (Figura 23B).

Se sabe que en el pulmon las células inmunolégicas como PMN o mo-
nocitos expresan TLRs, que funcionan como sensores de patdégenos y de
dano [227]. Asi mismo, se sabe que las HSPCs también expresan ciertos
TLRs y su estimulo promueve la expansion y diferenciacion [233].

Dado que durante el proceso inflamatorio las concentraciones de ISM1
disminuyen vy la frecuencia de células ISM1* se altera, quisimos verificar si
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Figura 23: Cambios en las poblaciones LSK e ISM1*LSK tras la infeccion con P. ae-
ruginosa. A. Se analizaron LSK (Lin"CD45*Sca-1*c-kit* totales de pulmén, se muestran
porcentajes y nimeros absolutos. B. Se analizé la subpoblacién ISM1+*LSK y se mues-
tran los porcentajes y nimeros absolutos. Los datos son la media +SEM, n=3 experi-
mentos independientes. El andlisis estadistico fue T de Student para datos no pareados,
**:p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001.

la presencia de TLRs podria asociarse con las observaciones efectuadas.
Primero se explord si las células ISM1 con fenotipo progenitor hemato-
poyético también expresan algunos de los TLRs mas comunes. El 80 %
de las células ISM1+c-kit*CD45* co-expresan TLR9 y poco mas de 50 %
expresan TLR4 y TLR5 (Figura 24A-B). De manera interesante, solo la mi-
tad de las células ISM1-c-kit*CD45* co-expresan TLR9 y menos del 6 %
expresan TLR4 y TLR5 (Figura 24).
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Figura 24: Las células tipo progenitoras ISM1* de pulmon expresan receptores
TLR9, TLR4 y TLR5. Se analizaron células de pulmon con los marcadores ISM1, CD45,
c-kit, TLR9, TLR4 y TLR5. A. Células ISM1*c-kit*CD45* y ISM1-c-kit*CD45*. B. TLRs en
células ISM1+c-kittCD45*. C. TLRs en células ISM1-c-kit*CD45*.

Para visualizar el efecto que podria tener esta distribucion de TLRs, se
realizaron ensayos in vitro con los ligandos especificos de cada TLR. Se
observé que la frecuencia de células ISM1* disminuyd en presencia de los
ligandos correspondientes a los TLRs evaluado. Sin embargo, la adicion
un inhibidor de la ruta secretoria convencional mantuvo la frecuencia de
células ISM1* sugiriendo que al estimularse los TLRs, ISM1 se secreta




(Figura 25).
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Figura 25: Las células ISM1* de pulmon son susceptibles a los ligandos de TLR9,
TLR4 y TLR5. Se extrajeron células totales de pulmén y se retaron con los agonistas
de los TLRs in vitro durante 4 horas en presencia y ausencia de StopGolgi. Datos repre-

sentan la media +SEM, n=3-5 experimentos. Se analizaron con ANOVA de una via con
post-test de Bonferroni, p<0.05

En general, nuestros datos indican que ISM1 tiene funciones de sopor-
te en las células progenitoras hematopoyéticas. Por otro lado, las células
ISM1+* son responsivas a dafno e inflamacion, ademas promueve la dife-
renciacion de ciertos tipos celulares.
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6. Discusion

ISM1 es un gen conservado entre diferentes especies y su expresion
de ARN mensajero (ARNm) en el tracto respiratorio, en las mucosas y en
las células hematopoyéticas es elevada [265]. Sin embargo, la medicidén
de ISM1 en poblaciones celulares purificadas provenientes de otros teji-
dos asociados al sistema inmune no ha sido explorada.

En este trabajo se evalud la presencia de ISM1 intracelularmente en
células purificadas de pulmén, en lamina propria de intestino delgado,
médula 6sea y sangre periférica de raton. Confirmamos que las células
ISM1* se encuentran enriquecidas en los pulmones comparado con los
demas tejidos estudiados, tal como la expresiéon de RNAm ha mostrado
[186, 265]. De tal manera que se decidié enfocar nuestro estudio en este
organo.

Dado que el pulmén es un érgano enriquecido en diversos tipos celu-
lares, quisimos encontrar que tipos celulares concentraban la mayor ex-
presion de ISM1. En primer lugar, encontramos que parte de las células
CD11b*, co-expresan ISM1 intracelularmente. Estas células pueden co-
rresponder a macréfagos alveolares, intersticiales y algunos tipos de mo-
nocitos [19].

Por otro lado, se corrobor6 la presencia de algunas células CD3e* po-
sitivas para ISM1 como se habia observado anteriormente [265]. Adicio-
nalmente, algunos linfocitos B también mostraron ser positivos para ISM1
al co-expresar CD19 [273]. Entre otras células maduras de linaje hemato-
poyéticos encontramos a las ILC, sin embargo, no encontramos una fuerte
correlacion con la expresion de ISM1 y marcadores comunes de ILCs, a
excepcion de c-kit, gue ademas de estar presente en algunas ILC3, es un
marcador de células progenitoras [64, 183, 268].

El desarrollo pulmonar se origina a partir del tejido endodérmico del
intestino anterior. El endodermo pulmonar genera todos los linajes epite-
liales que forman las vias aéreas superiores, los alvéolos y la traquea.
Los llamados diverticulos respiratorios, reciben senales del mesodermo
ventral cercano, lo que promueve su desarrollo [250]. ISM1 es expresado
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por estructuras mesodérmicas durante el desarrollo, pero no estrictamen-
te con estructuras del endodermo [186, 196].

Pese a que se ha reportado que ISM1 en pulmén adulto es expresado
por tejidos de origen endodérmico como el epitelio bronquial [186, 294],
nuestros analisis mostraron una baja frecuencia de células ISM1* dobles
positivas contra el marcador de células epiteliales EpCAM [134], por lo
gue es mas probable que las células que expresan ISM1 sean de origen
mesodérmico, tales como células endoteliales, mesenquimales, hemato-
poyéticas y de tejido conectivo [189].

La mayoria de las células ISM1+ expresan CD31 en su superficie,
CD31 o PECAM es una molécula de adhesién tipicamente expresada por
células endoteliales [212] y algunas células del sistema hematopoyético
[15]. Al hacer un analisis multiparamétrico encontramos que ademas de
co-expresar CD31%, la mayoria de las células ISM1+ tienen fenotipo pro-
genitor endotelial al ser principalmente ISM1+*CD45 CD31+*CD105*c-kit*.
Esta subpoblacion pulmonar ha sido descrita con anterioridad y se ha
probado experimentalmente su capacidad para generar vasos sanguineos
tanto in vitro como in vivo [64].

Diversos estudios sobre ISM1* resaltan sus efectos sobre células en-
doteliales, principalmente por su actividad antiangiogénica [284, 291], co-
mo promotor de permeabilidad [266] e incluso de sobrevivencia cuan-
do se encuentra en fijo al sustrato [294]. Con lo cual podriamos asumir
que estos efectos entre las células endoteliales son autocrinos y paracri-
nos. Se ha mencionado que células de caracter estromal o “de sopor-
te” en pez cebra son las principales productoras de ISM1 [18]. Sin em-
bargo, no encontramos gran cantidad de MSCs ISM1* definidas por ser
CD45CD31-CD105*CD90* [54] ni tampoco células CD140xa* que co-
rresponden a mesenquimales o fibroblastos [58], por lo que probablemen-
te el fenotipo de células ISM1 de tipo estromal sea distinto.

En la médula ésea el nicho hematopoyético esta constituido por células
estromales y endoteliales sinusoidales, se ha implicado que ambas pobla-
ciones son necesarias para mantener el nicho de HSPCs, por lo que es
probable que parte de las células ISM1*CD31* mantengan a las HSPCs
de pulmén, como lo descrito en pez cebra, donde sus células estromales
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que dan soporte a células hematopoyéticas son de tipo endotelial [137].
Ademas, las células endoteliales han mostrado servir como nicho y con-
tribuir a la diferenciacion de macréfagos hacia fenotipo M2 [81]. Por lo que
también podrian estar participando en la regulacion de la diferenciacion
de células progenitoras hematopoyéticas.

Por otro lado, una poblacion importante que encontramos fue la de
ISM1+CD45*CD31-CD105*c-kit*, cabe resaltar que las células CD105 son
generalmente Sca-1*. Mas del 90 % de las células ISM1* expresan ambas
moléculas, parte de esta subpoblacion ademas expresa ademas CD45* lo
que las caracteriza como progenitores hematopoyéticos [199]. Una carac-
terizacion mas profunda nos mostré que existen subpoblaciones ISM1+
que son principalmente MPP3/4 y ST-HSC. Se ha reportado que los MPP3
dan origen a células linfoides y mieloides, mientras que los MPP4 prefe-
rentemente dan origen solo a células linfoides [33]. Las células ST-HSC
son pluripotenciales, son las que han salido del estado de quiescencia y
estan listas para dividirse y diferenciarse [280]. Tomando en cuenta esto,
es posible que ISM1 favorezca la diferenciacion de ciertos tipos celulares
sobre otros. Por tanto, se realiz6 un ensayo in vitro para evaluar el efecto
de ISM1 en la diferenciacién de células hematopoyéticas. De forma in-
teresante encontramos cierta tendencia a favorecer la produccién células
T sobre células B o de linaje mieloide. Es posible que lo observado en
pez cebra [18] se traslade a mamiferos y que ISM1 sea un regulador de
la hematopoyesis extramedular en pulmon.

Los mecanismos por los cuales ISM1 podria estar regulando la he-
matopoyesis aun son desconocidos; sin embargo, se conoce que ISM1
puede unirse a los receptores de activina y antagonizar las funciones de
NODAL tanto in vitro como en embrién de pollo [185]. La via de senaliza-
cidén de Activina/NODAL es parte de la superfamilia de TGF-p (Transfor-
ming growing factor beta), la cual ademas de sus funciones en desarrollo
posee efectos en la polarizacion y activacion de macrofagos [173], en la
proliferacion de células T humanas [133], en la eritropoyesis [83, 239] y
la decision sobre linajes hematopoyéticos [41, 207]. Por otro lado, el re-
ceptor de alta afinidad de ISM1, GRP78 participa en la regulacién de las
HSPCs en la médula ésea mediante Cripto, una molécula que también
forma parte de la via Activina/NODAL [158]. En general, se requieren es-
tudios mas profundos para saber las vias de senalizacién que ISM1 afecta
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en HSPCs. Esto podria dar pie a proyectos futuros que podran enriquecer
el conocimiento que se tiene sobre ISM1.

La inflamacion aguda ocasionada por infecciones bacterianas o dano
activa a las HSPCs en la médula ésea [115]. Mediadores inflamatorios co-
mo lo son: la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
«), el IFN-«, el IFN-vy, el TGF-$ o GM-CSF; regulan la proliferacién de las
HSPCs [12, 41, 61, 206, 258]. Sin embargo, se desconoce si las HSPCs
de pulmén comparten la misma capacidad de respuesta a dafio como lo
son las que se encuentran en médula 6sea. Nuestro modelo de infeccion
sistémica sub-letal con P, aeruginosa mostré que hay un incremento en la
poblacion total de LSK, similar al aumento de esta poblacién en médula
0sea, observado durante la infeccion con bacterias como P aeruginosa,
M. tuberculosis y E. muris [107, 141, 218]. Asi mismo, la subpoblacion
ISM1*LSK también mostré el mismo efecto, por lo tanto, es posible que
ambas poblaciones tengan mecanismos similares para responder al dano
por bacterias.

Actualmente sabemos que las células hematopoyéticas, maduras e in-
maduras, pueden ser directamente estimuladas por PAMPs debido a la
activacion de PRRs, tales como los TLRs [23, 109]. Quisimos explorar si
las poblaciones tipo progenitor hematopoyético de pulmén comparten la
expresion de TLRs comunes en el tejido. Encontramos que las células
ISM1+*c-kit*CD45* co-expresan principalmente TLR9 y en menor propor-
cion TLR4 y TLR5 [227]. En contraste, muy pocas ISM1-c-kit*CD45* co-
expresan los TLRs mencionados. Ademas, observamos que las células
de pulmon responden al estimulo con los ligandos especificos de TLR9,
TLR4 y TLR5 liberando ISM1+, sugiriendo que es parte de un mecanismo
que regula el microambiente celular al existir un proceso inflamatorio. Es
notable mencionar que la estimulacién de TLRs afecta de manera diferen-
cial a los subtipos de HSPCs. Algunas ST-HSCs y MPPS puede producir
citocinas proinflamatorias después de ser estimuladas contribuyendo a
la diferenciacion de otras HSPCs [295]. Aunque la produccién principal
de citocinas proviene de células del sistema inmunol6gico maduras es
importante considerar la secrecion de HSPCs vecinas en el nicho tron-
cal. Debido a que el modelo de infeccion utilizado provoca una respuesta
sistémica similar a la sepsis en humanos [279]. Quisimos explorar si las
células ISM1+ de otros tejidos como médula 6sea y sangre periférica re-
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sultaron afectados por estrés celular. En general, encontramos una menor
proporcion de las células ISM1* en sangre periférica, incluso los niveles
plasmaticos de ISM1 tras la infeccién se encontraron disminuidos. Esta
ultima observacion fue reproducible en seres humanos, tanto en aquellos
con sepsis y bacteremia, asi como en inflamacion estéril e infeccidn viral.

Adicionalmente, el receptor de mayor afinidad descrito para ISM1, GRP78,
incrementa su expresién y su traslocacion a superficie celular cuando hay
dano por estrés mecanico o infecciones [21, 135, 198, 240, 274]. Re-
cientemente se reportdé que GRP78 se incrementa en la superficie de
macrdéfagos alveolares tanto en humano como en raton. Ademas, se des-
cribié ISM1 es una molécula necesaria para regular a estos macréfagos
GRP78hi, ya que en ausencia de ISM1 se genera un modelo de enfisema
pulmonar espontaneo [126]. Por lo que, es probable que uno de los moti-
vos de la disminucion de ISM1 en plasma se deba a que esta siendo inter-
nalizada por el GRP78 en superficie de células como los macréfagos al-
veolares proinflamatorios [126] o células endoteliales [45]. Otra posibilidad
es que la ISM1 se retenga en pulmén y se libere al liquido bronquioloal-
veolar como se ha reportado anteriormente [266]. En general, podemos
sugerir que ISM1 forma parte de un sistema para regular el microambiente
celular en el pulmén y en menor medida en circulacion y médula ésea.
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7. Conclusion

En conclusion, nuestro estudio muestra que ISM1 esta intrinsecamen-
te relacionado con células progenitoras en pulmén murino. Su fuerte aso-
ciacion con estructuras mesodérmicas y sus efectos de soporte en las
células hematopoyéticas respaldan esto.

Adicionalmente, los cambios encontrados en el modelo de infeccién
resaltan un probable papel de ISM1 en la hematopoyesis de emergencia
al responder a ligandos especificos de TLRs al poseer una correlacion ne-
gativa con proteinas de fase aguda y promover la diferenciacion de células
T in vitro.
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8.

1.

Perspectivas

Evaluar la senalizacion mediada por ISM1 en células con fenotipo
troncal hematopoyético de pulmén in vitro.

Evaluar la respuesta transcripcional mediada por ISM1 en células
con fenotipo troncal hematopoyético de pulmon in vitro.

Evaluar el efecto sistémico de rISM1, en las células con fenotipo
troncal hematopoyético ex vivo.

Generar un modelo knock-out o knock-down de ISM1 en células con
fenotipo troncal hematopoyético in vitro.

Evaluar el efecto de la disminucion de ISM1 en células con fenotipo
troncal hematopoyético in vitro.
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Apéndices

Antigeno Fluorocromo| Reactivi- | Clona Marca Dilu-
dad cion
CD49A APC M HMA1 Biolegend 3:200
CD49B EF-450 M DX5 Ebioscience | 2:200
CD49D FITC M R1-2 Biolegend 2:200
PE M GK1.5 Ebioscience | 4:200
PE-CY7 M GK1.5 Ebioscience | 4:200
CD4 AF488 M GK1.5 Ebioscience | 4:200
APC-CY7 M GK1.5 Ebioscience | 4:200
PercP-CY5.5 | M GK1.5 Ebioscience | 4:200
CD45 AF700 M 30F11 B?olegend 1:200
APC M 30F11 Biolegend 1:200
CD3E PercP-CY5.5 | M 145-EC11 | Tonbo 5:200
CD19 PercP-CY5.5 | M 1D3/CD19 | Biolegend 5:200
CD8A PercP-CY5.5 | M 53-6.7 Biolegend 5:200
Ly6G PercP-CY5.5 | M 1A8 Biolegend 5:200
TER119 PercP-CY5.5 | M TER119 Biolegend 5:200
FCR?1A PercP-CY5.5 | M 1-Mar Biolegend 5:200
CD11B PercP-CY5.5 | M/H M1-70 Tonbo 5:200
CD11C PercP-CY5 M N418 Biolegend 5:200
NK1.1 PercP-CY5.5 | M PK136 Biolegend 3:200
ST2 APC M DIH9 Biolegend 3:200
CD335 BVv421 M 29A1.4 Biolegend 3:200
(NKp46)
CD127 (IL7R) | VF450 M A7R34 Tonbo 3:200
CD90.2 AF700 M 30-H12 Biolegend 1:200
CD105 FITC M MJ7/18 Biolegend 3:200
CD146 APC M ME-9F1 Biolegend 3:200
(MCAM)
CD326 (Ep- | PercP-CY5.5 | M G8.8 Biolegend 3:200
CAM)
CD31 PE-CY7 M MEC13.3 | Biolegend 3:200
(PECAM-1)
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CD140a BV605 M APA5 Biolegend 3:200
(PDGFRa)
CD117 (ckit) APC750 M 2B8 Biolegend 3:200
SCA-1 FITC M I1Eg37 Biolegend 3:200
APC M E-13- Biolegend 3:200
161.7
CD34 PercP-CY5.5 | M HM34 Biolegend 5:200
CD48 APC-fire M HM48-1 Biolegend 2.5:200
CD150 VB605 M A12 (7D4) | Biolegend 3:200
ISM1 PE M B054B6 Biolegend 1.5:50
lgG2b PE M MPC-11 Biolegend 1.5:50
GRP78 AF488 M/H C38 Ebioscience | 3:200
TLR4 PECy7 M SA15-21 Biolegend 3:200
TLR5 AF647 M ACT5 Biolegend 3:200
TLR9 FITC M S18025A | Biolegend 2:200

Tabla 2: Lista de anticuerpos. Se muestran los anticuerpos, clonas y concentracién
utilizadas en la fenotipificacion de las células de pulmon de ratones C57BL6J. M: Mouse
(ratén), H: Humano.
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Fecha ID Edad | Gene- Servicio | Septi- | Bacteria| Gram| ISM1
ro ce- [pg/ml]
mia
3/6/ DRB/ 6 M Cirugia P(+) | K N(-) | 401.48
2018 01 general pneu-
monie
4/6/ NMR/ 9 F Urgencias| P(+) | P aeru- | N(-) | 290.37
2018 02 ginosa
4/6/ RPC/ 1 M Cirugia P(+) | P aeru- | N(-) | 360.74
2018 03 ginosa
11/6/ GGN/ RN F Medicina | P(+) | K. N(-) | 590.37
2018 04 interna pneu-
monie
14/06/ AUR/ 14 F Oncologia| P(+) | S. mal- | N(-) | 642.22
2018 05 tophilia
14/06/ GN/06 | RN F Medicina | P(+) | K N(-) | 281.67
2018 interna pneu-
monie
15/06/ AEP/ 17 F Urgencias| P(+) | P aeru- | N(-) | ND
2018 07 ginosa
4/7/ LCT/08 | RN M UCI P(+) | S. mal- | N(-) | 1620
2018 tophilia
10/9/2018 AGG/ RN M UCI P(+) | S. P(+) | 496.67
09 hominis
12/9/ VG/10 | RN F UCI P(+) | B. P(+) | 430
2018 mega-
terium
12/9/ AHR/ 2 F Terapia P(+) | P aeru- | N(-) | 421.67
2018 11 interme- ginosa
dia
13/09/ IMM/ 13 | RN F Cirugia P(+) | S. P(+) | 655
2018 epider-
midis
13/09/ MHR/ 1 F Urgencias| P(+) | E.coli | N(-) | 521.67
2018 15
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13/09/ MEH/ RN UTI P(+) | S. P(+) | 1005
2018 16 epider-
midis

Tabla 3: Pacientes pediatricos hospitalizados con bacteremia. Se muestran los datos
de los pacientes pediatricos con sintomatologia de sepsis y bacteremia positiva. RN:
Recién nacido, M: Masculino, F: Femenino, UCI: Unidad de cuidados intensivos, UTI:

Unidad de terapia intensiva, P(+): Positivo, N(-): Negativo, ND: No detectable, menor de
250 pg/ml.
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