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Resumen

El cancer de pulmon es el tipo de cancer con mayor mortalidad y el segundo con
mayor incidencia a nivel mundial, por ello representa un problema de salud publica
en México y en el mundo. Los linfocitos T son parte del sistema inmunolégico
adaptativo y se encargan de mediar la respuesta antitumoral. La activacion de las
células T conduce a la proliferaciéon, diferenciacion y ejecucion de sus funciones
efectoras. Durante este proceso las células se someten a una reprogramacion
metabdlica, es decir, cambian de un metabolismo predominantemente oxidativo a

uno glucolitico de acuerdo con sus requerimientos energéticos.

Recientemente, se reportd que los linfocitos T CD8+ de derrame pleural maligno
mostraron un alto contenido de masa mitocondrial y alta produccién de especies
reactivas de oxigeno. Aunado a ello, también se ha reportado que las células T de
memoria de derrame pleural de pacientes con cancer pulmonar presentan
defectos en la captacion de glucosa. El metabolismo glucolitico y mitocondrial
juegan un papel importante en la proliferacion, activacion y adquisicion de las
funciones efectoras de los linfocitos T, por lo que estos defectos podrian estar

relacionados con una menor respuesta antitumoral.

El objetivo de este trabajo fue determinar la relacidbn que existe entre la masa
mitocondrial, la produccion de especies reactivas de oxigeno y la captacion de
glucosa con la activacion, proliferacion y el potencial efector de las células T de
pacientes con cancer pulmonar. Dichos parametros se analizaron en linfocitos T
CD4+ y CD8+ provenientes de muestras de derrame pleural y sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmén. Para ello se empled la técnica de citometria de
flujo multiparamétrica. Los datos se analizaron a través de analisis supervisado y
no supervisado. Para el andlisis no supervisado se empled la técnica de reducciéon

dimensional no lineal UMAP.

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes con cancer pulmonar no parecen
mostrar defectos en la activacion a pesar de que presentaron una baja

proliferacion y captacion de glucosa. La poblacion T CD8+ mostr6 un mayor



porcentaje de células MMHi9h esto podria ser un mecanismo para compensar la
baja captacion de glucosa. Las subpoblaciones T CD4+ y CD8+ de memoria
central presentaron una disminucién en la produccion de ROS después de la
estimulacién, mientras que la subpoblacion CD8+ efectora no modifico su
produccion de ROS. Por otro lado, los linfocitos T CD8+ de memoria central y
efectores mostraron un potencial efector reducido. Los resultados sugieren que las
células T de pacientes con cancer pulmonar presentan defectos en la captacion de
glucosa y dinamica y funcion mitocondrial. Esto podria estar relacionado con la

capacidad limitada para proliferar y ejercer su funcion efectora.
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IFN-y: Interferon gamma

IL: Interleucina
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LAG-3: Gen 3 de activacion de linfocitos
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MFI: Intensidad media de fluorescencia

Mfn: Mitofusina

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad
MMHigh: Masa mitocondrial alta

MMLow: Masa mitocondrial baja

MTOR: Objetivo de la rampamicina en mamiferos
NAD+: Nicotamida Adenina Dinucleoétido oxidado
NADH: Nicotamida Adenina Dinucleétido reducido
NoM: No maligno

NSCLC: Carcinoma de pulmon de células no pequenias.
OMM: Membrana mitocondrial externa

OPAL1: Proteina relacionada con atrofia optica 1
OXPHOS: Fosforilacion oxidativa

PBS: Buffer de fosfatos salino

PD-1: Receptor de muerte programada 1

PD-L1: Ligando 1 de muerte programada

PGC-1a: Coactivador 1-alfa del receptor activado por

peroxisomas gamma

PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinasa

ROS: Especies reactivas de oxigeno mitocondriales
RPMI-1640: Medio Roswell Park Memorial Institute

SCLC: Carcinoma de pulmén de células pequefias
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SEM: Error estandar de la media

SP: Sangre periférica

TCR: Receptor de células T

TIL: Linfocitos infiltrantes de tumor

TIM-3: Inmunoglobulina de células T y dominio 3 de mucina
TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection

*Las abreviaturas provienen de las siglas en inglés.
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1. Introduccion

1.1 Céncer

La organizacién mundial de la salud (OMS) define al cAncer como un amplio grupo
de enfermedades que pueden afectar practicamente cualquier parte del cuerpo, y
gue se caracterizan por un crecimiento descontrolado de células anormales. Las
células cancerosas pueden invadir tejidos adyacentes y extenderse
progresivamente a otros 6rganos mediante un proceso conocido como metéstasis,

el cual es una causa importante de muerte de pacientes con cancer (OMS, 2021).

El cancer es considerado como una enfermedad multifactorial resultado de
factores genéticos y ambientales. Desde el punto de vista genético implica
cambios en el genoma, entre estos cambios se encuentran mutaciones de
ganancia de funcién que activan oncogenes, mutaciones de pérdida de funcion
gue inactivan genes supresores y mutaciones que inactivan genes de estabilidad
implicados en la recombinacion mitética y en la segregacion cromosomica. Estas
mutaciones conducen a la célula hacia un fenotipo maligno (Romero-Garcia et al.,
2011). Las células cancerosas poseen caracteristicas adquiridas que las
distinguen de las células normales, dentro de estas caracteristicas se encuentran
el mantenimiento de las sefales de proliferacion, evasion de los supresores de
crecimiento, resistencia a la muerte, capacidad de replicacion ilimitada,

angiogénesis, invasion activa y metastasis (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.1.1 Estadisticas del cancer

El cancer es un problema de salud publica a nivel mundial, se asocia con factores
de riesgo como envejecimiento, sobre peso, inactividad fisica, consumo de alcohol
y tabaco e ingesta reducida de frutas y verduras (Torre et al., 2015). En 2020, el
cancer fue la segunda causa de muerte a nivel mundial y representd un
aproximado de 10 millones de defunciones (OMS, 2021), mientras que la

incidencia fue de aproximadamente 19.3 millones de casos (Globocan, 2020).
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De acuerdo con los datos estimados en GLOBOCAN 2020, el cancer de pulmén
fue el tipo de cancer con mayor mortalidad y el segundo con mayor incidencia. El
cancer de mama represento el 11.7% de casos nuevos totales, seguido del cancer
de pulmon (11.4%) y el cancer colorrectal (10.0%). El cancer pulmonar represento
el 18.0% del total de muertes asociadas a cancer, seguido del cancer colorrectal
(9.4%) y cancer de higado (8.3%). En México, se registraron 7 mil 811 casos
nuevos y 6 mil 733 muertes por cancer de pulmén en 2020. Debido a su alta
incidencia y mortalidad, el cAncer de pulmoén es un problema de salud publica en
México y en el mundo por lo que representa un tema importante de investigacion
gue podria ayudar a mejorar la supervivencia y calidad de vida de los pacientes
(Globocan, 2020).

1.1.2 Cancer de pulmén

El cancer de pulmon se refiere a las neoplasias que se originan en el parénquima
pulmonar o dentro de los bronquios (Siddiqui & Siddiqui, 2019), se caracteriza por
ser altamente invasivo y con metastasis rapida (Lemjabbar-Alaoui et al., 2015). El
tabaquismo es la causa mas comun de cancer de pulmén, un 90% de los casos se
atribuyen al consumo de tabaco, sin embargo, existen otros factores de riesgo
como la exposicion a carcinbgenos como el asbesto, factores ambientales y
genéticos (Siddiqui & Siddiqui, 2019).

El cancer de pulmén constituye un grupo de enfermedades heterogéneas que se
clasifican en dos principales grupos histolégicos: Carcinoma de pulmén de células
pequefias (SCLC por sus siglas en inglés) que representa aproximadamente el
15% de los casos de cancer de pulmoén, y carcinoma de pulmén de células no
pequefias (NSCLC por sus siglas en inglés) que comprende aproximadamente el
85% de los casos (Inamura, 2017). EI NSCLC se subcategoriza en carcinoma de
células grandes, carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma, siendo este
altimo, el subtipo histolégico mas frecuente en la poblacién con un 40% de casos

(Lemjabbar-alaoui et al., 2015).
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El cancer de pulmén en etapas tempranas es asintomatico, por lo que se suele
diagnosticar cuando los pacientes se encuentran en etapas avanzadas de la
enfermedad. De manera temprana solo se diagnostica un 0.6% de los casos;
mientras que en estadio cuatro o periodo critico se diagnostica el 65% de los
casos (INSP, 2021). Los pacientes con cancer de pulmoén presentan derrame
pleural como una manifestacion clinica cuando se encuentran en estadios

avanzados de la enfermedad (Sahn, 1993).

1.2 Derrame pleural

La pleura es una membrana serosa que recubre a los pulmones y la cavidad
toracica (Herbert et al., 2018) y consiste en una monocapa de células mesoteliales
(Finley & Rusch, 2011). La pleura permite que el pulmoén se contraiga y expanda
dentro de la cavidad torécica, transmite las fuerzas mecénicas del diafragma y la

pared toracica y protege al pulmén de infecciones (Yalcin et al., 2013).

La pleura estd organizada en dos capas, una parietal y una visceral; la pleura
visceral cubre al pulmén y la parietal cubre al diafragma, la pared toracica y el
mediastino (Yalcin et al., 2013). Entre las dos pleuras se encuentra el espacio o
cavidad pleural que contiene entre 10-20 mL de liquido pleural, cuya funcién es
lubricar las dos estructuras para llevar a cabo los movimientos respiratorios
(D’Agostino & Edens, 2020). Esté fluido surge particularmente de los capilares de
la pleura parietal y luego se absorbe a través de los vasos linfaticos pleurales
parietales, de modo que se conserva el equilibrio entre produccién y absorciéon
(Porcel, 2013).

El derrame pleural es la acumulacién excesiva de liquido en el espacio pleural y
ocurre cuando hay demasiada produccion o muy poca absorcién de liquido en la
cavidad pleural, generalmente una combinacion de ambos factores (Skok et al.,
2019). Es importante destacar que la acumulacion de liquido no es una

enfermedad, sino mas bien, la consecuencia de una patologia; las causas mas
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frecuentes de derrame pleural son insuficiencia cardiaca, cancer, neumonia,

tuberculosis, enfermedades pericardicas y cirrosis (Porcel, 2013).

1.2.1 Derrame pleural trasudado y exudado

Los derrames pleurales se clasifican como trasudados o exudados, esto de
acuerdo con las caracteristicas bioquimicas del fluido, que generalmente reflejan
el mecanismo fisiolégico de su formacion (Porcel & Light, 2006). Un derrame
pleural trasudado o no inflamatorio, es causado por un desequilibro en el gradiente
de presion hidrostatica u osmotica entre los capilares pulmonares y el espacio
pleural. Este tipo de derrames se asocia comunmente con insuficiencia cardiaca y

cirrosis hepética (Porcel, 2013).

Los derrames pleurales exudativos se deben a factores locales en la pleura, como
el aumento de permeabilidad capilar o el deterioro de drenaje linfatico y es el
resultado de procesos inflamatorios. Las causas mas comunes de estos derrames
son neoplasia metastasica, derrame paraneumaonico, tuberculosis y mesotelioma
(Porcel, 2013).

1.2.2 Derrame pleural maligno

Los derrames pleurales malignos son derrames exudativos que se forman cuando
las células tumorales se infiltran en el espacio pleural y bloquean el drenaje
linfatico (Skok et al., 2019). Mas del 75% de los derrames pleurales malignos son
causados por neoplasias de pulmén (36%), mama (26%) y linfoma (13%)
(Karkhanis & Joshi, 2012).

El cancer de pulmon es la principal causa de derrame pleural maligno, siendo el
adenocarcinoma el tipo mas frecuente. Estos derrames comunmente se presentan
en estadios avanzados de la enfermedad, por lo que se asocia con un mal
prondéstico para los pacientes. Se estima una media de supervivencia menor a 5
meses desde el momento del diagnostico (Ingelfinger et al.,, 2018). Ademas, la
calidad de vida del paciente se ve afectada debido a la disminucién de la
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capacidad respiratoria y a las posibles limitaciones de los pacientes para tolerar el

tratamiento sistémico (Murthy et al., 2019).

El liquido pleural normalmente se compone de leucocitos, en su mayoria
macrofagos vy linfocitos, sin embargo, en el derrame pleural maligno ademas de
estas poblaciones celulares se encuentran células neoplasicas (D’Agostino &
Edens, 2020). La poblacién de linfocitos T varia entre el liquido pleural sano y el
maligno; en los sujetos sanos predomina el fenotipo de memoria efectora tanto en
linfocitos T CD4+ como CD8+. En los pacientes con derrame pleural maligno se
observa una mayor proporciéon de células T CD4+ de memoria central y una

disminucién de las células T CD8+ de memoria efectora (Murthy et al., 2019).

1.3 Activacion, metabolismo y funcién efectora de los linfocitos T

1.3.1 Funcion efectora de los Linfocitos T

Los linfocitos T son parte del sistema inmunol6gico adaptativo, se encargan de
mediar la respuesta contra infecciones y tumores malignos. Existen dos linajes de
células T, las células T CD4+ y CD8+. Las células T CD8+ o citotdxicas se
encargan de la destruccion de la célula blanco a través de sus granulos con
granzimas y perforinas, aunque también secretan citocinas como factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferon gamma (IFN-y). Mientras que las células
T CD4+ ejercen su funcion efectora a través de la secrecion de citocinas como
interleucina 2 (IL-2), TNF-a e IFN-y (Dimeloe et al., 2017).

Para que los linfocitos T lleven a cabo sus funciones efectoras, primero deben ser
activados por las células presentadoras de antigeno (APC) (Dimeloe et al., 2017).
Cuando los linfocitos T interactian con las células blanco se degranulan para
liberar sus citocinas efectoras, durante este proceso expresan en su membrana
moléculas como CD107a, CD107b y CD63 (Betts & Koup, 2004).
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1.3.2 Activacion de los linfocitos T

La activacion de los linfocitos T se lleva a cabo mediante un proceso conocido
como sinapsis inmunolégica. Este proceso incluye receptores como el TCR
(Receptor de células T), moléculas de coestimulacion y adhesion (Dustin, 2014);
ademas durante la sinapsis inmunolégica se expresan marcadores de activacion
como CD137 y CD69 (Prado & Sandoval, 2020). La activacion de las células T
requiere principalmente de tres sefiales. La primera sefal se da cuando las APCs
asocian antigenos de origen peptidico a las moléculas del MHC (Complejo
principal de histocompatibilidad), estos antigenos son presentados a los linfocitos
T y reconocidos por su TCR. Las células T CD4+ reconocen a antigenos
asociados a moléculas del MHC II, mientras que las células T CD8+ reconocen a
los antigenos unidos a moléculas del MHC | (Sauls & Taylor, 2019).

La segunda sefal involucra a las moléculas de coestimulacién. Las APCs
expresan en su superficie moléculas de coestimulacion tales como CD80 (B7-1) y
CD86 (B7-2), que interactian con el CD28 expresado por los linfocitos T (Dustin,
2014). La sefal de coestimulacion ademas de amplificar la sefial del TCR, tiene
diversos efectos sobre las funciones de las células T, incluidos eventos
bioguimicos como el aumento de la glucdlisis y produccién de IL-2. El aumento en
la glucolisis de los linfocitos T permite que se genere la energia necesaria para su
crecimiento y proliferacion; mientras que la IL-2 actia como un factor de

crecimiento (Esensten et al., 2016).

La tercera sefial esta dada por citocinas que dirigen y amplifican la diferenciacion y
expansion de las células T (Sckisel et al., 2015). En las células T CD4+ esta sefial
determina el espectro de citocinas que seran producidas por el fenotipo efector.
Mientras que para las células T CD8+, la sefal 3 que es producida cuando las
APCs liberan IL-12 y IFN-a/B promueve el desarrollo de funciones efectoras, la
supervivencia y la formacion de la poblacién de memoria (Curtsinger & Mescher,
2010).
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Durante la sinapsis inmunolégica también participan moléculas de adhesion como
CD2 y CD58. La molécula CD2 es expresada en la membrana de los linfocitos T,
mientras que su ligando CD58, es expresado en la superficie de las APCs. Estas
moléculas son importantes para mantener la estabilidad de la sinapsis y estan

relacionadas con la produccion de IFN-y y TNF-a (Shao et al., 2018).

1.3.3 Glucodlisis

La activaciéon de las células T CD4+ y CD8+ es acompafiada de un aumento en la
glucolisis aerobia, sin embargo, las células T CD4+ exhiben niveles basales de
glucolisis mas altos que las células T CD8+. Esto se debe a que los linfocitos T
CD4+ tienen una expresion elevada de la enzima glucolitica hexocinasa Il, esta
enzima cataliza el primer paso de la glucdlisis mediante la conversion de la
glucosa a glucosa-6-fosfato. La fosforilacion de la glucosa permite que sea

retenida dentro de las células (Jones et al., 2017).

Durante la activacion de las células T, la sefial de coestimulacién dada por CD28
regula positivamente la expresion del transportador de glucosa GLUTL, lo que
permite que la captacion de glucosa sea mayor (Dimeloe et al., 2017). El
metabolismo glucolitico proporciona precursores biosintéticos para la sintesis de
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, los cuales son necesarios
para que las células T proliferen y ganen su funcién efectora (O’Sullivan & Pearce,
2015).

La glucdlisis en las células T CD4+ juega un papel fundamental en la adquisicion
de su funcién efectora, particularmente en la produccion de citocinas como IL-2 y
IFN-y. Por otra parte, los linfocitos T CD8+ efectores muestran una mayor
dependencia del metabolismo mitocondrial para la produccion de citocinas (Jones
et al., 2017).
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1.3.4 Fosforilacion oxidativa

En condiciones aerobias, el piruvato proveniente de la glucdlisis entra a la
mitocondria donde se lleva a cabo el ciclo de Krebs. En este ciclo se producen
intermediarios biosintéticos y portadores de electrones reducidos como NADH
(Nicotamida Adenina Dinucleo6tido) y FADHz (Flavina Adenina Dinucleétido) que

promueven a la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Dimeloe et al., 2017).

Las células T de memoria y naive en reposo muestran un perfil metabdlico en el
cual tienen una alta dependencia a la OXPHOS, ya que esta via metabdlica les
permite producir energia de manera eficiente. Desde el punto de vista
bioenergético, OXPHOS maximiza la cantidad de ATP (Adenosina trifosfato)
obtenida a partir de la glucosa, ya que produce hasta 36 moléculas de ATP por

molécula de glucosa (Pearce et al., 2013).

Durante la activacion de las células T también incrementa la fosforilacion oxidativa,
esto tiene como resultado un aumento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Las ROS pueden actuar como segundos mensajeros para
promover la proliferacion de los linfocitos T. Ademas del aumento de OXPHOS,
durante la activacion de las células T también se incrementa su masa mitocondrial
(Dimeloe et al., 2017).

1.3.5 Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno se generan en la cadena transportadora de
electrones (ETC) durante la fosforilacidbn oxidativa; pero también se pueden
producir en respuesta a factores como citocinas, sefiales hormonales o
inmunoldgicas y cambios en el pH y presion de oxigeno. Las ROS son moléculas
de vida corta y altamente reactivas que derivan de la reducciéon quimica del
oxigeno. Las ROS pueden ser radicales libres como el anion super éxido (O2™) y el
radical hidroxilo (OH?) o moléculas no radicales como el peroxido de hidrégeno
(H202) (Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016).
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Las ROS participan en la regulacion de funciones fisioldgicas como la
proliferacion, diferenciacion y progresion del ciclo celular. Sin embargo, niveles
excesivos de ROS intracelulares pueden ser perjudiciales y desencadenar estrés
oxidativo. Altos niveles de ROS pueden dafar proteinas, acidos nucleicos, lipidos
y organelos como las mitocondrias, lo cual puede provocar la activacion de

procesos de muerte como la apoptosis (Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016).

En los linfocitos T puede haber un aumento en la produccion de ROS debido a la
saturacion de la cadena transportadora de electrones, esto como consecuencia de
una estimulacion sostenida. Las especies reactivas de oxigeno desempefian un
papel fundamental en las células T, ya que estimulan la biosintesis de nucleétidos
y la entrada de las células a la fase S del ciclo celular. De esta manera, ROS actua
como segundo mensajero, indicando que existen las condiciones energéticas
necesarias para que los linfocitos T proliferen (Jones & Thompson, 2007). Aunado
a esto, las ROS también inducen la produccion de IL-2, lo cual promueve la

proliferacion de los linfocitos T (Dimeloe et al., 2017).

1.3.6 Reprogramacion metabdlica de los linfocitos T

La activacion de las células T conduce a la proliferacion, diferenciacion y ejecucion
de sus funciones efectoras, durante este proceso, las células se someten a una
reprogramacion metabodlica. Entendiendo por reprogramacion metabdlica, como
capacidad que tienen los linfocitos T para cambiar de un metabolismo
predominantemente oxidativo a uno predominantemente glucolitico, de acuerdo
con los requerimientos energéticos que presentan en sus etapas de diferenciaciéon
(Yin et al., 2019).

Los linfocitos T en reposo oxidan lipidos, aminoacidos y el piruvato derivado de la
glucosa para producir energia en forma de ATP a través de la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS). Tras la activacion, disminuye la oxidacion de lipidos, pero
aumenta la glucdlisis, la oxidacion de glutamina, la funcion mitocondrial y la

sintesis de lipidos (Maclver et al., 2013).
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De acuerdo con su estado de diferenciacion, los linfocitos T se dividen en células
T naive, efectoras y de memoria. Cada una de estas poblaciones celulares tiene
demandas energéticas distintas que deben ser cubiertas por el metabolismo (Yin
et al., 2019). Los linfocitos T naive descritos como CD45RA+ CD27+, son células
gue no han tenido ningun contacto antigénico y que presentan un alto potencial
proliferativo. Cuando se encuentran en reposo obtienen energia principalmente a
través de OXPHOS (O’Sullivan & Pearce, 2015).

La transicién de célula T naive en reposo a célula T efectora (CD45RA+ CD27-)
activada y altamente proliferativa requiere un cambio metabolico. Si bien debido a
la activacion hay un aumento en la funcion y masa mitocondrial, los linfocitos T
efectores utilizan principalmente la glucélisis aerobia para cubrir sus necesidades
energéticas y para producir las citocinas involucradas en la destruccion de la

célula blanco (O’Sullivan & Pearce, 2015).

La transicion a células T de memoria implica nuevamente cambios en el
metabolismo. Los linfocitos T de memoria se subdividen en células de memoria
central (CD45RA- CD27+) y memoria efectora (CD45RA- CD27-). Los linfocitos de
memoria central pueden secretar altos niveles de IL-2, mientras que los linfocitos T
de memoria efectora tienen un alto potencian citotéxico, junto con la produccién de
citocinas inflamatorias como IFN-y (Prado & Sandoval, 2020). Los linfocitos T de
memoria realizan preferentemente OXPHOS, adicionalmente muestran una masa
mitocondrial elevada y mantienen una capacidad respiratoria de repuesto (SRC)
(O’Sullivan & Pearce, 2015). Entendiendo a la SRC como la capacidad
mitocondrial extra que tiene una célula para producir energia en condiciones de
mayor trabajo o estrés y que se relaciona con la capacidad de las células T de
memoria para responder rapidamente ante un reencuentro antigénico (van der
Windt et al., 2012).
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1.4 Mitocondriay dinamica mitocondrial en linfocitos T

Las mitocondrias son organelos celulares que cumplen con diversas funciones,
cldsicamente son conocidas por estar implicadas en procesos bioenergéticos
como la generacion de ATP a través de OXPHOS. Sin embargo, también
participan en la sefalizacion de calcio, oxidacion de acidos grasos y regulacion de

la apoptosis, ciclo celular y respuesta inmune (Scott & Youle, 2010).

Las mitocondrias estdn conformadas por una matriz mitocondrial y dos
membranas, una interna y otra externa. La matriz mitocondrial es el sitio donde se
lleva a cabo el ciclo de Krebs, la replicacion de DNA mitocondrial y la sintesis de
proteinas mitocondriales. Cada membrana tiene diferente composicion y funcion;
la membrana mitocondrial interna (IMM) esta conformada por crestas que son
invaginaciones pleomorficas donde se lleva a cabo la fosforilacién oxidativa. Por
otro lado, la membrana mitocondrial externa (OMM), actla como una barrera de
difusién que alberga proteinas precursoras mitocondriales y media la transduccion
de sefiales dentro y fuera de la mitocondria (Giacomello et al., 2020).

1.4.1 Dinédmica mitocondrial en células T

La dinamica mitocondrial regula la forma, distribucion y tamafio de las
mitocondrias, es necesaria para satisfacer las necesidades fisioldgicas de las
células e involucra la biogénesis mitocondrial y ciclos coordinados de fusion y
fision (Ver Figura 1) (Scott & Youle, 2010). La fusion y fisibn mitocondrial
desempeiian un papel en el mantenimiento de la integridad mitocondrial, la
renovacion de las mitocondrias y segregacion y proteccion de DNA mitocondrial
(Berman et al., 2008).

En las células T la dinamica mitocondrial se ha relacionado con la via metabdlica
que utilizan para obtener energia. Los linfocitos T efectores activados presentan

un aumento en la fisibn mitocondrial seguido del incremento del metabolismo
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glucolitico. Por otro lado, los linfocitos T de memoria exhiben un aumento en la
fusion mitocondrial y en consecuencia un incremento de OXPHOS (Angajala et
al.,2018).

Fision
mitocondrial

‘J‘ﬁ _~Drpl

Fusion
mitocondrial

Biogénesis
mitocondrial

Figura 1. Dindmica mitocondrial. La dinamica mitocondrial regula la forma, distribucién y tamafio
de las mitocondrias para satisfacer las necesidades fisiolégicas de las células. (Modificado de

Alarcéon y colaboradores, 2019)

Biogénesis mitocondrial

La biogénesis mitocondrial es el crecimiento y division de las mitocondrias
preexistentes, por lo que se caracteriza por el aumento en el tamafo y masa de
estos organelos. La biogénesis es la respuesta a estimulos como restriccién
calorica, estrés oxidativo, division y diferenciacion celular (Cherry & Piantadosi,
2015).

El principal regulador de este proceso es PGC-1a (Coactivador 1-alfa del receptor
activado por proliferadores de peroxisomas gamma), este coactivador coordina el
genoma nuclear y el mitocondrial (Dorn et al., 2015). PGC-1a activa diferentes
factores de transcripcion, entre los que destacan los factores respiratorios

nucleares (NRF). Estos factores se encargan de regular positivamente la
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transcripcion de proteina mitocondriales, que sirven como bloques de construccion

para la biogénesis mitocondrial (Jornayvaz, 2010).

La activacion de las células T conduce a un aumento de la biogénesis mitocondrial
gue da como resultado un aumento de la masa mitocondrial y OXPHOS. Esto
proporciona a la célula la energia necesaria para aumentar el tamafio celular y el
contenido citoplasmatico para llevar a cabo una alta tasa de proliferacion celular
(Souza et al., 2007).

Fusiéon mitocondrial

La fusién mitocondrial implica la formacion de una Unica mitocondria a partir de
estructuras independientes (Scott & Youle, 2010). Es un proceso caracterizado en
tres etapas: El anclaje de las mitocondrias, el acoplamiento de las membranas y la
fusidon de las membranas (Tilokani et al., 2018). El proceso de fusién mitocondrial
esta regulado por dos mitofusinas (Mfnl y Mfn2) que se encuentran en la OMM y
OPAL1 (Proteina relacionada con atrofia 6ptica 1) que se localiza en la IMM. Las
mitofusinas estan involucradas en la unidon de las mitocondrias, asi como en la
hidrolisis de GTP (Guanosina trifosfato), que induce cambios conformacionales
gue conducen a la fusién de las OMM (Giacomello et al., 2020); mientras que
OPA1 coordina la fusion de la IMM e induce el alargamiento mitocondrial (Tilokani
et al., 2018).

La fusidon de mitocondrias en redes lineales o tubulares induce supercomplejos de
ETC, lo cual aumenta la actividad de OXPHOS. De esta manera, la fusion
favorece la produccién de ATP y se relaciona con la progresion del ciclo celular.
Por otro lado, las mitocondrias se alargan como un mecanismo de supervivencia
en respuesta a la falta de nutrientes y estrés, por lo que también se vincula con la

longevidad celular (Buck et al., 2016).

Las células T de memoria mantienen redes mitocondriales fusionadas y una

mayor masa mitocondrial en comparacion con las células T naive o efectoras, esto
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se ha relacionado con un aumento de OXPHOS y oxidacion de acidos grasos
(FAO). En las células T de memoria OPALl regula la organizacion de crestas
mitocondriales estrechas. Esto facilita la actividad eficiente de ETC, lo que permite
que la entrada de piruvato a las mitocondrias sea constante y que por lo tanto
aumente OXPHOS (Buck et al.,, 2016). Ademas, la fusibn mitocondrial puede
aumentar la formacion de crestas y por lo que proporciona una mayor superficie
para realizar OXPHOS y FAO (Angajala et al.,2018).

Fisién mitocondrial

La fisibn mitocondrial es la separacion de una mitocondria en dos 0 mas organelos
(Scott & Youle, 2010), es un proceso regulado principalmente por la proteina
relacionada con la dinamina 1 (Drpl) (Giacomello et al., 2020). Drpl se recluta y
ancla en la OMM donde forma una estructura anular que conduce al
estrechamiento de la membrana, marcando el sitio de escision mitocondrial
(Tilokani et al., 2018).

La fisibn genera mitocondrias discretas y fragmentadas que pueden aumentar la
produccion de ROS y mediar la apoptosis (Buck et al., 2016). Drpl puede mediar
la liberacion de citocromo ¢ durante la apoptosis por via intrinseca; sin embargo,
este proceso va acompafiado de la sobre expresion de las proteinas
proapoptoéticas Bax y Bak, por lo que la fisibn mitocondrial por si sola no
necesariamente da como resultado la muerte celular (Sheridan & Martin,2010).
Por otro lado, la fision mitocondrial es un proceso necesario para llevar a cabo la
distribucién de mitocondrias durante la proliferacion (Giacomello et al., 2020), pero
tamién puede ser el resultado del dafio prolongado al DNA (Angajala et al.,2018).

Los linfocitos T efectores activados presentan un aumento en la fision y masa
mitocondrial, pero una menor formacion de crestas mitocondriales (Angajala et
al.,2018). La fisibn mitocondrial también provoca una expansion de las crestas, lo
cual resulta en una disminucion en la eficiencia del transporte de electrones
debido a la separacion fisica de los complejos de ETC. Esto provoca un
desequilibrio redox debido a la acumulacion de NADH en las mitocondrias y por lo
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tanto una disminucién del ciclo de Krebs y de la produccion de ATP. Para
restaurar el equilibrio redox y la produccion de ATP, la glucdlisis aerobia aumenta
en las células T efectoras. El piruvato proveniente de la glucolisis es convertido a
lactato para generar NAD+ (Nicotamida Adenina Dinucledtido oxidado) en el
citoplasma de las células. Finalmente, NAD+ ingresa a las mitocondrias y de esta

madera se restaura el equilibrio redox (Buck et al., 2016).

30



2. Antecedentes

2.1 EI microambiente tumoral modifica el metabolismo glucolitico y

disminuye la funcion efectora de las células T

A pesar de tener suficiente oxigeno para llevar a cabo OXPHOS, las células
tumorales utilizan principalmente a la glucélisis aerobia para obtener energia en
forma de ATP, este fendmeno es conocido como efecto Warburg. Como producto
de la glucdlisis realizada por las células tumorales aumenta el acido lactico, la
glutamina y el COg, lo que resulta en la acidificacién del microambiente tumoral.
Ademas, las células tumorales también consumen una alta cantidad de oxigeno

esto provoca que el microambiente tumoral se torne hipoxico (Yin et al., 2019).

La limitacion de glucosa es una de las caracteristicas mas importantes del
microambiente tumoral. Los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) compiten con las
células tumorales por la glucosa del medio, esta restriccibn nutrimental puede
provocar que las células T se vuelvan hiporeactivas. Cuando la limitacion de
glucosa persiste, las células T pueden presentar un fenotipo exhausto (Prado &
Sandoval, 2020). Este fenotipo es caracterizado por la disminucién de las
funciones efectoras de los linfocitos T y por la expresibn de receptores
coinhibitorios como PD1 (Receptor de muerte programada 1), LAG-3 (Gen 3 de
activacion de linfocitos) y TIM-3 (Inmunoglobulina de células T y dominio 3 de
mucina) (Prado & Romero, 2020).

PD-1 es un receptor coinhibidor que se expresa en las células T, se encarga de
regular la sefalizacion del receptor de antigeno al interactuar con su ligando PD-
L1. La sefializacion PD-L1/PD-1 es un mecanismo regulador que mantiene la
homeostasis y protege contra la autoinmunidad (Prado et al., 2017). Sin embargo,
cuando PD-L1 se expresa en las células tumorales media sefiales inhibitorias
sobre las células T, lo cual tiene efectos perjudiciales sobre la inmunidad
antitumoral (Patsoukis et al., 2015). La expresion de PD-1 en los linfocitos T
depende de las condiciones microambientales. La adenosina producto del

metabolismo tumoral, la hipoxia y una estimulacién antigénica continua inducen
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una mayor expresion de esta molécula en los linfocitos T (Allison &
Coomber,.2017, Prado et al.,2017).

Cuando las células T son activadas, se enciende la via de sefalizacion
PISK/Akt/mTOR (Fosfatidilinositol 3 cinasa/ Proteina cinasa B/ Objetivo de la
rampamicina en mamiferos). Esto aumenta la expresién de transportadores de
nutrientes como GLUT1 y promueve la glucdlisis (Yin et al., 2019). Sin embargo,
Patsoukis y cols., en el 2015, reportaron que las células T CD4+ que expresan
PD-1 y son activadas con anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD28 y
proteina de fusion PD-L1, tienen una menor expresion del transportador de
glucosa GLUT1. Por lo tanto, las células T que expresan PD-1 tienen una menor
captacion de glucosa con respecto a las células que no lo expresan. Este
fendbmeno fue asociado con la regulacién negativa de la via de sefalizacion
PISK/Akt/mTOR debido a la interaccion de PD1 con su ligando (Patsoukis et
al.,2015).

Las células T provenientes de liquido pleural de pacientes con cancer de pulmon
expresan niveles mas altos de la molécula PD-1, en comparacion con las células T
provenientes de derrame pleural no maligno (Prado et al.,2017). Aunado a ello,
Prado y cols., en el 2019, reportaron que tras la estimulacion policlonal con
anticuerpo anti-CD3, las células T provenientes de derrame pleural tanto maligno
como no maligno, aumentaron la expresién de GLUT1. Sin embargo, los linfocitos
T de memoria de derrame pleural no maligno que recibieron la sefial de
coestimulacion a través de CD28, mostraron niveles de expresion de GLUT1
significativamente mayores, en comparacion con las células estimuladas
Unicamente con anti-CD3. Por el contrario, las células T de memoria provenientes
de derrame pleural maligno no lograron aumentar la expresion de GLUT1 tras la

coestimulacion con anti-CD28 (Prado et al., 2019).

Prado y cols., en el 2019, también evaluaron si los niveles de expresion de GLUT1
se correlacionaban con la captacion de glucosa, emplearon el analogo
fluorescente de glucosa 2-NBDG para cuantificar la incorporacion de glucosa en
las células T mediante citometria de flujo. Reportaron que las células T de

memoria de derrame pleural maligno y no maligno aumentaron la captacion de
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glucosa tras la estimulacion con anti-CD3 y con anti-CD3/CD28 en condiciones de
normoxia e hipoxia. En derrame pleural no maligno, el porcentaje de células T de
memoria 2-NBDG+ fue mayor en condiciones de hipoxia cuando se estimul6 con
anti-CD3/CD28. Por el contrario, en derrame pleural maligno el porcentaje células
T de memoria 2-NBDG+ fue mayor cuando se estimulé Unicamente con anti-CD3.
Esto sugiere que cuando los linfocitos T provenientes de derrame pleural maligno
se estimulan con anti-CD3/CD28 tienen defectos en la captacion de glucosa. Estos
defectos en la captacion de glucosa podrian estar relacionados con una menor
capacidad de los linfocitos T para proliferar, activarse o ejercer sus funciones
efectoras (Prado et al., 2019).

Finalmente, Prado y cols., en el 2019, evaluaron la captacién de glucosa en
células T de memoria provenientes de sangre periférica de pacientes con cancer
de pulmén. Reportaron que la captacién de glucosa fue mayor cuando las células
se estimularon con anti-CD3/CD28 tanto en condiciones de normoxia como
hipoxia. Esto sugiere que la captacion de glucosa se ve mas afectada en las
células T que se encuentran dentro del microambiente tumoral (Prado et al.,
2019).

Los linfocitos T CD8+ provenientes de liquido pleural de pacientes con cancer de
pulmon muestran funciones efectoras disminuidas, ya que producen bajos niveles
de perforinas y granzimas A (Prado et al., 2005). Aunque las células T
provenientes de derrame pleural maligno expresan PD-1 y muestran funciones
efectoras alteradas, es importante sefialar que no presentan un fenotipo exhausto
ya que no coexpresan TIM-3 y LAG-3 (Prado et al.,2017). En los linfocitos T el
metabolismo glucolitico no es Unicamente para producir energia en forma de ATP,
también desempefia un papel importante en la proliferacion y diferenciacion de las
células T. De esta manera, la disminucion en la captacion de glucosa que
presentan los linfocitos T provenientes de paciente con cancer de pulmon podria

estar relacionada con la disminucion de sus funciones efectoras (Yin et al., 2019).
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2.2 Los linfocitos T infiltrantes de tumor presentan alteraciones en el

metabolismo, dindmica mitocondrial y produccion de ROS

Los linfocitos T en reposo utilizan un metabolismo catabdlico vy
predominantemente oxidativo, sin embargo, tras la activacion, las células T
regulan positivamente la expresion de transportadores de nutrientes como GLUT1
y aumenta el metabolismo glucolitico. Ademas, cuando las células T se activan
sus mitocondrias se someten a un proceso de fragmentacion y las crestas se
condensan. De esta manera las mitocondrias siguen teniendo un papel
fundamental durante la activacion de las células T (Siska et al.,, 2017). Sin
embargo, los linfocitos T que se someten a una estimulacion cronica presentan
mitocondrias alteradas que pueden relacionarse con la funcién deficiente de las
células. Las células T que se encuentran en el microambiente tumoral pueden
presentar deficiencias en el numero o funciéon de las mitocondrias (Bekermann et
al., 2017).

En el 2016 Scharping y cols., reportaron que en modelo de melanoma murino los
linfocitos T CD8+ infiltrantes de tumor presentaron una disminucion en la masa
mitocondrial y en la captacion de glucosa. Aunado a ello, los linfocitos T CD8+
intratumorales también mostraron defectos en el consumo de oxigeno, una
disminucién en la produccién de ROS y despolarizacion mitocondrial. Esto indico
gque ademas de una disminucién en la masa mitocondrial, los TILs también
presentan una pérdida de la funcién mitocondrial y del metabolismo oxidativo.
Estas alteraciones mitocondriales fueron asociadas con una menor biogénesis
mitocondrial dada por la disminucién en la expresién de PGC-1a (Scharping et
al.,2016).

Por otro lado, Siska y colaboradores en el 2017, reportaron que los TILs CD8+
provenientes de pacientes con carcinoma renal de células claras presentaban una
alta masa mitocondrial y una expresion normal de PGC-1a, sin embargo, sus
mitocondrias eran pequefas y fragmentadas. Ademas, los linfocitos T CD8+
infiltrantes de tumor presentaron mitocondrias hiperpolarizadas y una alta
produccion de ROS, pero una captacién de glucosa deficiente. En conjunto todas

estas alteraciones se correlacionaron con la expresion de moléculas coinhibitorias
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como PD-1, y con una capacidad limitada de las células T CD8+ para activarse y

para ejercer su respuesta antitumoral (Siska et al., 2017).

Particularmente en cancer de pulmén, Sandoval en el 2018, reporté que los
linfocitos T CD8+ de memoria provenientes de derrame pleural maligno, mostraron
una masa mitocondrial alta y una elevada produccién de ROS, pero con
mitocondrias despolarizadas. No obstante, cuando las células fueron estimuladas
via TCR (CD3) o coestimulacién (CD3/CD28), presentaron una disminucién en la
masa mitocondrial y en la produccién de especies reactivas de oxigeno. Dichos
hallazgos sugirieron que las células T provenientes de derrame pleural maligno
son insuficientes para mantener el metabolismo oxidativo, lo cual podria afectar el

proceso de activacion (Sandoval, 2018).
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3. Justificacion

El metabolismo en las células T es esencial para ejercer sus funciones efectoras
durante la respuesta inmunologica antitumoral. Aunque se han caracterizado
algunas alteraciones metabdlicas en células T de pacientes con cancer de pulmon,
existen pocos informes donde se relacionen estas alteraciones con el potencial
efector o la capacidad para proliferar y activarse de las células. Estudiar dichos
pardmetros es necesario para determinar si las alteraciones metabdlicas en las
células T de pacientes con cancer pulmonar estan relacionadas con una
disminucion en su capacidad efectora. Determinar la relacion que existe entre los
cambios metabdlicos y la proliferacién, activacion y capacidad efectora de los
linfocitos T provenientes de pacientes con cancer de pulmén, podria ayudar
encontrar nuevos blancos terapéuticos que permitan desarrollar tratamientos para

mejorar la supervivencia y calidad de vida de los pacientes.

36



4. Pregunta de investigacion

¢, Cual es la relacion que existe entre la captacion de glucosa, la masa mitocondrial
y la produccion de ROS con la activacion, proliferacion y potencial efector de los

linfocitos T provenientes de pacientes con cancer de pulmén?

5. Hipétesis

Los linfocitos T provenientes de pacientes con cancer de pulmén al ser
estimulados via TCR (CD3) y coestimulacibn (CD3/CD28) presentaran una
disminucién en la captaciéon de glucosa, activacion, proliferacion, produccién de
ROS y expresion de CD107a, pero un aumento en la masa mitocondrial en
comparacién con las células T provenientes de sangre periférica de sujetos sanos

y derrame pleural no maligno.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Analizar los cambios asociados al metabolismo glucolitico y masa mitocondrial en
linfocitos T provenientes de sangre periférica y derrame pleural de pacientes con
cancer de pulmon. Determinar la relacion que existe entre la masa mitocondrial, la
produccion de especies reactivas de oxigeno y la captacién de glucosa con la
activacion, proliferacion y expresion de CD107a en las células T.

6.2 Objetivos particulares

e Analizar las diferencias en el metabolismo de las células T CD4+ y CD8+
provenientes de sangre periférica y liquido pleural de pacientes con cancer de

pulmén, derrame pleural no maligno y sangre periférica de sujetos sanos.

e Analizar la masa mitocondrial, producciéon de especies reactivas de oxigeno,
activacion, proliferacién y captacion de glucosa, en condiciones sin estimulo,

asi como estimuladas via TCR y coestimulacion (Anti-CD3/CD28).

e Analizar la expresion de la molécula CD107a en las poblaciones con alta y baja
masa mitocondrial en las células T CD4+ y CD8+ provenientes de sangre

periférica de pacientes con cancer de pulmon y sujetos sanos.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Poblacién estudiada

En la poblacion estudiada se incluyeron 12 pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma pulmonar, 4 mesoteliomas epiteloides y un carcinoma pulmonar;
de los cuales se obtuvieron 12 muestras de sangre periférica y 7 de liquido pleural.
Como controles se incluyeron 6 muestras de liquido pleural de pacientes con
derrame pleural no maligno, de los cuales 5 fueron originados por tuberculosis y
uno por hemotorax izquierdo. Ademas, se incluyeron 9 muestras de sangre
periférica proveniente de sujetos sanos, es decir que no tenian diagnéstico de
cancer pulmonar, ni de infecciones cronicas o agudas o procesos inflamatorios al

momento de la toma de muestra.

7.2 Procesamiento de las muestras bioldgicas

Las muestras de sangre periférica y liquido pleural se obtuvieron de pacientes que
asistieron a consulta en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas” y que dieron su consentimiento para utilizar las muestras
biologicas con fines de investigacion. EI Comité de Bioética del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” aprobo el protocolo para la
obtencion de estas muestras bioldgicas con el nimero B07-13. Las muestras
fueron tomadas y criopreservadas previo al afio 2020, por lo que los pacientes y
donadores fueron negativos a SARSCoV?2.

Las muestras de sangre periférica se procesaron mediante un gradiente de Ficoll-
Hypaque (Lymphoprep, Axis-Shield, Oslo, Noruega). El procedimiento consistio en
colocar Ficoll y sangre en proporciéon 1:2 y luego centrifugar a 1300 rpm durante
35 minutos. Por otro lado, el liquido pleural se obtuvo por toracocentesis por
personal médico adscrito al hospital y se proces6 mediante un doble gradiente de
ficoll. Las células mononucleares (CMN) se recuperaron de la interfase y

posteriormente se centrifugaron con medio RPMI-1640 (Medio Roswell Park
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Memorial Institute) (Sigma-Aldrich, St.LouisMo,USA) sin glucosa a 1600 rpm
durante 12 minutos. Las células obtenidas fueron cripreservadas con DMSO al

10% (Dimetilsulfoxido)/Suero Bovino Fetal, a una temperatura de -70°C.

7.3 Cultivo celular y estimulacion de las células mononucleares

Las CMN se descongelaron a 37°C en bafio Maria, el contenido del criotubo se
transfirid a un tubo cénico con 7 mL de medio RPMI- 1640 y se centrifugd a 1600
rom durante 12 minutos. El paquete celular se resuspendié en medio RPMI-1640,
el conteo de células y la evaluacion de la viabilidad se realiz6 en una camara de

Neubauer utilizando el colorante vital azul de tripano.

Las células se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10% (HyClone,Utah,USA) y antibiéticos (100ug/mL estreptomicina y
100U/mL de penicilina) en placas de 96 pozos (Thermo Scientific) bajo tres
condiciones: Sin estimular, estimuladas con anticuerpo anti-CD3 agonista (Anti-
Human CD3 Functional Grade Purified, clona UCHT1, eBioscience, USA) o con
anticuerpos anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 adsorbidos a perlas de latex (kit T Cell
Activation/Expansion Miltenyi Biotec, CA, USA). Las CMN se incubaron durante 24

0 96 horas a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% COa.

Para la estimulacion de las células con anticuerpo anti-CD3, una placa de 96
pozos fue sensibilizada con el anticuerpo durante 90 minutos a 37°C a una
concentracion de 10 pg/mL, con un volumen final de 50 pL por pozo. Para el
cultivo celular se colocaron 200 pL de una suspensién de 1X10°8 células/mL en
cada pozo. Mientras que para realizar el estimulo con moléculas de
coestimulacion adsorbidas a perlas de latex, se colocaron 2.5 pL de perlas en 50
UL de medio RPMI-1640 y se mezcld con una suspension de 5X108 células/mL en
un volumen final de 200 pL con medio RPMI-1640.
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7.4 Evaluacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno en

linfocitos T provenientes de sangre periféricay liquido pleural

Para evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno se empleé el reactivo
DCFDA (2',7-diacetato de diclorofluorescina) (Abcam, USA), una sonda
fluorescente que entra a la célula por difusion pasiva. DCFDA es una molécula
gue se encuentra reducida y que una vez dentro de la célula es oxidada por las
especies reactivas de oxigeno, dando lugar a DCF (2', 7'—diclorofluoresceina) la

forma oxidada y fluorescente de la molécula.

Después del cultivo celular de 24 horas, se recuperaron las células y se lavaron
con PBS (Buffer de fosfatos salino, pH= 7.2), se centrifug6 1600 rpm durante 7
minutos. Las CMN se incubaron con el reactivo DCFDA a una concentracion de 2
UM en un volumen final de 200 pL. Las células se incubaron durante 20 minutos a
37°C en atmésfera himeda con 5% COz2. Se realiz6 un paso de lavado con PBS
para retirar el exceso de reactivo y se realizdé la inmunofenotipificacion de las

células.

Como se muestra en la Tabla 1, para la inmunofenotipificacion de las células se
identificaron las moléculas CD3, CD4, CD8, CD27 y CD45RA; mientras que
CD137 fue empleado como un marcador de activacion para las células T. Las
células se incubaron con una mezcla de anticuerpos acoplados a diferentes
marcas fluorescentes en un volumen final de 200 pL, la incubacién se realizo
durante 20 minutos a temperatura ambiente, protegiendo de la exposicion de la

luz. Después se realizé un paso de lavado con medio RPMI-1640.

Para discriminar a las células que se encontraban en proceso de apoptosis, las
CMN se resuspendieron en una mezcla de buffer HEPES/Anexina V (Biolegend,
CA, USA) y se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente, protegiendo de
la exposicion a la luz. Luego se agregaron 100 pL de una solucion de DAPI (4, 6-
diamidino-2-fenilindol) (Biolegend, CA, USA) en buffer HEPES a una
concentracion 1 pM. DAPI es una sonda fluorescente que permite evaluar la
viabilidad ya que se une al DNA de las células que tienen la integridad de la
membrana celular comprometida. Las células fueron adquiridas en el citbmetro
FACSAria 1l (BD Biosciences, USA) con el programa FACS Diva. Los

41



experimentos, asi como la adquisicion de los datos fue realizada por nuestro grupo

de trabajo.

Tabla 1. Anticuerpos empleados en la inmunofenotipificacion para determinar la
produccion de ROS en células T

Anticuerpo Marca fluorescente | Clona Casa comercial | Dilucién
Anti-CD3 PE eFluor 610 UCHT1 | eBioscience 1:100
Anti-CD4 Alexa 700 OKT4 BioLegend 1:100
Anti-CD8 APC Cy7 Skl BioLegend 1:100
Anti-CD27 Brian Violet 510 M-T271 | BioLegend 1:100
Anti-CD45RA | PE Cy7 HI100 BioLegend 1:200
Anti-CD137 PE 4B4-1 BioLegend 1:100

APC: Aloficocianina, APC Cy7: Fluorocromos en tdndem de APC y cianina 7, PE: Ficoeritrina, PE

Cy7: Fluorocromos en tandem de PE y cianina 7.

7.5 Analisis de la proliferacion, masa mitocondrial y captacion de glucosa
en linfocitos T provenientes de sangre periférica

7.5.1 Evaluacion de la proliferacion de linfocitos T provenientes de

sangre periférica

Como marcador de proliferacién se utilizd el reactivo Cell Trace Violet (CTV)
(Invitrogen, USA), una sonda fluorescente que entra al citoplasma de las células
por difusion pasiva, donde se une de forma covalente al grupo amino de las
proteinas. La proliferacion se observa como una disminucién en escala logaritmica

de la fluorescencia.

Previo a colocar el estimulo en las células, la suspension celular se ajustdé a una
concentracion de 1X108 células/mL con PBS. Las CMN se incubaron con CTV a
una concentracion de 0.5 uM, por 10 minutos a 37°; para detener la reaccion y
eliminar el reactivo en exceso, se agregaron 4 mL de medio RPMI-1640
suplementado a 4°C y se incub6 en hielo durante 5 minutos, luego, como paso de

lavado se centrifugd a 1600 rpm durante 7 minutos. El paquete celular se
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resuspendié con medio RPMI-1640 para tener una concentracion de 1X10°
células/mL. Se cultivaron células en condiciones sin estimulo y estimuladas con
perlas de activacion (anticuerpo anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28) y se incubaron
durante 96 horas a 37°C en atmoésfera humeda con 5%COz2.

7.5.2 Evaluacién de la masa mitocondrial en linfocitos T provenientes
de sangre periférica

El contenido de masa mitocondrial se determiné utilizando el reactivo MitoTracker
Red (Invitrogen, USA), una sonda fluorescente que entra a la célula por difusion
pasiva, se oxida y se acumula en la matriz mitocondrial al interactuar con el grupo

tiol de las proteinas.

Posterior al cultivo celular, se recuperaron las células y se lavaron con PBS pH
7.2, se centrifugé 1600 rpm durante 7 minutos. Las CMN a una concentracion de
1X10% células/mL, se incubaron con el reactivo MitoTracker Red a una
concentracion de 50 nM, por 20 minutos a 37°C en atmésfera hiumeda con 5%
COs2. Se realiz6 un paso de lavado con PBS para retirar el exceso de reactivo y se

realizo la tincién para evaluar la captacion de glucosa.

7.5.3 Evaluacién de la captacion de glucosa en linfocitos T
provenientes de sangre periféricas

La captacion de glucosa se evalu6 utilizando el reactivo 2-NBDG (2-desoxi-2-[(7-
nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-il) amino]-D-glucosa) (Cayman chemical, USA), un
analogo fluorescente de la glucosa. Una suspension de 1X108 células/mL en
medio RPMI-1640 libre de glucosa, se incubd con el reactivo 2-NBDG a una
concentracion de 50 uM durante 45 minutos a 37°C en atmdsfera hUmeda con 5%
CO2. Para detener la reaccion y eliminar el exceso de reactivo las células se

lavaron con PBS/BSA 1% (Albumina sérica bovina), 0.1% w/v azida de sodio
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(NaNs). Finalmente, las CMN se resuspendieron en 200 pL de una mezcla de

anticuerpos para realizar la inmunofenotipificacion.

Como se muestra en la Tabla 2, para la inmunofenotipificacion de las células se
identificaron las moléculas CD3, CD4, CD8, CD27 y CD45RA, para ello se empled
una mezcla de anticuerpos acoplados a diferentes marcas fluorescentes. Las
células se incubaron con la mezcla de tinciébn en un volumen final de 200 pL, la
incubacion se realizé durante 20 minutos a temperatura ambiente, protegiendo de
la exposicion de la luz. Después se realizdé un paso de lavado con PBS/BSA 1%
NaNs y las células se resuspendieron en 200 pL de una dilucién (1:50) de 7-AAD
(7-amino actinomicina D) (Biolegend, CA, USA) un marcador de viabilidad que se
intercala con el DNA y que permean solo en células que tienen la integridad de la
membrana celular comprometida. Las células fueron adquiridas en el citdmetro
FACSAria Il (BD Biosciences, US) con el programa FACS Diva. Los experimentos,
asi como la adquisicién de los datos fue realizada por nuestro grupo de trabajo.

Tabla 2. Anticuerpos empleados en la inmunofenotipificacion para determinar la

proliferacion, masa mitocondrial, captacion de glucosa y degranulacion de las

células T

Anticuerpo Marca fluorescente | Clona Casa comercial | Dilucion
Anti-CD3 PE eFluor 610 UCHT1 | eBioscience 1:400
Anti-CD4 Alexa 700 OKT4 BioLegend 1:200
Anti-CD8 APC/Fire 750 Skl BioLegend 1:200
Anti-CD27 PE M-T271 | BioLegend 1:200
Anti-CD45RA | PE Cy7 HI100 BioLegend 1:1000

APC: Aloficocianina, PE: Ficoeritrina, PE-Cy7: fluorocromo en tandem de ficoeritrina y cianina 7

7.6 Evaluacién de la degranulacion y masa mitocondrial en linfocitos T

provenientes de sangre

Las CMN, se descongelaron a 37°C en bafio Maria, el contenido del criotubo se
transfirid a un tubo cénico con medio RPMI- 1640 y se realizdé un paso de lavado,

se centrifugd a 1600 rpm durante 12 minutos. El paquete celular se resuspendio
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en medio RPMI- 1640, el conteo de células y la evaluacion de la viabilidad se

realizo en una camara de Neubauer utilizando el colorante vital azul de tripano.

La suspension de CMN se ajusté a una concentracion de 1X108 células/mL con
medio RPMI-1640 suplementado y se colocaron 150 pyL de esta suspension en
cada pozo. Las células se incubaron en placas de 96 pozos bajo dos condiciones:
Sin estimulo y estimuladas con CytoStim (MACS Miltenyi Biotec, Alemania) a una
concentracion de 20 pL/mL. CytoStim es un estimulo rapido que actia de manera
similar a un super antigeno, activa a las células T via TCR y provoca la secrecion
de citocinas efectoras en pocas horas. Para evaluar la degranulacion de los
linfocitos T, las CMN se incubaron junto con 2.5 pL de anticuerpo Anti-CD107a
(APC) (H4A3, BioLegend) por pozo. Las células se incubaron durante 4 horas a

37°C en una atmosfera hiimeda con 5% CO..

Posterior a la incubacién, se recuperaron las células y se lavaron con PBS pH 7.2.
Para evaluar la masa mitocondrial las CMN se incubaron con el reactivo
MitoTracker Green a una concentracion de 0.2 uM, por 20 minutos a 37°C en
atmosfera himeda con 5% COz2. Se realizé un paso de lavado con PBS/BSA 1%
para retirar el exceso de reactivo y finalmente, las CMN se resuspendieron en 200

UL de una mezcla de anticuerpos para realizar la inmunofenotipificacion.

De acuerdo con lo que se muestra en la Tabla 2, para la inmunofenotipificacion de
las células se identificaron las moléculas CD3, CD4, CD8, CD27 y CD45RA, para
ello se emple6 una mezcla de anticuerpos acoplados a diferentes marcas
fluorescentes. Las células se incubaron con la mezcla de tincion en un volumen
final de 200 pL, la incubacién se realiz6 durante 20 minutos a temperatura
ambiente, protegiendo de la exposicion de la luz. Después se realizé un paso de
lavado con de PBS/BSA 1% NaNs; para evaluar la viabilidad las células se
resuspendieron en 200 pL de una dilucion (1:50) de 7-AAD. Las células fueron
adquiridas en el citometro FACSAria Il (BD Biosciences, US) con el programa
FACS Diva. Los experimentos, asi como la adquisicion de los datos fue realizada

por nuestro grupo de trabajo.
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7.7 Analisis de resultados

Los datos obtenidos mediante los ensayos de citometria de flujo fueron analizados
en el programa FlowJo™ v10.7.1. El andlisis de la proliferacion, masa mitocondrial
y captacion de glucosa se realizé mediante un analisis supervisado. Los datos de
produccion de ROS y del marcador de activacion CD137, asi como la evaluacion
de la degranulacién y de la masa mitocondrial en células T se analizaron mediante

un analisis no supervisado.

7.7.1 Analisis supervisado

El andlisis citométrico que se siguié para los ensayos de proliferaciébn, masa
mitocondrial y captacion de glucosa, se ilustra en la Figura 2. Primero se
seleccionaron a las células que se adquirieron de manera uniforme en el
citometro, para ello se realiz6 el grafico de tiempo contra el parametro de tamafio
en altura (Time vs FSC-H). De esta regién, se seleccionaron las células
individuales o singuletes en la grafica de tamafio en area contras altura (FSC-A vs
FSC-H). A partir de la region resultante, las células viables (7-AAD-) fueron
seleccionadas con el grafico 7-AAD vs FSC-A. Luego, se seleccioné la region de
linfocitos de acuerdo con los parametros de tamafio (FSC-A) y granularidad (SSC-
A). De esta ultima regién se seleccionaron a los linfocitos T (CD3+) en la grafica
CD3 vs FSC-A; finalmente de esta region se analizaron las poblaciones de interés

gue correspondio a linfocitos T CD4+ y CD8+.
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Figura 2. Anédlisis citométrico para determinar las regiones de linfocitos T CD4+ y CD8+.
Graéficos representativos de los datos de proliferacion, masa mitocondrial y captacion de glucosa en

linfocitos T provenientes de sangre periférica.

Como se muestra en la Figura 3, de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+
totales, se analizo el contenido de masa mitocondrial mediante los valores de
intensidad media de fluorescencia (MFI) para MitoTracker Red, también se
destermind el porcentaje de las poblaciones con alta (MMM9h) y baja masa
mitocondrial (MMo%), La captacion de glucosa se analizé mediante los valores de
MFI para 2-NBDG en las células T CD4+ y CD8+ proliferando y sin proliferar. Para
el andlisis de proliferacion se utilizé la herramienta que proporciona el programa
FlowJo™ v10.7.1, y para evaluar la proliferacion de las células T, se analizaron los
valores de indice de proliferacion y porcentaje de células divididas que brinda el

modelo de proliferacion.

El andlisis estadistico de los datos se realiz6é en el sofware GraphPad Prism 9.1.1.
Se realiz6 una prueba de Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de los datos,
los cuales resultaron tener una distribucion normal p>0.05. Para determinar si
existia diferencia significativa entre los grupos de datos se realizé una prueba t de

Student, considerando un valor de p<0.05 estadisticamente significativo.

47



MM Low MM High
735 255

"y
>
-

h 250K+

200K+

150K

100K

Nimero de células
N
FSC-A
Nimero de células

50K

L T T T T ™ T T T T ™ T T
3 3 5 3 3 a4 5 3 3 4 5
-10 0 10 10 o 10 -10 o 10 10 o 10 -10 1) 10 10 10

2-NBDG MitoTracker Red Proliferacion

Figura 3. Analisis de la proliferacién, masa mitocondrial y captaciéon de glucosa en linfocitos
T CD4+ y CD8+ provenientes de sangré periférica. Linfocitos T CD8+ estimulados con perlas de

coactivacion durante 96h.

7.7.2 Analisis no supervisado

Los datos de produccién de ROS y del marcador de activacion CD137, asi como la
evaluacion de la degranulacion y de la masa mitocondrial en células T se
analizaron mediante un analisis no supervisado. Se empled una técnica de
reduccion dimensional no lineal UMAP (Uniform Manifold Approximation and
Projection, por sus siglas en ingles). EI UMAP permite representar los datos
originales en dos dimensiones mediante el uso de una combinacion lineal de
vectores, que son generados a partir de las caracteristicas originales de los datos
(Palit et al., 2019 & Filipovic et al., 2019). Para realizar este tipo de andlisis las
muestras deben haber sido tefiidas con el mismo panel de anticuerpos y sondas
fluorescentes y, ademas, haber sido adquiridas preferentemente en el mismo

citbmetro y con la misma configuracion del equipo.

Esta estrategia de andlisis incluyd una etapa de preandlisis, en la cual se
selecciond la poblacién de linfocitos T CD3+. En la Figura 4 se ilustra la estrategia
de preandlisis. Primero se realiz6 el gréfico Time vs FSC-H para seleccionar a las
células adquiridas de manera uniforme en el citdmetro; luego, en la grafica FSC-A
vs FSC-H se seleccionaron los singuletes. A partir de la region resultante se
seleccionaron las células viables, para el analisis de degranulacion y masa
mitocondrial se empled el grafico 7-AAD vs FSC-A; mientras que para el andlisis
de produccion de ROS y CD137 se utilizé el grafico Anexina V vs DAPI. Después
se elabor¢ la region de linfocitos en la gréafica de tamafo y granularidad (SSC-A vs
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FSC-A). De esta ultima region se seleccionaron a los linfocitos T CD3+ en la
grafica CD3 vs FSC-A.

250K 250K

Time vs FSC-H Singuletes

A 5007 & ook g

150K -

FSC-H
DAPI

100K+

50K

T T T T T T T T ™ T
100 200 300 0 50K 100K 150K 200K 250K 7103 0 mi
»

A T
104 105
. »

L

- > - >
Time FSC-A Anexina V
25069 . R 250K 5 R .
Linfocitos Linfocitos T
2 200kd 4 00cd
L e kA RET
[S] 8]
[72] (2] :
| ook L] ook
50K 50K
0 T T T T T 0 Ll T T
0 50K 100K 150K ZEEIK 250K a0t 0 1ef wi 10°
>
SSC-A CcD3

Figura 4. Preanalisis de datos para seleccionar a la regién de linfocitos T. Graficos
representativos del andlisis de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y del

marcador de activacion CD137 en células T provenientes de sangre periférica.

Para realizar el andlisis no supervisado se emplearon los plugins de
FlowJo™ v10.7.1. (Descargados de https://www.flowjo.com/exchange/#/). Se
uniformé el niamero de eventos en las muestras utilizando el plugin llamado
DownSample (v3.3) y luego se concatenaron las muestras. El andlisis de los datos

se ejecuto utilizando el plugin UMAP (v3.1).

Para el analisis de produccion de ROS y CD137 se concatenaron diez mil eventos
de la regioén de linfocitos T CD3+ por cada muestra en las diferentes condiciones.
El analisis se realiz6 en dos grupos, el grupo de sangre periférica incluyé 2
muestras de sujetos sanos y 5 provenientes de pacientes con cancer de pulmén;
mientras que el grupo de derrame pleural incluyé 7 muestras de derrame pleural
maligno y 6 de derrame pleural no maligno. Cada muestra se incluyéo en
condiciones sin estimulo y estimuladas con anti-CD3 o con perlas de

coestimulacion.

El calculo de UMAP se ejecutd sobre los grupos concatenados y tal como se

muestra en la Figura 5, se generaron proyecciones del anéalisis UMAP. En estos
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graficos los eventos se encuentran agrupados en clusters de acuerdo con sus
caracteristicas, en este caso, la expresibn de ciertos marcadores o la

incorporacion de las sondas fluorescentes.
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Figura 5. Analisis de reduccién dimensional UMAP para el conjunto de datos de produccién
de ROS y expresién de CD137. Graficos UMAP para el grupo concatenado de sangre periférica,

el nivel de expresién de cada uno de los marcadores se indica en la escala inferior de cada grafico.

Tal como se muestra en la Figura 6, el analisis de los graficos UMAP se realizo
por grupo de muestras, es decir para el conjunto de muestra provenientes de los
controles (Sujetos sanos y derrame pleural no maligno) o pacientes con cancer de
pulmén en las diferentes condiciones (Sin estimulo y estimuladas con anti-CD3 o
con perlas de coestimulacién). De acuerdo con la expresion de los marcadores
CD27 y CD45RA, se seleccionaron las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y
CD8+ de memoria central (CD45RAM%, CD27H9h) en liquido pleural y sangre
periférica, y linfocitos T CD8+ efectores (CD45RAMSh CD27°%) (inicamente en
sangre periférica. A partir de estos clusters se analizo la produccion ROS y la
expresion de CD137 mediante los valores de MFI para DCFDA y para el marcador
CD137.

50



Control Paciente

B CD4+ CD45RAHish CD27Hish

| [l CD4+ CD45RALw CD27High
CD4+ CD45RAL CD271ow

I CD8+ CD45RAHh CD27Hish
B CD8+ CD45RALw CD27Hish
[l CD8+ CD45RAHsh CD2741ov
M CD8+ CD45RALw CD271o%

UMAP 2

>
L

Numero de eventos
Numero de eventos
v 4>
CD137
, .g 9... :
S0
i
>
S0
o w

Q1 = Q2
34.9 220

O

Nl
5
>

Figura 6. Proyecciones UMAP de los datos de produccion de ROS y expresion de CD137
mostrando grupo Control y Paciente. a) Grupo de sangre periférica: Graficos UMAP para los
grupos Control y Paciente en condiciones de estimulo por 24h con anti-CD3, los clusters fueron
asignados de manera manual. b) Andlisis de la produccién de ROS y de la expresion de CD137
para el cluster CD8+ CD45RAMig" CD27w del grupo control en condiciones de estimulo.

Para el andlisis de degranulacién y masa mitocondrial se concatenaron treinta mil
eventos de la region de linfocitos T CD3+ por cada muestra en las diferentes
condiciones. El andlisis se realiz6 en dos grupos (Sin estimulo y CytoStim), cada
grupo incluyé 7 muestras de sangre periférica de sujetos sanos y 6 provenientes
de pacientes con cancer de pulmén. El calculo de UMAP se ejecutd sobre los
grupos concatenados y tal como se muestra en la Figura 7, se generaron las

proyecciones del analisis UMAP.

Como se presenta en la Figura 8, el andlisis de los graficos UMAP se realiz6 para
los grupos de Paciente y Control. De acuerdo con la expresion de los marcadores
CD27 y CD45RA, se seleccionaron las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y
CD8+ de memoria central (CD45RAY, CD279") y linfocitos T CD8+ efectores
(CD45RAHG" CD27%). A partir de estos clusters se analizé el contenido de masa
mitocondrial y la expresion de CD107a mediante los valores de MFI para

MitoTracker Green y para el marcador CD107a.
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mitocondrial y expresion de CD107a, en linfocitos T provenientes de sangre periférica.
Graficos UMAP para el grupo sin estimulo, el nivel de expresion de cada uno de los marcadores se
indica a la escala inferior de cada gréfico.
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Figura 8. Proyecciones UMAP de los datos de masa mitocondrial y expresion de CD107a
mostrando grupo Control y Paciente. a) Grupo sin estimulo: Graficos UMAP para los
subgrupos Control y Paciente, los clusters fueron asignados de manera manual. b) Andlisis de la
masa mitocondrial y de la expresién de CD107a para el cluster CD4+ CD45RAw CD27Hish del

subgrupo Control en condiciones sin estimulo.

52



8. Resultados
8.1 Caracteristicas de la poblacién

Se analizaron muestras de liquido pleural y sangre periférica provenientes de 17
pacientes con diagndéstico de cancer de pulmén. Se obtuvieron 12 muestras de
sangre periférica de pacientes con cancer de pulmon, de las cuales 10 fueron
pacientes masculinos y 2 femeninos; la edad promedio de los pacientes fue de
60+£13 afios. Como controles se emplearon 9 muestras de sangre periférica de
sujetos sanos, de los cuales 5 personas fueron del género masculino y 4 del
género femenino; el promedio de edad fue de 48+16 afios.

Se obtuvieron 7 muestras de derrame pleural maligno proveniente de pacientes
con cancer de pulmon, de las cuales 6 fueron de pacientes masculinos y una de
paciente femenina; el promedio de edad fue de 57+14 afios. Como control se
emplearon 6 muestras de derrame pleural no maligno proveniente de pacientes
con tuberculosis y hemotérax izquierdo, de los cuales 5 fueron de pacientes
masculinos y una paciente femenina; la edad promedio de los pacientes fue de

38+24 afos.

Se realiz6 una prueba de Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de los datos,
los cuales resultaron tener una distribucién normal p>0.05. Para determinar si
existia diferencia significativa entre la edad promedio de los grupos de analisis y
los grupos control se realizé una prueba t de Student no pareada, considerando un
valor de p<0.05 estadisticamente significativo. La diferencia de edad entre los
grupos de estudio y control resulté ser no significativa. Por otro lado, la distribucion
entre en género masculino y femenino fue similar entre los grupos. De esta
manera, el género y la edad no son variables que pudieran influir en los resultados

de los experimentos.
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8.2 Los pacientes con cancer de pulmdn presentaron un alto porcentaje

de linfocitos T CD8+ efectores en sangre periférica.

A partir de las proyecciones del anélisis UMAP y de acuerdo con la expresion de
los marcadores CD45RA y CD27, se seleccionaron los clusters de eventos
correspondientes a las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ en
condiciones sin estimulo. Como se muestra en la Figura 9, el fenotipo de linfocitos
T CD4+ de memoria central (CD45RAMY, CD279") predominé en sangre
periférica de sujetos sanos y derrame pleural no maligno, asi como en sangre
periférica y derrame pleural de pacientes con cancer de pulmoén. Por otro lado, los
pacientes con cancer de pulmon presentaron un alto porcentaje de células T CD8+
efectoras (CD45RAM9" CD27°%) en sangre periférica, pero no en derrame pleural.
En derrame pleural de pacientes con cancer predominé el fenotipo T CD8+ de
memoria central; de igual manera, en sangre periférica de sujetos sanos y
derrame pleural no maligno la subpoblacién CD8+ de memoria central se encontrd
en un alto porcentaje. Estos resultados concuerdan con lo previamente reportado

empleando un andlisis supervisado (Prado et al.,2005)
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Figura 9. Porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ en sangre
periférica y derrame pleural. a) Figura representativa de los clusters correspondientes a las
subpoblaciones naive (CD45RAMg" CD27Migh), efectora (CD45RAHS" CD27'°w), memoria central
(CD45RAew, CD27High) y memoria efectora (CD45RAY CD27°%) de linfocitos T CD4+ y CD8+,
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clusters provenientes de la proyeccion UMAP del grupo de sangre periférica de pacientes con
cancer de pulmén del andlisis de produccién de ROS. b) Distribucion de las subpoblaciones en
linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes de sangre periférica de sujetos sanos (SP sano, n=5),
sangre periférica (SP, n=5) y derrame pleural (DP, n=7) de pacientes con cancer pulmonar y

derrame pleural no maligno (DP NoM, n=6), en condiciones sin estimulo.

8.3 Los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central provenientes de
pacientes con cancer de pulmoén, disminuyen su produccion de ROS

cuando se activan

La subpoblacién de memoria central de linfocitos T CD4+ y CD8+ predomind en
las muestras analizadas, por ello se evalu6 la produccién de ROS vy la expresion
del marcador de activacion CD137 en estos clusters. Las especies reactivas de
oxigeno se generan en la ETC durante la fosforilacion oxidativa, por lo que su
produccién puede fungir como un parametro para evaluar la funcién mitocondrial
(Sandoval, 2018). De esta manera, la produccion de ROS se determinéd a través
de los valores de MFI para DCFDA. Por otra parte, CD137 es una molécula de
coestimulacion que se expresa en los linfocitos T activados, para evaluar este

parametro se midié el porcentaje de células CD137+.

Como se observa en la Figura 10, las células T CD4+ de memoria central de
sangre periférica de pacientes con cancer pulmonar, mostraron una alta
produccién de ROS en condiciones sin estimular. Sin embargo, cuando las células
se estimularon via TCR (CD3) o coestimulacion (CD3/CD28) disminuyé su
produccion de ROS, esto a pesar de que los estimulos aumentaron el porcentaje
de células activadas. En el caso de las células de sangre periférica de sujetos
sanos, la produccion de ROS aument6 cuando las células fueron estimuladas via
TCR, pero mantuvo sus niveles basales cuando el tratamiento incluyo

coestimulacion.

Las células T CD4+ de memoria central de derrame pleural no maligno
presentaron una mayor produccion de ROS en comparacion con el derrame
pleural maligno. En ambos casos la produccion de ROS decrecio después de

estimular a las células. No obstante, en el caso de pacientes con cancer de
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pulmoén la disminucion de los valores de MFI para DCFDA fue mayor, a pesar de

gue en derrame pleural maligno el porcentaje de células CD137+ fue mas alto.
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Figura 10. Las células T CD4+ de memoria central provenientes de paciente con cancer de
pulmén disminuyen su produccion de ROS cuando son activadas. La produccion de ROS y
expresién de CD137 se analizé en condiciones sin estimulo (SE) y estimuladas con Anti-CD3 o
perlas de coestimulacion (CD3/CD28) durante 24h. a) Produccion de ROS (DCFDA) y expresion de
la molécula CD137 en linfocitos T CD4+ de memoria central (CD45RAMw, CD27High) provenientes
de sangre periférica. Los graficos de contorno provienen de la proyeccion UMAP de la Figura 5,
para la asignacion de los cuadrantes se tomd como referencia a la poblacion T CD4+ naive
(CD45RAHigh CD27High) proveniente de sujetos sanos en condiciones SE. b) Valores de MFI para
DCFDA vy porcentaje de células CD137+ en linfocitos T CD4+ de memoria central, los valores
fueron obtenidos de la proyeccion UMAP de la Figura 5. En condiciones SE el porcentaje de
células CD137+ fue cercano a cero. Sangre periférica de sujetos sanos (SP sano, n=2) y pacientes
(SP céancer, n=5) en la fila superior, derrame pleural no maligno (DP NoM, n=6) y de paciente con

cancer pulmonar (DP cancer, n=7) en la fila inferior.
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El comportamiento de las células T CD8+ de memoria central fue similar al de las
células T CD4+. Como se muestra en la Figura 11, las células T CD8+ de memoria
central, provenientes de sangre periférica de pacientes con cancer pulmonar,
exhibieron una alta produccién de ROS en todas las condiciones. Aun asi, cuando
las células se estimularon via TCR o coestimulacién disminuyd su produccion de
ROS, a pesar de presentar un porcentaje mayor de células activadas en
comparacion con la sangre periférica de sujetos sanos. Al igual que en los
linfocitos T CD4+, en células T CD8+ de memoria central de sujetos sanos la
produccién de ROS aumento6 cuando las células fueron estimuladas via TCR, pero

mantuvo sus niveles basales cuando el tratamiento incluy6 coestimulacion.

En derrame pleural, los linfocitos T CD8+ de memoria central de pacientes con
cancer presentaron una baja produccién de ROS en todas las condiciones. El
porcentaje de células CD137+ fue similar en derrame maligno y no maligno. Al
igual que en las células T CD4+ (Ver Figura 10), las células T CD8+ de memoria
central de liquido pleural maligno y no maligno disminuyeron su produccion de
ROS después de la estimulacion. Estos resultados sugieren que tras la
estimulacién los linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes con cancer de pulmén
podrian presentar ineficiencias en la ETC, a pesar de expresar marcadores de

activacion.
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Figura 11. Las células T CD8+ de memoria central provenientes de pacientes con cancer de
pulmén disminuyen su produccién de ROS cuando son activadas. La produccién de ROS y
expresién de CD137 se analizé en condiciones sin estimulo (SE) y estimuladas con Anti-CD3 o
perlas de coestimulacion (CD3/CD28) durante 24h. a) Produccion de ROS (DCFDA) y expresion de
la molécula CD137 en linfocitos T CD8+ de memoria central (CD45RA, CD27Hidh) provenientes
de sangre periférica. Los graficos de contorno provenientes de la proyeccion UMAP de la Figura 5,
para la asignacion de los cuadrantes se tomé como referencia a la poblacién T CD8+ naive
(CD45RAHgh  CD27Hid") de sujetos sanos en condiciones SE. b) Valores de MFI para DCFDA vy
porcentaje de células CD137+ en linfocitos T CD8+ de memoria central, los valores fueron
obtenidos de la proyeccion UMAP de la Figura 5. En condiciones SE el porcentaje de células
CD137+ fue cercano a cero. Sangre periférica de sujetos sanos (SP sano, n=2) y pacientes (SP
cancer, n=5) en la fila superior, derrame pleural no maligno (DP NoM, n=6) y de paciente con

cancer pulmonar (DP cancer, n=7) en la fila inferior.
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8.4 Las células T CD8+ efectoras provenientes de pacientes con cancer de

pulmon se activan, pero no modifican su produccion de ROS

Los pacientes con cancer de pulmdn presentaron un alto porcentaje de células T
CD8+ efectoras en sangre periférica, debido a esto, también se evalud la
produccion de ROS y expresion de CD137 en esta subpoblacion. Como se
muestra en la Figura 12, los pacientes con cancer de pulmon presentaron un
porcentaje menor de células T CD8+ efectoras CD137+. Ademas, las células T
CD8+ de los pacientes con cancer presentaron una baja produccién de ROS;
adicionalmente, cuando estas células se estimularon via TCR o coestimulacion no
se modifico la produccion de ROS. Esto indica que también los linfocitos T CD8+
efectores de pacientes con cancer de pulmon podria presentar deficiencias en la

ETC como signo de disfuncion mitocondrial.
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Figura 12. Las células T CD8+ efectoras provenientes de pacientes con cancer de pulmén se
activan, pero no modifican su produccidon de ROS. La produccion de ROS y expresion de
CD137 se analizé en condiciones sin estimulo (SE) y estimuladas con Anti-CD3 o perlas de
coestimulacién (CD3/CD28) durante 24h. a) Produccion de ROS (DCFDA) y expresion de la
molécula CD137 en linfocitos T CD8+ efectores (CD45RAHg" CD27°%) provenientes de sangre

periférica. Los gréficos de contorno provienen de la proyeccion UMAP de la Figura 5 y para la
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asignacion de los cuadrantes se tomé como referencia a la poblacién T CD8+ naive (CD45RAHigh,
CD27High) proveniente de sujetos sanos en condiciones SE. b) Valores de MFI para DCFDA y

porcentaje de células CD137+ en linfocitos T CD8+ efectores, los valores fueron obtenidos de la
proyecciéon UMAP de la Figura 5. En condiciones SE el porcentaje de células CD137+ fue cercano
a cero. Sangre periférica de sujetos sanos (SP sano, n=2) y pacientes con cancer de pulmon (SP

cancer, n=5).

8.5 Los linfocitos T provenientes se sangre periférica de pacientes con

cancer de pulmon mostraron una tendencia a proliferar menos.

Las especies reactivas de oxigeno son importantes durante la proliferacion de los
linfocitos T, ya que actiian como segundo mensajero indicando cuando existen las
condiciones necesarias para proliferar (Jones & Thompson, 2007). Los linfocitos T
provenientes de pacientes con cancer de pulmén presentaron alteraciones en la
produccién de ROS, por ello se evalud la proliferacion en linfocitos T CD4+ y
CD8+ totales provenientes de sangre periférica de sujetos sanos y pacientes con

cancer de pulmoén.
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Figura 13. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ totales de sangre periférica de pacientes con cancer
de pulmdén mostraron una tendencia a proliferar menos. Para evaluar la proliferacion las
células se tifieron con el marcador Cell Trace Violet (CTV) y se estimularon durante 96h con perlas

de coestimulacién (CD3/CD28). a) Figura representativa de la proliferacién de células T CD8+
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provenientes de sangre periférica. La poblacion CTVHigh corresponde a las células sin proliferar,
mientras que la poblacion CTVo¥ corresponde a las células que proliferaron tras la estimulacion. b)
Porcentaje de células divididas e indice de proliferacién en linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes
de sangre periférica de sujetos sanos (n=3) y de pacientes con cancer de pulmon (n=3); las barras
representan la media * error estandar (SEM). Las diferencias entre el porcentaje de células
divididas e indice de proliferacién entre sujetos sanos y pacientes con cancer fueron no

significativas en linfocitos T CD4+ y CD8+ utilizando prueba t de Student no pareada.

La proliferacion de las células se evalu6 con el porcentaje de células divididas y el
indice de proliferacion. El indice de proliferacion representa el niumero total de
divisiones entre el nimero de células que se dividieron, es decir refleja Unicamente
a la fraccion de células que respondieron al estimulo (CD3/CD28) (FlowJo, 2021).
Como se observa en la Figura 13, los linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes con
cancer tuvieron un menor porcentaje de células divididas e indice de proliferacién.
Esto indica que las células T de paciente con cancer exhiben una tendencia a

proliferar menos que las células T de los sujetos sanos.

8.6 Los linfocitos T proliferativos de sangre periférica de pacientes con

cancer pulmonar presentaron una menor captacion de glucosa

El metabolismo glucolitico brinda los precursores biosintéticos necesarios para la
activacion y proliferacion de las células T (O’'Sullivan & Pearce, 2015). Los
linfocitos T CD4+ y CD8+ totales de sangre periférica de pacientes con cancer de
pulmon, mostraron una disminucion en la proliferacion. Por ello, la captacion de
glucosa se evalué en células T CD4+ y CD8+ proliferando (CTV%) y sin proliferar

(CTVH9") a través del andlisis de los valores de MFI para 2-NBDG.

Tal como se expone en la Figura 14, cuando las células T se estimularon (CD3/
CD28) aumentaron su captacién de glucosa tanto en sujetos sanos como en
pacientes con cancer. Las células T (CD4+ y CD8+) provenientes de sangre
periférica de sujetos sanos mostraron una tendencia a captar mas glucosa cuando
se encontraban proliferando, sin embargo, esta tendencia no fue tan marcada en

pacientes con cancer. Adicionalmente, las células T proliferativas de sangre

61



periférica de pacientes con cancer, captaron menos glucosa que las células T

proliferativas de sujetos sanos.
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Figura 14. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ totales provenientes de sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmén muestra una tendencia a captar menos glucosa. La
captacion se glucosa se evalud con el reactivo 2-NBDG en condiciones sin estimulo (SE) y
estimulacién de 96h con perlas de coestimulacién (CD3/CD28), en células que se encontraban
proliferando y sin proliferar. a) Figura representativa de la captacién de glucosa en células T CD4+
y CD8+ estimuladas durante 96h. Captacion de glucosa evaluada con MFI 2-NBDG en células T
CD4+ (b) y CD8+ (c) en sangre periférica de sujetos sanos (n=3) y de pacientes con cancer de
pulmén (n=3); las barras representan la media + SEM. La diferencia entre la captacion de glucosa
de las células proliferando y sin proliferan fue no significativa en todos los grupos y condiciones

utilizando prueba t de Student pareada.

8.7 Los pacientes con cancer de pulmdn presentaron un mayor porcentaje
de linfocitos T CD8+ MMHi9" en sangre periférica

Los linfocitos T de sangre periférica de pacientes con cancer pulmonar mostraron
una baja proliferacion y captacion de glucosa. Ademas, exhibieron alteraciones en
la produccion de ROS un proceso llevado a cabo en la mitocondria. De esta

manera, también se evalud la masa mitocondrial para determinar si podrian existir
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alteraciones en la dinamica mitocondrial de las células T. Para medir la masa

mitocondrial de las células se empleo el reactivo MitoTracker Red.

Como se observa en la Figura 15a, de acuerdo con el contenido de masa
mitocondrial se encontraron dos poblaciones; células con masa mitocondrial baja
(MMW) y células con masa mitocondrial alta (MM™i9"). Se analizé el porcentaje de
células de estas subpoblaciones (MM% y MMHigh) en linfocitos T CD4+ y CD8+ de

sangre periférica de sujetos sanos y pacientes con cancer de pulmén.
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Figura 15. En sangre periférica de pacientes con cancer de pulmén hay un mayor porcentaje
de células T CD8+ MMM9", La masa mitocondrial se evalud con el reactivo MitoTracker Red en
condiciones sin estimulo (SE) y estimuladas con perlas de coestimulacion (CD3/CD28). a) Figura
representativa de las poblaciones MMw y MMHMigh en linfocitos TCD8+. Porcentaje de células T
CD4+ (b) y CD8+ (c) MMHigh en sangre periférica de sujetos sanos (n=3) y de pacientes con cancer
de pulmén (n=2); las barras representan la media + SEM. NS: No significativo, *p<0.05, ***p<0.001

con prueba t de Student no pareada.

Los linfocitos T CD4+ de sangre periférica de sujetos sanos y de pacientes con
cancer de pulmén no mostraron diferencias significativas en el porcentaje de

células MMHigh Ademds, se mantuvo el porcentaje de linfocitos T CD4+ MMHigh
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aun después de la estimulacion (Ver Figura 15b). En contraste, la poblacion de
células T CD8+ MMM9" predominé de manera significativa en sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmdn, este evento se presento tanto en condiciones de
estimulo como sin estimulo (Ver Figura 15c¢). De manera general cuando los
linfocitos T CD8+ se estimularon via coestimulacion (CD3/CD28), aumentd el
porcentaje de células MM™9", Estos resultados sugieren que los linfocitos T CD8+
de los pacientes con cancer pulmonar podrian presentar un aumento en su masa

mitocondrial para compensar las deficiencias en la captacion de glucosa.

8.8 Las células T CD4+ de memoria central de sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmon presentan una mayor degranulacion

después de la estimulacion

La subpoblacion de linfocitos T CD4+ de memoria central presentd una
disminucién en la produccion de ROS a pesar de expresar el marcador de
activacion CD137. Sin embargo, los pacientes con cancer pulmonar no
presentaron alteraciones en los porcentajes de células MM y MMMi9h en
linfocitos T CD4+ totales de sangre periférica. Debido a esto se decidioé evaluar si
la masa mitocondrial tenia alguna relacién con el potencial efector de las células T

CD4+ de memoria central.

CD107a es un marcador que se expresa en las células que se encuentran
degranulando, por ello la MFI CD107a es un parametro que se puede asociar con
el potencial efector de las células (Betts & Koup, 2004). Para provocar la
degranulacién de las células, se empled un estimulo policlonal que actia de
manera similar a un super antigeno (CytoStim). Para identificar a las células

MMLew y MMHigh se empled el reactivo MitoTracker Green.

Tal como se observa en a Figura 16, después de la estimulacibn aumento la
degranulacién de las células T. Sin embargo, las células T CD4+ de memoria
central de pacientes con cancer de pulmoén, presentaron una mayor degranulacion
en comparacion con las células de sujetos sanos. Ademas, las células T CD4+

MMHig" de memoria central de pacientes con cancer presentaron mayor

64



degranulacion; por el contrario, en los sujetos sanos fue la subpoblacién MM |a
que presentd un valor mayor valor de MFI paraCD107a. De esta manera, los
resultados sugieren que las células T CD4+ de memoria central de pacientes con
cancer de pulmén presentan un mayor degranulacién y por ende un mayor

potencial efector.
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Figura 16. Las células T CD4+ de memoria central de sangre periférica de pacientes con
cancer de pulmoén presentan una mayor degranulaciéon tras la estimulacién. La masa
mitocondrial se evalué con el reactivo MitoTracker Green y la degranulacién se evalué con la
expresiéon de CD107a. Los parametros se evaluaron en condiciones sin estimulo (SE) y estimulado
con CytoStim por 4h. Los cuadrantes se establecieron tomando como referencia a la poblacién
CD4+ naive (CD45RAHgh  CD27"igh) proveniente de sujetos sanos en condiciones SE. a) Masa
mitocondrial y expresion de la molécula CD107a en células T CD4+ de memoria central
(CD45RAw, CD27Migh) de sangre periférica, graficos provenientes del analisis UMAP de la Figura
7. b) Valores de MFI para CD107a en células T CD4+ de memoria central MM'“% y MMH"igh, |os
valores fueron obtenidos del analisis UMAP de la Figura 7. Sangre periférica de sujetos sanos

(n=7) y pacientes con cancer de pulmon (n=7).
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8.9 Las células T CD8+ de memoria central y efectoras de sangre
periférica de pacientes con cancer de pulmén presentan una baja

degranulacién

Los pacientes con cancer pulmonar presentaron un mayor porcentaje de células
MMHigh en linfocitos T CD8+ totales de sangre periférica. Ademas, las
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ efectores y de memoria central presentaron
alteraciones en la produccion de ROS a pesar de expresar el marcador de
activacion CD137. Por ello se evalu6 la degranulacion en los clusters
correspondientes a estas subpoblaciones de células T CD8+.

Como se muestra en la Figura 17, los linfocitos T CD8+ de memoria central
provenientes de sangre periférica de pacientes con cancer presentaron un valor
menor de MFI para CD107a y por lo tanto una menor degranulacion. Esto se
observé en condiciones de estimulo y sin estimulo en ambas subpoblaciones de
masa mitocondrial (MM-¥ y MMHigh),

Los linfocitos T CD8+ efectores de sangre periférica de pacientes con cancer
presentaron una baja degranulacion en ambas subpoblaciones de masa
mitocondrial, este fendmeno fue mas evidente después de estimular. Por otro lado,
las células T CD8+ efectoras MMHi9" de sujetos sanos presentaron una mayor
degranulacién que el fenotipo MM" posterior al estimulo con CytoStim. Estos
resultados indican que los linfocitos T CD8+ efectores de pacientes con cancer
pulmonar presentan un menor potencial efector, lo cual se podria relacionar con

una menor actividad antitumoral.
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Figura 17. Las células T CD8+ de memoria central y efectoras de sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmén presentan una baja degranulacion. La masa mitocondrial se
evalué con el reactivo MitoTracker Green y la degranulacion se evaludé con la expresién de
CD107a. Los parametros se evaluaron en condiciones sin estimulo (SE) y estimulado con CytoStim
por 4h. Los cuadrantes se establecieron tomando como referencia a la poblacién CD8+ naive
(CD45RAHigh  CD27High) proveniente de sujetos sanos en condiciones SE. a) Masa mitocondrial y
expresién de la molécula CD107a en células T CD8+ efectoras de sangre periférica, gréficos
provenientes del andlisis UMAP de la Figura 7. Valores MFI para CD107a en poblaciones MM-% y
MMHigh de linfocitos T CD8+ de memoria central (CD45RAtew, CD27Hid") (b) y efectores
(CD45RAHigh  CD27%) (c), los valores fueron obtenidos del analisis UMAP de la Figura 7. Sangre

periférica de sujetos sanos (n=7) y pacientes con cancer de pulmén (n=7).
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9. Discusion

Las células T CD4+ y CD8+ de pacientes con cancer de pulmon presentaron una
baja proliferacion y captacion de glucosa, pero Unicamente la poblacion T CD8+
mostré un mayor porcentaje de células MM"9", Las subpoblaciones T CD4+ y
CD8+ de memoria central presentaron una disminucion en la produccién de ROS
después de la estimulacion, mientras que la subpoblacion CD8+ efectora no
modifico la produccién de ROS aun después de la estimulacién. Contrario a lo que
se plante6 en la hipotesis, las células T de pacientes con cancer pulmonar no
parecen mostrar defectos en la activacion. Por otro lado, los linfocitos T CD8+ de
memoria central y efectores mostraron un potencial efector reducido, pero no asi

la poblacion CD4+ de memoria central.

De esta manera, la hipotesis planteada se cumple parcialmente ya que se
esperaba que los linfocitos T de pacientes con cancer de pulmon mostraran un
menor porcentaje de células activadas. Ademas, Unicamente los linfocitos T CD8+
presentaron un aumento en el porcentaje de células MMY9" y una menor

degranulacion.

Los pacientes con cancer de pulmon presentaron un alto porcentaje de linfocitos T
CD8+ efectores (CD27H9", CD45RA%) en sangre periférica, pero en derrame
pleural predominé la subpoblacion CD8+ de memoria central (CD27-°%,
CD45RAH9N)  Esto podria asociarse con la presencia de factores quimiotacticos
qgue favorecen la presencia de células T CD8+ de memoria central; pero también
podria ser atribuido al bloqueo del proceso de diferenciacion en células T CD8+.
Dentro del microambiente tumoral por carcinoma de pulmoén hay factores
inmunosupresores como IL-10 y TGF-B (Factor de crecimientos transformante
beta), estos factores solubles inhiben la funcionalidad de los linfocitos T CD8+
(Prado et al., 2005).

Acorde a la informacién anterior, Prado y colaboradores en el 2012, reportaron
que las células T CD8+ efectoras de derrame pleural de pacientes con cancer de

pulmon, presentan susceptibilidad a sufrir muerte celular inducida por activacion
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(AICD). Los antigenos tumorales liberados por las células cancerosas inducen la
constante activacion de las células T. La estimulacion crénica podria sensibilizar a
las células T CD8+ efectoras a sufrir AICD, de esta manera también se podria
explicar la disminucién de la subpoblacibn CD8+ efectora en derrame pleural
maligno (Prado et al., 2012).

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central provenientes de pacientes con
cancer pulmonar, presentaron una alta produccion de ROS en condiciones sin
estimulo. Esto puede ser asociado a la estimulacion cronica que sufren las células
T debido a la presencia de antigenos tumorales. Cuando los linfocitos T se
estimulan de manera sostenida aumentan la produccion de ROS debido a la

saturacion de la cadena transportadora de electrones (Jones & Thompson, 2007).

Las células T activadas requieren un aumento en la produccion de ROS, ya que
actian como segundo mensajero indicando que existen las condiciones
energéticas necesarias para proliferar (Jones & Thompson, 2007). Sin embargo,
los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central de pacientes con cancer
pulmonar redujeron su produccion de ROS tras la estimulacion via TCR y
coestimulacion (CD3/CD28), esto a pesar de aumentar el porcentaje de células
activadas (CD137+). Los niveles excesivos de ROS intracelulares pueden ser
perjudiciales y desencadenar estrés oxidativo, por lo que la disminucion de ROS
podria tratarse de un mecanismo compensatorio para evitar el dafio y la muerte de
las células T. En el 2017 Siska y cols., reportaron que los TILs CD8+ de pacientes
con carcinoma renal de células claras, presentaban un aumento en la captacién de
cistina y en la produccion de glutation para neutralizar el exceso de ROS (Siska
et.al, 2017).

Las muestras de derrame pleural no maligno provenian en su mayoria de
pacientes con tuberculosis, por lo que al igual que el derrame pleural maligno, se
trata de un derrame pleural exudativo producto de procesos inflamatorios. Los
linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central provenientes tanto de derrame
pleural maligno como no maligno, presentaron altos niveles de ROS en
condiciones sin estimulo. Sin embargo, la produccion de ROS disminuyé tras la

estimulacién. Este comportamiento podria ser asociado a la estimulacion crénica
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producida por los procesos inflamatorios asociados a ambas patologias. No
obstante, en el caso de derrame pleural maligno la disminucién en la produccién
de ROS es mayor, lo cual podria ser atribuido al proceso de malignidad. De esta
manera, la baja produccion de ROS también podria indicar que los linfocitos T de
memoria central de derrame pleural maligno presentan ineficiencias en la ETC

después de la estimulacion (Sandoval, 2018).

Los linfocitos T CD8+ efectores provenientes de sangre periférica de pacientes
con cancer de pulmoén, no modificaron su produccion de ROS después de la
estimulacién a pesar de aumentar el porcentaje de células CD137+. Las ROS se
producen principalmente en las mitocondrias, particularmente en los complejos | y
Il de la ETC (Jezek et al., 2018). Por lo que las dificultades que tiene los linfocitos
T CD8+ efectores de sangre periférica de pacientes con cancer para producir ROS
tras la activacion podrian deberse a una deficiencia en la cadena transportadora

de electrones, lo cual también podria indicar disfuncion mitocondrial.

CD137 es una molécula de coestimulacibn que promueve la proliferacion vy
supervivencia de las células T activadas (Wolfl et al., 2008). A pesar de que las
células T de pacientes con cancer de pulmén presentan alteraciones en la
produccion de ROS, aumenta el porcentaje de células T CD137+ después de la
estimulacién via TCR o coestimulacién (CD3/CD28). Esto indica que los linfocitos
T de paciente con cancer de pulmén podrian presentar alteraciones metabdlicas o

en su capacidad efectora, aun cuando expresan la molécula CD137.

En las células T provenientes de sangre periférica de sujetos sanos, la produccién
de ROS aumenta cuando las células son estimuladas via TCR; pero se mantiene
los niveles basales de ROS cuando el tratamiento incluye coestimulacion. Esto
podria deberse a que la sefial de coestimulacion regula positivamente la expresion
del transportador de glucosa GLUTL1 lo que provoca un aumento de la glucdlisis
(Dimeloe et al., 2017). De esta manera, las células que reciben la sefial de
coestimulacion podrian presentar una menor dependencia del metabolismo

oxidativo y tardar mas tiempo en presentar un aumento en la produccion de ROS.

Como se ha mencionado, las especies reactivas de oxigeno juegan un papel en la

proliferacion de las células T. Los linfocitos T provenientes de pacientes con
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cancer de pulmén presentaron alteraciones en la producciéon de ROS, por ello,
también se evalud la proliferacion en linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes de

sangre periférica de sujetos sanos y de pacientes con cancer de pulmoén.

Las células T CD4+ y CD8+ de sangre periférica de pacientes con cancer de
pulmon presentaron una tendencia a proliferar menos que las células T de sujetos
sanos. El indice de proliferacion indica el numero de células que se encuentran
proliferando por ciclo de division. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes con
cancer, presentaron un menor indice de proliferacion y un menor porcentaje de
células divididas con respecto a los sujetos sanos. Estos eventos podrian tener
relacion con la baja produccion de ROS encontrada en las subpoblaciones de
linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes con cancer de pulmén. Aunado a ello, la
tendencia a proliferar menos también se podria relacionar con defectos en la

captacion de glucosa en las células T de pacientes con cancer.

Por otra parte, se evalud la captacion de glucosa en linfocitos T CD4+ y CD8+
proliferativos en células provenientes de sangre periférica de sujetos sanos y de
pacientes con cancer de pulmén. Tal como se esperaba, las células T aumentaron
su captacion de glucosa después de ser estimuladas (CD3/CD28). Sin embargo,
los linfocitos T CD4+ y CD8+ proliferativos de pacientes con cancer pulmonar,
mostraron una tendencia a captar menos glucosa que en sujetos sanos. El
metabolismo glucolitico proporciona precursores biosintéticos para la sintesis de
biomoléculas que son necesarias para que las células T proliferen y ganen su
funcion efectora (O’Sullivan & Pearce, 2015). Por lo que la baja captacion de
glucosa podria relacionarse con la disminucion de la proliferacion de las células T

provenientes de pacientes con cancer de pulmaon.

Por otro lado, la disminucién en la captacién de glucosa en las células T de
pacientes con cancer pulmonar podria ser atribuida a defectos en la expresiéon de
GLUT 1. En el 2019 Prado y cols., reportaron que las células T de memoria
provenientes de derrame pleural maligno no lograron aumentar la expresion de
GLUTL1 tras la coestimulacion con anti-CD28 (Prado et al., 2019).

Debido a disminucion en la produccion de ROS y en la captacion de glucosa en

los linfocitos T de pacientes con cancer de pulmoén, se evalu6 la masa mitocondrial
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para determinar si podrian existir alteraciones en la dindmica mitocondrial de las
células T. Los pacientes con cancer pulmonar presentaron un porcentaje
significativamente mayor de linfocitos T CD8+ totales MMHdh en sangre periférica.
Esto se podria deber a que desde el punto de vista bioenergético las mitocondrias
pueden proporcionar energia de manera mas eficiente a partir del piruvato, por lo
gue el aumento en la masa mitocondrial intenta compensar la glucdlisis deficiente
de los linfocitos T CD8+ (Siska et.al, 2017).

Sin embargo, el hecho de que las células T CD8+ presenten una alta masa
mitocondrial no implica que sus mitocondrias sean completamente funcionales. De
hecho, la baja produccién de ROS exhibida por las subpoblaciones de linfocitos T
de pacientes con cancer, podria indicar que existen alteraciones en el
metabolismo y funcion mitocondrial. Siska y cols., reportaron que las TIL CD8+ de
carcinoma renal de células claras presentaban una alta masa mitocondrial,
acompafiada de una expresion normal de PGC-1a el principal regulador de la
biogénesis mitocondrial. Por otro lado, estas células se encontraban fisionadas y
disfuncionales (Siska et.al, 2017). De esta manera, un fendmeno similar podria
estas sucediendo en los linfocitos T CD8+ provenientes de sangre periférica de

pacientes con cancer de pulmon.

Las células T requieren una reprogramacion metabdlica y un aumento en la
glucdlisis para ganar su funcién efectora (Siska et.al, 2017); pero la regulacion de
la funcion y dinamica mitocondrial también es necesaria para mantener la
respuesta efectora de las células T (Scharping et al., 2016). Por ello se analiz6 la
degranulaciéon en las poblaciones MMHig" y MMt en células T CD4+ y CD8+

provenientes de sangre periférica de pacientes con cancer de pulmon.

Después de la estimulacion aumento la expresion de CD107a en las células T
CD4+. Sin embargo, la subpoblacion CD4+ de memoria central de pacientes con
cancer de pulmén, presentaron una mayor expresion de CD107a con respecto a
los controles. Puesto que CD107a es un marcador de degranulacion, esto podria
indicar que las células T CD4+ de memoria central de pacientes con cancer de

pulmén presentan un mayor potencial efector. Aunque esto no garantiza que las
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células estén produciendo una mayor cantidad de citocinas efectoras como IFN-y

o TNF-a, ni tampoco garantiza que las citocinas lleguen a la célula blanco.

Las células T CD4+ de memoria central MM9" de pacientes con cancer
presentaron una mayor expresion de CD107a, lo cual se podria asociar con una
mayor degranulacion de las células. Esto podria deberse a que las células T CD4+
de pacientes con cancer tratan de compensar sus deficiencias metabdlicas o
mitocondriales con un aumento es la masa mitocondrial, y por ello el fenotipo

MMHigh tiene mayor éxito en el proceso de degranulacion.

Al igual que en los linfocitos T CD4+, la expresion de CD107a aumenté en las
células T CD8+ después de la estimulacion. Sin embargo, la subpoblacion CD8+
de memoria central, asi como la efectora presentaron una menor degranulacion en
comparacion con los donadores sanos. Particularmente, los linfocitos T CD8+
efectores producen citocinas y moléculas involucradas con la citolisis de la célula
blanco (Prado & Sadoval, 2020); sin embargo, esta subpoblacion fue la que menor

potencial efector mostré en los pacientes con cancer de pulmon.

Los linfocitos T CD8+ efectores de pacientes con cancer presentaron una
expresion similar de CD107a tanto en el fenotipo MM"9" como MM", Pero las
células T de los controles presentaron una mayor degranulacién en el fenotipo con
alta masa mitocondrial. Esto puede deberse a que los linfocitos T efectores
activados presentan un aumento es su masa mitocondrial para obtener la energia

necesaria para sostener sus funciones efectoras (Angajala et al., 2018).

Para que los linfocitos T puedan activarse, proliferar y ejercer sus funciones
efectoras deben someterse a un proceso de reprogramacion metabdlica. En este
proceso se inducen altas tasas de glucdlisis aerobia, pero la mitocondria continlda
teniendo un papel en la produccion de ATP y de ROS para llevar a cabo la
activacion de las células. De esta manera, cuando alguna de estas vias
metabdlicas se encuentra deficiente o disfuncional podria prevenir la activacién,
proliferacion y funcion efectora de las células T, disminuyendo asi su actividad
antitumoral (Siska et.al, 2017). Este podria ser el caso de los linfocitos T

provenientes de pacientes con cancer de pulmon.
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10. Conclusiones

Los resultados indican que las células T de pacientes con cancer pulmonar
podrian tener un amplio conjunto de defectos en la captaciéon de glucosa y
dinamica y funcion mitocondrial. Estos defectos podrian contribuir a la capacidad
limitada de proliferar y ejercer su funcion efectora. Todo parece indicar que la
poblacién de linfocitos T CD8+ se ve mas afectada por estas alteraciones

metabolicas.
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