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RESUMEN

El metabolismo celular es esencial para la activacién y funcion de los linfocitos T
(LTs), asi como para el desarrollo y mantenimiento de las células tumorales. En
ambos contextos, la glucélisis aerdbica desempefia un papel crucial al satisfacer las
elevadas demandas energéticas y biosintéticas asociadas a los procesos de
proliferacion. Se ha descrito que las moléculas coestimuladoras, como CD28,
regulan la expresion del transportador de glucosa GLUT-1 durante los procesos de
activacion, favoreciendo asi la adopcion de la glucolisis aerdbica. Sin embargo, el
papel de otras moléculas coestimuladoras, como CD43, en la regulacion de la

expresion GLUT-1 permanece inexplorado.

CD43 es una sialomucina transmembranal de tipo | que se expresa
abundantemente en la membrana de los LTs, asi como en tumores de origen
hematopoyético y no hematopoyético. En LTs normales, CD43 participa en la
seleccién de timocitos, la maduracién, la migracion, la adhesion y la activacion; por
otro lado, su expresion en células tumorales se asocia con un mal prondstico.
Nuestra hipotesis es que por su abundancia y por su estructura larga y rigida, CD43
es una de las moléculas iniciales que transmite sefiales ambientales necesarias
para la supervivencia y proliferacion celular. En este trabajo evaluamos si CD43
participa en las adaptaciones metabdlicas que experimentan las células T normales
y tumorales en respuesta a condiciones de activacion en las que la glucolisis soporta
las demandas bioenergéticas de la proliferacion.

Linfocitos T CD4" purificados de sangre periférica humana y células Jurkat se
activaron por entrecruzamiento del TCR y/o CD28 o CD43 con anticuerpos anti-
CD3, anti-CD28 y anti-CD43. La expresion de GLUT-1 se evalu6 mediante
citometria de flujo, inmunofluorescencia y RT-gPCR. Ademas, se analizaron
parametros metabolicos como el consumo de glucosa y glutamina, y la liberacion
de lactato y glutamato. Los resultados mostraron que la coestimulacion a través de
CD43 junto con el TCR (TCR/CDA43) incrementd significativamente la expresion de
GLUT-1 en la membrana de LTs CD4*, superando el efecto observado al estimular
con TCR/CD28. En células Jurkat, las sefales individuales de CD43 y CD28 fueron

Vil



suficientes para aumentar la expresion total y en membrana de GLUT-1, aunque
este incremento no se refleld en un mayor consumo de glucosa.
Sorprendentemente, las sefiales dependientes de CD43 y CD28 disminuyeron la
liberacion de lactato, observandose una tendencia al aumento en la glutamindlisis.
Adicionalmente, el andlisis de bases de datos publicas revel6 que CD43 esta
sobreexpresada en varios tipos de tumores y se correlaciona con un aumento de

GLUT-1 en leucemias mieloides agudas.

En conclusion, este estudio demuestra que durante la activacion de LTs, CD43
participa en la regulacion de GLUT-1 y posiblemente en la remodelacion metabdlica
que experimentan durante los procesos de activacién. Por otro lado, el aumento
considerable en la expresibn de GLUT-1 que se observa en respuesta al
entrecruzamiento de CD43 en células Jurkat, una leucemia aguada linfoblastica
humana, sugiere que CD43 podria estar participando ademas en las adaptaciones
metabodlicas que sufren las células tumorales, remodelando su capacidad
metabdlica al interactuar con sus ligandos en un contexto tumoral. En conjunto,
estos resultados amplian el entendimiento de las funciones de CD43y la posicionan
como un potencial blanco terapéutico en enfermedades relacionadas con la

activacion aberrante de LTs y en ciertos tipos de cancer.

Palabras clave: Linfocitos T, CD43, GLUT-1, reprogramacion metabdlica,

coestimulacion, glucdlisis aerdbica, células Jurkat, cancer.
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ABSTRACT

Cellular metabolism is fundamental for T-cell activation and function and for the
development and maintenance of tumor cells. Particularly, aerobic glycolysis is
important in meeting the high energy and biosynthetic demands associated with
proliferation processes. Although the role of co-stimulatory molecules, especially
CD28, to promoting the expression of the glucose transporter GLUT-1 during
activation, the role of other molecules, such as CD43, in this process is less clear.

CD43 is atype | transmembrane sialomucin abundantly expressed on the membrane
of T cells and hematopoietic and non-hematopoietic tumor cells. In normal T
lymphocytes (TLs), CD43 induces signals involved in thymocyte selection,
maturation, migration, adhesion, and activation, and its expression in tumor cells is
associated with a poor prognosis. We hypothesized that, resulting of its abundance
and long and rigid structure, CD43 is one of the initial molecules that transmit
environmental signals necessary for cell survival and proliferation. Specifically, we
investigated whether the signals mediated by CD43 participate in the metabolic
adaptations that T cells undergo in response to activation conditions where

glycolysis supports the bioenergetic demands of proliferation.

Purified human peripheral blood CD4* T Lymphocytes and Jurkat cells were
stimulated by crosslinking the TCR alone or in combination with CD43 or CD28 using
anti-CD3, anti-CD28, and anti-CD43 antibodies. The expression of GLUT-1 was
evaluated by flow cytometry, immunofluorescence, and RT-gPCR. Additionally,
metabolic parameters such as glucose and glutamine consumption and lactate and

glutamate release were analyzed.

The results showed that co-stimulation through CD43 and the TCR (TCR/CD43)
significantly increased the expression of GLUT-1 on the membrane of CD4* T
lymphocytes, surpassing the effect observed with TCR/CD28. In Jurkat cells, the
individual signals from CD43 and CD28 were sufficient to increase both total and
membrane expression of GLUT-1, although this increase was not reflected in
increased glucose uptake. Interestingly, CD43- and CD28-dependent signals

reduced lactate release, suggesting a possible increase in glutaminolysis.
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Additionally, the analysis of public databases revealed that CD43 is overexpressed
in several types of tumors, correlating with an increase of GLUT-1 in acute myeloid

leukemias.

In conclusion, this study demonstrates that CD43 participates in regulating GLUT-1
expression during T cell activation and in the metabolic remodeling cells undergo
during activation processes. Furthermore, CD43 may also be involved in the
metabolic adaptations tumor cells experience, remodeling their metabolic capacity
by interacting with their ligands in a tumor context. These findings expand the
understanding of CD43 functions and position it as a potential therapeutic target in
diseases related to aberrant T lymphocyte activation and certain cancer types.

Keywords: T Ilymphocytes, CD43, GLUT-1, metabolic reprogramming, co-

stimulation, aerobic glycolysis, Jurkat cells, cancer.
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. INTRODUCCION



1.1 Sistemainmune

El sistema inmunitario esta constituido por células y moléculas que se encargan de
reconocer productos o componentes de bacterias, virus, hongos, parasitos o
cualquier sustancia reconocida como “extrafna”, “peligrosa” o no propia, para asi
brindar proteccion. Inclusive, se pueden generar respuestas contra componentes
propios en situaciones fisiolégicas particulares (Abbas et al., 2014). Para mejorar el
entendimiento del montaje de las respuestas inmunitarias tras el reconocimiento de
un agente extrafio, también llamado “antigeno”, se emplea una categorizaciéon
simplificada basada en el aspecto temporal de la respuesta (Fig. 1): por un lado, las
reacciones rapidas, pero relativamente inespecificas de la inmunidad innata y por
otro lado, las respuestas tardias y especificas de la inmunidad adaptativa (Sa-
Nunes, 2021).

Innate Immunity Adaptive Immunity
° * Microbe
o o
&) S (e
#*
° Cytokines ( High-affinity
antibodies
(0]
Epithelial barrier ® %

o
%
Dendritic cell | B lymphocyte
i
° i
]
o © © © :
Neutrophil Macrophage E @ .
1
2 ‘e |
o 1
© ! Helper T 3 ot
oz ! lymphocyte ytotoxic
#* p £05 s Natural H propoays lymphocyte
Natural antibodies Complement killer cell !
1
Hours > Days >
1 T T 1 T T
0 6 12 . 2 3

Figura 1. Inmunidad innata y adaptativa, extraida de (“Innate, Adaptative, Passive-Active
Immunities”, s/f)



1.1.1 Sistemainmune innato

El sistema inmune innato representa la primera linea de defensa contra agentes
infecciosos y sus mecanismos se encienden inmediatamente o pocas horas
después de una infecciéon. La inmunidad innata se conforma de por lo menos cuatro
barreras defensivas: anatdmicas, fisiolégicas, celulares e inflamatorias (Marshall
et al., 2018).

Las principales barreras anatomicas son la piel y las mucosas, las cuales actuan
como una barrera fisica que impide el ingreso de los microorganismos. Las barreras
fisiologicas comprenden factores como el pH acido del estbmago, sustancias
guimicas secretadas con actividad antimicrobiana, como la lisozima o defensinas
presentes en secreciones como la sudoracion o el lagrimeo y el aumento de la
temperatura en el cuerpo (Riera Romo et al., 2016). Estas barreras son esenciales
para el mantenimiento de la homeostasis corporal, pero cuando fallan e ingresa un
agente externo (patégeno o no), entran en accion las barreras celulares de la
inmunidad innata, conformadas por diversos tipos de células entre las que podemos
destacar a los neutréfilos, macrofagos, células dendriticas, mastocitos, células
asesinas naturales (NK), las células linfoides innatas y los linfocitos T
intraepiteliales. Todas estas células son capaces de reconocer a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés, pattern
recognition receptors) patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por
sus siglas en inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns) y moléculas
endogenas reconocidas como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs por
sus siglas en inglés Damage-Associated Molecular Patterns) (Yin etal., 2015;
Zindel & Kubes, 2020). El resultado de este reconocimiento es la fagocitosis del
microorganismo invasor y la rapida produccion de mediadores solubles tales como
proteinas de fase aguda, citocinas proinflamatorias, agentes quimiotacticos,
mediadores lipidicos de la inflamacién, especies reactivas con radicales libres y
aminas vasoactivas. En conjunto, todos estos elementos promueven la activacion
de procesos inflamatorios que se caracterizan, entre otras cosas, por un cambio en

la permeabilizacion vascular, lo que permite la difusion de las moléculas



sefalizadoras a la vez que la migracion de mas células al sitio del insulto (Sa-Nunes,
2021).

A pesar de contar con diversas estrategias y mecanismos efectores, con frecuencia
la inmunidad innata es ineficiente para eliminar microorganismos que evolucionaron
desarrollando estrategias que les permiten evadir estas respuestas. Cuando esto

sucede el sistema inmune adaptativo se hace cargo.

1.1.2 Sistemainmune adaptativo

El sistema inmune adaptativo se caracteriza principalmente por su capacidad de
distinguir y reconocer una gran variedad de antigenos de manera especifica
(diversidad y especificidad) y por su capacidad de montar respuestas vigorosas,
rapidas y especificas a exposiciones repetidas del mismo agente patdgeno / insulto

(especializacion y generacion de memoria inmunologica) (Abbas et al., 2014).

Este sistema estd compuesto principalmente por dos subpoblaciones celulares: los
linfocitos B y los linfocitos T. Ambas expresan en la membrana receptores que
reconocen especificamente al antigeno: el receptor de células B (BCR) y el receptor
de células T (TCR) respectivamente, los cuales, en conjunto con las sefales
proporcionadas por las moléculas co-estimuladoras permiten que los linfocitos
reconozcan a su antigeno, se activen, proliferen y se diferencien para llevar a cabo
sus funciones efectoras (Cooper, 2015; Miller, 2004). Estos receptores estan
distribuidos clonalmente y son antigeno-especificos, esto significa que todos los
receptores de un linfocito (que daréa lugar a una futura clona) reconocen el mismo
antigeno. La suma de los millones de linfocitos con especificidades diferentes

constituye el repertorio inmunitario (X. Liu & Wu, 2018).

Los linfocitos que reconocieron su antigeno a través de su receptor, a la vez que
recibieron las sefales proporcionadas por las moléculas co-estimuladoras y se
activaron son capaces de entrar en un proceso llamado expansion clonal, donde
proliferan y ademas se especializan para combatir de mejor manera la infeccion. Un

linfocito activado puede tardar entre 8 y 18 horas en dividirse, por lo que el proceso
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de expansion clonal toma entre 5y 12 dias, hasta que hay células suficientes para
combatir la infeccion (Sa4-Nunes, 2021). De tal forma que la inmunidad adaptativa
es altamente especifica pero relativamente lenta. Ademas, se caracteriza por
generar memoria inmunoldgica, es decir, parte de los linfocitos que se activaron se
convertiran en células de memoria y sobreviviran durante meses o afios, inclusive
después de la eliminacion del microorganismo (Mueller et al., 2013; Weisel &
Shlomchik, 2017). Asi el siguiente encuentro con el mismo antigeno llevara a una

respuesta mas rapida y posiblemente mejor.

Posterior a la activacion las funciones efectoras de la inmunidad adaptativa son la
respuesta humoral que es mediada por los linfocitos B, a través de la produccién y
secrecion de anticuerpos que son los encargados de reconocer, neutralizar y
promover la eliminacién de microorganismos y por otro lado la respuesta celular

mediada por los linfocitos T (Bonilla & Oettgen, 2010).

Si bien la inmunidad innata y adaptativa cominmente son descritas por separado,
existe una sinergia entre ambas. Por un lado, se necesitan los componentes de la
inmunidad innata para activar a la inmunidad adaptativa y, a su vez, las funciones
efectoras de la inmunidad adaptativa son capaces de potenciar los efectos de la
primera. Asi, la participacion y sinergia entre ambas es esencial para una respuesta

inmunitaria intacta y eficaz (Chaplin, 2010).

1.2 Linfocitos Ty respuesta celular

Los linfocitos T (LTs) median las respuestas celulares de la inmunidad adaptativa.
Se clasifican en dos subpoblaciones principales: los linfocitos T cooperadores CD4*
(LTs CD4%), cuya funcion principal es direccionar y amplificar la respuesta
inmunitaria al activar y reclutar otras células inmunes (Luckheeram et al., 2012), y
los linfocitos T citotoxicos CD8* (LTs CD8*) que identifican y eliminan células
tumorales o infectadas por patégenos intracelulares (Koh et al., 2023). En el cuerpo
humano se estima que el nimero total de linfocitos es de 5x10!, distribuidos de la

siguiente manera: ~65% en Organos linfaticos, principalmente bazo y ganglios



linfaticos, ~15% en tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) e intestino (GALT),
~10% en médula 6sea, ~4% en la piel y tan solo ~2% en sangre en donde los LTs
CD4*son el 65% y los LTs CD8* el 35% (Abbas et al., 2014). Estos porcentajes son
aproximados y pueden variar dependiendo del estado de salud y otras condiciones
del individuo.

1.2.1 Origeny maduracion

El desarrollo y maduracion de los LTs (Fig. 2), comienza en la médula ésea, donde
progenitores de siembra timica migran hacia el timo en donde pasan por varias
etapas de desarrollo y seleccion antes de adquirir su identidad de células T maduras
y funcionales (Sun et al., 2023). Las primeras fases de maduracion se dan en el
cortex del timo, donde las células dobles negativas (DN, CD4- CD8) recién llegadas
al timo (timocitos) pasan por cuatro etapas de maduraciéon (DN1 a DNa4), y donde
podemos destacar: 1) la adquisicién del compromiso de linaje hacia células T; 2) la
seleccién beta, donde se reordena el gen de la cadena 3 del receptor de células T
y se expresa un pre-TCR funcional que consta de CD3, TCRp (reordenado) y un
pre-TCRa invariante; 3) la adquisicién del fenotipo de células dobles positivas (DP,
CD4* CD8"), que coincide con el momento donde aquellas que expresan la cadena
TCRP inician el reordenamiento del pre-TCRa invariante para formar un TCRap
maduro y funcional en la superficie (Cano & Lopera, 2013; Hosokawa & Rothenberg,
2021; Kumar et al., 2018). Este reordenamiento es el acontecimiento clave y
responsable de la generacion del gran repertorio de reconocimiento con el que
cuenta el cuerpo humano (Abbas et al., 2014).

Al generar un complejo TCRa maduro (descrito con mas detalle en la siguiente
seccion), los timocitos DP pasan por un punto de control lamado seleccion positiva,
donde se seleccionan células con TCR funcionales capaces de reconocer con una
afinidad “moderada” auto-péptidos presentados en contextos de MHC-I1 o MHC-II.
Esto los rescata de procesos apoptéticos y ademas define si seran LTs CD8*
(reconocieron péptidos presentados por MHC-1) o LTs CD4"* (reconocieron péptidos
presentados por MHC-I1), lo que da lugar a la seleccion de linaje y la generacion de
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células “single” positivas (SP, CD8* CD4- o CD8 CD4"). Estas células migran a la
meédula del timo en donde se lleva cabo a un segundo control llamado seleccién
negativa, en la cual se les presentan antigenos propios a los timocitos mediante el
MHC (clase | o clase Il) de las células epiteliales de la medula del timo, aquellos
linfocitos que reconocen con alta afinidad antigenos propios sufren apoptosis o se
vuelven anérgicos (incapaces de activarse). De esta forma se eliminan la gran
mayoria de las células T autorreactivas, asegurando asi la tolerancia central y

previniendo respuestas autoinmunes (Klein et al., 2014; Taniuchi, 2018).
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Figura 2. Origen y maduracioén de linfocitos T, extraida de (Sun et al., 2023)

Las células que pasan estos filtros se convierten en linfocitos T virgenes (también
llamados naive) y salen del timo, circulando continuamente por los 6rganos linfoides
secundarios, buscando cada uno su antigeno para activarse, proliferar y convertirse

en células efectoras con actividad funcional.



1.2.2 Receptor de células T: complejo TCR-CD3

El receptor de células T (Fig. 3) es un heterodimero formado por cadenas altamente
variables [TCRa/TCRB, >95%) o TCRY/TCR® 0.5-5%], responsables del
reconocimiento del antigeno. Las cadenas del TCR se asocian ademas a tres
dimeros de proteinas accesorias invariantes encargadas de iniciar y propagar la
sefalizacion: CD3ye, CD3d¢ y CD3(¢ (Figura 3) (Birnbaum et al., 2014; Kuhns &
Badgandi, 2012; Wucherpfennig et al., 2010).

Las cadenas af son altamente polimorficas. Cada una tiene un dominio variable (V)
gue contiene segmentos donde se concentra la mayor variabilidad, CDR-1, -2 y -3,
conocidos como regiones determinantes de la complementariedad (CDRs, del
inglés complementarity-determining regions), un dominio constante (C) y un
segmento de unién (J). Adicionalmente, la cadena B consta de un segmento de
diversidad (D) (Cano & Lopera, 2013). En humanos, el locus que codifica para la
cadena B contiene 42 segmentos (V), 2 (D), 12 (J) y 2 (C). Por su parte, el locus de
la cadena a contiene 43 (V) y 58 (J) (Turner et al., 2006). Durante la maduracién
en el timo, estos segmentos se someten a un proceso de recombinacion somatica
llamado recombinacion V(D)J (Figura 3) mediante el cual, los segmentos V-D-J de
la cadena B y los segmentos V-J de la cadena a se seleccionan, se reorganizan y
se ensamblan aleatoriamente entre si para generar nuevas secuencias codificantes
(Chi et al., 2024). Este proceso da como resultado la gran diversidad de receptores
TCR maduros y funcionales con la que cuenta el cuerpo humano, la cual se estima
en alrededor de ~2x107 (Mora & Walczak, 2016; Turner et al., 2006).

Las cadenas af del TCR no poseen dominios de sefializacion intracelular (su
dominio intracelular es corto, con solo 5 a 12 aminoacidos), pero se encuentran
asociadas de forma no covalente, a través de residuos conservados en la regién
transmembranal, con un aparato de sefalizacion conformado por los heterodimeros
CD3ey, CD3¢d y el homodimero CD3(C (Birnbaum et al., 2014). El complejo CD3 es
el encargado de transmitir las sefiales iniciadas por las cadenas af a través de los
ITAMs (del inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) que son

regiones altamente conservadas del dominio citoplasmico, ricas en tirosinas.



(YXXL/I). Las cadenas CD3 y/d/e contienen cada una un ITAM, mientras que las
cadenas CD3( contienen tres ITAMs (Hwang et al., 2020). El estado de fosforilacion
de las tirosinas de los ITAMs regula la interaccion de estas cadenas con distintas
moléculas que participan en la transduccion de sefiales y activacion de los linfocitos
T.
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Figura 3. A) Receptor de células T (TCR), extraida y modificada de (Yun et al., 2023) y B)
recombinacion V (D) J, extraida y modificada de (Turner et al., 2006)

1.2.3 Activacion de linfocitos T: El modelo de las tres sefiales

Una vez que los LTs abandonan el timo, circulan constantemente a través de
organos linfoides secundarios, hasta encontrar su antigeno especifico. Este
encuentro se dara principalmente en los ganglios linfaticos, donde los LTs virgenes
establecen contacto temporal con un gran namero de células dendriticas (DC, del
inglés dendritic cell) que son células presentadoras de antigenos (APC, del inglés
Antigen presenting cell). En ausencia de antigenos, los LTs permanecen en
promedio 24 horas en un ganglio linfatico y posteriormente lo abandonan. En

presencia de una DC madura que esta presentando un antigeno afin, la interaccion



se vuelve estable y se prolonga durante al menos 3-4 dias, con la finalidad de que
el LT pueda integrar las sefiales necesarias para su completa activacion y

diferenciacion (Bousso, 2008).

Actualmente, se han descrito al menos tres sefiales necesarias para la activacion
de LTs. La sefal detonante e indispensable es el reconocimiento mediante el TCR
de péptidos presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de
las DC. Sin embargo, esta sefial por si sola es insuficiente; se requieren también las
sefiales proporcionadas por las denominadas moléculas co-estimuladoras o co-
receptoras pues sin las sefiales de las moléculas co-estimuladoras, los linfocitos
mueren por apoptosis o entran en un estado de anergia. La tercera sefal es
proporcionada por un microambiente rico en citocinas, las cuales definirAn en gran

parte el tipo de respuesta (Kapsenberg, 2003).

1.2.3.1 Primera sefal: reconocimiento del antigeno y
sefializacion del TCR

La transduccion de sefales a través del TCR (Fig. 4) comienza con el
reconocimiento de complejos de moléculas peptidicas presentadas mediante el
MHC (pMHC), lo que lleva a la reorganizacién y reclutamiento de moléculas de
membrana y proteinas de sefializacion hacia la zona de contacto con las DC,
formando la denominada sinapsis inmunoldgica (IS, del inglés immunological
synapse) (Hashimoto-Tane & Saito, 2016). Aunque existen distintas teorias y un
gran debate respecto a como la union TCR-pMHC inicia la sefalizacién y son
revisadas a detalle en (Chakraborty & Weiss, 2014; Courtney et al., 2018; Gaud
et al., 2018), se propone que el reconocimiento provoca un cambio conformacional
en las cadenas CD3 que expone sitios ITAMs no disponibles previamente, para que
puedan ser fosforilados por tirosin-cinasas de la familia SRC, como FYN quien se
encuentra asociadas a las cadenas CD3 (Salmond et al., 2009), o por LCK, que tras
la activacion, es reclutada a la sinapsis inmunoldgica, asociada a los correceptores
CD4 o CD8 (Brownlie & Zamoyska, 2013). Cuando LCK fosforila los ITAMs ahora
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disponibles de las cadenas CD3 (g, y, 0, {), se generan sitios de union para los
dominios SH2 de la cinasa ZAP-70 (del inglés, Zeta-chain-associated protein kinase
70), que al unirse sufre un cambio conformacional que se estabiliza por una
fosforilacion mediada por LCK. A su vez, ZAP-70 fosforilada fosforila cuatro tirosinas
(Y132171,191,226) en |a proteina adaptadora LAT (del inglés, linker of activation of T
cells), generando asi el andamiaje para reclutar a otras moléculas como PLC-y1
(del inglés, phospholipase C gamma 1), las proteinas adaptadoras GRB2 (del inglés,
growth factor receptor-bound protein 2), GADS (del inglés, GRB2-related adaptor
proteins), SOS (del inglés, son of sevenless) y SLP76 (del inglés, Src homology 2
domain containing leukocyte protein 76), la cinasa ITK (del inglés, IL-2-inducible T
cell kinase) y el intercambiador de nucleotidos de guanina VAV, lo que da lugar a
la generacién de un LAT-sefialosoma (Acuto etal.,, 2008; Shah etal., 2021),
propagando la sefializacién iniciada por el TCR a través de tres vias principales: la
via mediada por Ca?* (IPs-Ca?*-NFAT), la via de las MAPK (del inglés, mitogen-
activated protein kinase) (DAG-RAS-MAPK-ERK-FOS / VAV-RAC-JNK-JUN) vy la
activacion de la via mediada por la PKCB8 (del inglés, protein kinase C-Theta) (PKC6-
IKK-NFKB).

Un patrticipante central en la diversificacion del proceso de sefializacion es PLC-y1,
que produce segundos mensajeros mediante la conversion de PIP: (fosfatidilinositol
4,5-bifosfato) en IP3 (inositol-3,4,5-tri-fosfato) y DAG (diacilglicerol). Cuando el IPs,
que difunde hacia el citoplasma se une a receptores del reticulo endoplasmico
induce la liberacion de Ca?* hacia el citosol. EI aumento de calcio intracelular
estimula la enzima serina/treonina cinasa calmodulina, que fosforila y activa a la
fosfatasa calcineurina, catalizando la desfosforilacidén y exposicién de un motivo de
localizacion nuclear del factor de transcripcion NF-AT (del inglés, Nuclear factor of
activated T cells), permitiendo su translocacion nuclear. La via de PKC8 se inicia
mediante el reconocimiento de DAG, que, a diferencia de IP3, se mantiene unido a
la membrana plasmatica y recluta a la proteina efectora PKCB. Su reclutamiento
desencadena la formacion de un complejo de proteinas adaptadoras llamado
complejo CBM, que promueve la activacién de la cinasa IKK que fosforila a kB, el

inhibidor de NFkB, permitiendo la liberacion y translocacion al nucleo de este factor
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de transcripcion. Por su parte, la via de las MAPK se puede iniciar a través del DAG,
que recluta a la proteina RASGRP1 (del inglés, RAS guanyl nucleotide-releasing
protein), promoviendo la activacion de la GTPasa Ras y desencadenando una

cascada de tres MAPK, RAF-MEK-ERK, resultando en la transcripcion de c-Fos.

MHC class Il
(or MHC class )

(or CD8)
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Nucleus

Gene transcription

Figura 4. Transduccién de sefiales mediada por el TCR, extraida de (Gaud et al., 2018)

Paralelamente a la activacion de Ras, las proteinas adaptadoras Grb-2 y SOS
reclutan y activan otras MAPK mediante el reclutamiento del factor intercambiador
de nucledtidos de guanina VAV, y la activacion de RAC-JNK, que fosforilan a c-jun.
La dimerizacion de c-Jun con c-Fos forma el factor de transcripcion AP-1 (Hwang
et al., 2020; M. O. Li & Rudensky, 2016). En su conjunto los factores de transcripcion
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NF-AT, NFkB y AP-1 son suficientes para inducir la transcripcion de genes

esenciales para la proliferacion y supervivencia de los LTs.

1.2.3.2 Segunda sefal: coestimulacion

Las sefiales proporcionadas por las moléculas co-estimuladoras o accesorias se
derivan de la interaccion entre estas moléculas, presentes en la superficie de los
linfocitos T, y sus ligandos en las APC. Esta interaccion promueve vias de
sefalizacion que disminuyen el umbral de activacion y complementan la
sefalizacion proporcionada por el reconocimiento del antigeno mediante el TCR.
De tal manera que aun en condiciones donde se generan senales “débiles” (dosis
bajas de antigeno o uniones de baja afinidad con pMHC), la presencia de moléculas
co-estimuladoras promovera la activacion (Abbas et al., 2014; Acuto et al., 2008).
Existe un gran niamero de moléculas co-estimuladoras como CD28, ICOS, CD2,
SLAM, HVEM, CD40L y CD43 (L. Chen & Flies, 2013; Sperling et al., 1995), siendo
el prototipo de molécula coestimuladora CD28 (Lenschow et al., 1996).

CD28 se expresa constitutivamente en la mayoria de los linfocitos T. Sus ligandos,
miembros de la familia de proteinas B7, B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), se expresan
de manera regulada en las APC cuando estan expuestas a microambientes
proinflamatorios (reconocimiento de antigenos mediante los PRR"s o deteccion de
citocinas). En ausencia de estos estimulos, su expresion es baja o practicamente
nula (Abbas et al., 2014).” Lo “extrafio” (sefial 1) debe combinarse con el “peligro”

(sefal 2), para poder activar de manera exitosa un linfocito T” (Abbas et al., 2014).

CD28 activa vias de sefializacibn mediante el reclutamiento de proteinas
intracelulares (revisado en (Boomer & Green, 2010; Ogawa & Abe, 2019). El evento
clave que acopla la coestimulacion mediada por CD28 a varias vias de sefializacion
comienza con el reclutamiento de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K, del inglés,
phosphatidylinositol-3-kinase) al motivo Y°MNM fosforilado del dominio
intracelular de CD28. PI3K fosforila a PIP2 en la membrana plasmatica, generando

PIPs, el cual funciona en este caso como ancla para el reclutamiento de proteinas
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que contienen dominios de homologia a pleckstrina (PH) como las serina/treonina
cinasas PDK1 (del inglés, Phosphoinositide-dependent kinase-1) y AKT/PKB (del
inglés Protein Kinase B) asi como la tirosina cinasa ITK y el intercambiador de
nucleotidos de guanina VAV. El reclutamiento de ITK y VAV promueven la activacion
de PLCY1l y de Rac-GTPasa respectivamente, y AKT, activada mediante
fosforilacion por PDK1, tiene la capacidad de fosforilar a una gran variedad de
sustratos, incluidos TSC1/2 (del inglés Tuberous Sclerosis Complex 1 y 2), el
inhibidor de la proteina NF-kB (IkB), GSK3 (del inglés Glycogen synthase kinase-3),
BAD (del inglés Bcl-2-associated death promoter) y FOXO (del inglés Forkhead box
O) (Boomer & Green, 2010; Ogawa & Abe, 2019; Shah et al., 2021). En conjunto,
la fosforilacion de TSC1/2, que promueve la liberacién del complejo mMTORCL1 (Inoki
etal., 2002) y la fosforilacion de IkB (Bai etal.,, 2009) resultan en cambios
metabolicos y en un aumento de la actividad transcripcional de NF-kB,
respectivamente. Por su parte, la fosforilacion de Bad/Foxo da como resultado la
inhibicion de vias apoptéticas (Vanhaesebroeck & Alessi, 2000), por ultimo, la
fosforilacién e inactivacion de GSK3, una quinasa responsable de la exportacion
nuclear de NFAT, favorece un aumento en la actividad transcripcional de NFAT.
(Diehn et al., 2002).

Las vias de sefalizacion derivadas de la coestimulacion se bifurcan y entrelazan
con las del TCR, proporcionando sefiales adicionales esenciales para la
supervivencia y proliferacién celular. Estas vias son indispensables para potenciar
la produccion de IL-2 y de proteinas anti-apoptoticas como BCL-X., ademas
participan en la remodelacién del metabolismo, tema que se profundiza mas

adelante.

1.2.3.3 Tercera sefial: microambiente, citocinas y fenotipos

Ademas de las sefiales proporcionadas por el TCR y las moléculas co-
estimuladoras, la adquisiciéon de un fenotipo efector especializado depende del

microambiente en el que se produce la activacion de los linfocitos, especialmente
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influenciado por el patron de citocinas liberadas por las APC o por otras células en
respuesta al insulto (Corthay, 2006). Estas citocinas dirigen la diferenciacion de los
linfocitos T hacia distintos subtipos de células efectoras, que se caracterizan por su
perfil de secrecion de citocinas y por la activacion de programas transcripcionales
que estan intimamente asociados a sus funciones efectoras (Bonilla & Oettgen,
2010).

Los linfocitos T CD4* se diferencian en linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas
en inglés T helper) que participan practicamente en todos los aspectos de la
inmunidad. Funcionalmente se han descrito distintos tipos de subpoblaciones (Fig.
5). Los linfocitos Th1, diferenciados en presencia de IFN-y, IL-12 y la activacion del
factor de transcripcion T-bet, participan en la defensa contra patégenos
intracelulares liberando IFN-y. Los linfocitos Th2, diferenciados en presencia de IL-
2, IL-4 y la activacion del factor de transcripcion GATA-3, participan en respuestas
contra helmintos, facilitan la reparacion de tejido y pueden contribuir a la inflamacién
cronica liberando IL-4, IL-5 e IL-13. Los linfocitos Th17, diferenciados a través de
IL-6, TGF-B, IL-21 e IL-23 junto con la activacion del factor de transcripcion RORvt,
participan en la respuesta a infecciones por microorganismos extracelulares,
especialmente en tejido mucoso, produciendo IL-17, IL-21, IL-10, IL-23 e IL-22. Los
linfocitos T reguladores inducidos (iTreg), diferenciados en presencia de TGF-3, IL-
2 y la activacion del factor de transcripcién Foxp3, suprimen las respuestas inmunes
para mantener la tolerancia. Se caracterizan por una alta expresion de la cadena
alfa del receptor de IL-2 (IL-2Ra, CD25) y por la produccion de IL-10, TGF-B e IL-
35. Los linfocitos Th9, requieren IL-4, TGF-B y la activacién de IRF4 y PU.1 para su
diferenciacion y se han asociado con alergia, cancer y enfermedades autoinmunes
mediante la produccion de IL-9, IL-10 e IL-21. Las células T foliculares (TFH),
reguladas principalmente por la activacion del factor de transcripcion Bcl-6, estan
involucradas en la proliferacion y maduracion de los linfocitos B en los centros
germinales y en la produccion de anticuerpos de alta afinidad, liberan IL-4 e IL-2
(Luckheeram et al., 2012; Sun et al., 2023). Posterior a su activacion, los LTs CD4*
efectores persistiran y se diferenciaran en LTs de memoria que se pueden subdividir

en Tewm (linfocitos de memoria central) caracterizados por la expresion de CD62L y
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CCR7 y Tem (linfocitos de memoria efectora) caracterizados por ser CD62L- y
CCR7- (Kunzli & Masopust, 2023).
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Figura 5. Subpoblaciones de linfocitos T cooperadores CD4", extraida de (Sun et al.,
2023)

Por su parte, los linfocitos T CD8* se diferencian en linfocitos T citotoxicos (CTL, por
sus siglas en inglés cytotoxic T lymphocyte), los cuales inducen directamente la
muerte de las células diana infectadas. Esta subpoblacion es bastante heterogénea
y se ha identificado una dindmica temporal en su diferenciacién. Posterior a la
infeccion y activacion de los CTL (Fig. 6), cuando las células alcanzan su pico de
proliferacion (~ dia 8), se pueden identificar dos subpoblaciones: TE (CTL efectoras
de vida corta) y TMP (CTL precursores de memoria). La mayoria de las TE sufrirdn
apoptosis en la fase de contraccidon de la respuesta, una vez que se elimina el
patdgeno (dias 8-15), y solo unas cuantas se diferenciardan en TEM (CTL de
memoria efectora). Por su parte, las TMP continuaran proliferando, dando lugar a
células TCM (CTL de memoria central), TRM (CTL de memoria residentes de tejido)
y TM (CTL de memoria de larga vida). En términos generales, las CTL con
funciones efectoras se diferencian en presencia de IL-2, IL-12, IFN tipo I, IFN-y, IL-
21 e IL-27, y la activacion de T-bet, Blimp-1, 1d2, STAT4 y Zeb2, mientras que las
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CTL con funciones de memoria, se diferencian en presencia de IL-7, IL-10, IL-15 e
IL-21, y la activacion de Eomes, Bcl-6, 1d3, STAT3 y Zebl (Sun et al., 2023).
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Figura 6. Subpoblaciones de linfocitos T citotéxicos CD8", extraida de (Sun et al., 2023)

1.3 Metabolismo de linfocitos T como cuarta sefal de activacion

El metabolismo celular permite la extraccion de energia de los nutrientes e impulsa
la reconstruccion continua de las estructuras celulares. La capacidad de adaptarse
para satisfacer distintas demandas energéticas y biosintéticas, asi como la de
utilizar una diversidad de nutrientes, es fundamental en la biologia de los LTs. El
estudio de esta capacidad de adaptarse ha ganado relevancia en los ultimos
tiempos, y ha permitido comprender cémo los LTs reprograman su metabolismo
para asegurar la tasa de proliferacion y la adquisicion de un fenotipo efector, en
respuesta a las sefiales intracelulares generadas a partir del complejo TCR-CD3 y

las moléculas co-estimuladoras.

La captacion y transporte de glucosa a través de la membrana plasmatica
constituyen un punto de control metabdlico y suelen ser el primer paso limitante en

la adopcion de un metabolismo altamente glucolitico. Para resolver esta limitacion,
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las células de mamiferos cuentan con dos familias de transportadores responsables
de la entrada de glucosa a la célula. Por un lado, estan los cotransportadores de
sodio/glucosa (SGLT), que son transportadores activos dependientes de sodio para
impulsar la absorcion de glucosa y galactosa. Por otro lado, se encuentran los
GLUT'’s, transportadores pasivos que utilizan gradientes de concentracion para
transportar principalmente hexosas. El genoma humano codifica para 14 GLUT's,
los cuales son expresados por la familia de genes SLC2A (del inglés solute linked
carrier family 2, subfamily A gene family) y se dividen en tres clases basadas en su
similitud de secuenciay estructura (Long & Cheeseman, 2015; Thorens & Mueckler,
2010).

Los LTs son capaces de captar glucosa a traves de diversos transportadores de la
familia Glut cuya expresion varia segun el estado de activacion o la subpoblacion
efectora (Fu et al., 2023; Macintyre et al., 2014). Durante los procesos de activacion,
para cumplir con sus demandas energéticas, dependen principalmente de GLUT-1
(SLC2A1) (Macintyre etal., 2014), una proteina transmembranal capaz de
transportar glucosa, galactosa, manosa y glucosamina (Pragallapati & Manyam,
2019). GLUT-1 consta de 492 aminoacidos, tiene un peso molecular de 54 kDa y su
conformacion incluye 12 dominios transmembranales (DMT) a-hélices con sus colas
N- y C- terminales orientadas hacia el citoplasma. GLUT-1 cuenta con un sitio de
glicosilacion en el primer bucle extracelular (localizado entre DMT1 y DMT2) y un
gran bucle citosdlico (localizado entre los dominios DMT6 y DMT7) el cual
contribuye a su estabilidad en membrana, regulando su actividad, trafico y
degradacion (Kvainickas et al., 2017; E. E. Lee et al., 2015; Qualls-Histed et al.,
2023; Roy et al., 2017; Shinde & Maddika, 2017; Siska & Rathmell, 2015; Steinberg
et al., 2013; Wu et al., 2013). Presenta una Km de ~2 mM, apenas por debajo de la
concentracion de azucar en sangre (~4-5 mM) (Holman, 2020; Long & Cheeseman,
2015; Qualls-Histed et al., 2023).

Una vez dentro de la célula, la glucosa se metaboliza a través de la glucdlisis, y la
energia liberada en este proceso se utiliza para producir compuestos de alta energia

como el dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido (NADH) y la produccion
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neta de dos moléculas de trifosfato de adenosina (ATP). EI dltimo metabolito
generado en la glucdlisis es el piruvato, que puede ser metabolizado a través de

distintas vias.

En los LTs virgenes que circulan en un estado de quiescencia y se caracterizan por
presentar bajas tasas glucoliticas (Geltink et al.,, 2018; Zhang et al.,, 2018), el
piruvato entra en la mitocondria, donde es completamente oxidado en el ciclo del
acido tricarboxilico (TCA, del inglés Tricarboxylic Acid Cycle) para generar mas
NADH y dinucleétido de adenina y flavina reducido (FADHz2), los cuales alimentan
la fosforilacion oxidativa (OXPHOS, del inglés Oxidative Phosphorylation) para
generar 36 moléculas de ATP por molécula de glucosa. Por otro lado, en LTs
activados, que se caracterizan por tener altas tasas glucoliticas (Chapman et al.,
2020; Geltink et al., 2018), el piruvato sigue una via alternativa en la que es reducido
a lactato con la finalidad de regenerar dinucledtido de adenina y nicotinamida
oxidado (NADY), un cofactor necesario para que la glucdlisis continde. Este
mecanismo se presenta generalmente en condiciones anaerdbicas, donde el
oxigeno no puede funcionar como ultimo aceptor de electrones en la OXPHOS; sin
embargo, esta via también puede ser aprovechada por células con altas demandas
proliferativas, incluso en condiciones de oxigeno, lo que se conoce como glucdlisis
aerobica o efecto Warburg (DeBerardinis & Chandel, 2020). Este programa
metabdlico, descrito inicialmente por Otto Warburg en carcinoma de rata (Warburg,
1925), puede ser utilizado por células que requieren afrontar procesos de
proliferacion como los LTs durante la activacion (Lunt & Heiden, 2011). Es
importante mencionar que, a pesar de usar la glucdlisis aerdbica como principal
programa metabdlico, la OXPHOS sigue funcionando al ser alimentada por vias

alternativas como el a-cetoglutarato proveniente de la glutamina (Sena et al., 2013).

De esta manera, los LTs son capaces de reprogramar dinamicamente su
metabolismo para salir del estado de quiescencia, principalmente incrementando
sus tasas glucoliticas para afrontar las demandas energéticas y biosintéticas que
conlleva el proceso de expansion clonal y proliferacion (Palmer etal., 2015;

Salmond, 2018). Esto a su vez se traduce en un aumento en la absorcion de
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nutrientes, particularmente en el consumo de glucosa pero también de aminoacidos
y otros nutrientes esenciales, que funcionan como componentes para la biosintesis
de macromoléculas y la produccion de energia, regulando e impactando la
activacion, proliferacion, diferenciacion y funcion de los LTs (S. Ma et al., 2024;
Yang et al., 2016).

A Overview: Signals 14 direct T cell activation
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Figura 7. Metabolismo y nutrientes como cuarta sefial de activacién, extraida de (Raynor
& Chi, 2024)

Este creciente entendimiento ha llevado a proponer un cambio de paradigma en el
que los nutrientes y la adopcion de programas metabdlicos especificos se
consideran como la cuarta sefal de activacion de los LTs (Fig. 7). En particular se
propone en (Raynor & Chi, 2024) que la sefial 4, dada por los nutrientes es un

proceso en el que se pueden distinguir tres niveles: 1) la regulacién al alza de los
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transportadores de nutrientes, 2) la deteccion intracelular de los nutrientes y 3) la
generacion de sefiales que soporten los cambios metabdlicos o que resulten de
estos mismos. Por otro lado (Shyer etal., 2020), proponen un modelo dual
compuesto por sefializacion "top-down" en la que las sefiales generadas rio abajo
del TCR, la coestimulacion y las citocinas regulan vias de sefalizacion y factores
transcripcionales clave en la reprogramacion metabdlica y la sefializacion "bottom-
up" que se refiere a la generacion de efectores de la reprogramacion metabdlica,
como los transportadores y metabolitos que regulardn a su vez mas cascadas de

sefalizacion.

1.3.1 Plasticidad metabdlica en linfocitos T

La principal adaptacién metabdlica de los LTs durante los procesos de activacion
estéa relacionada con la regulacion de las tasas glucoliticas y el aprovechamiento de
sus metabolitos intermediarios a través de distintas vias metabdlicas (Fig. 8), este
fendémeno se ha vinculado con el proceso de diferenciacion y las funciones efectoras
de diversas subpoblaciones [revisado en (Chapman et al., 2020; Geltink et al., 2018;
Lunt & Heiden, 2011; S. Ma et al., 2024; Palmer et al., 2015; Rangel Rivera et al.,
2021; Raynor & Chi, 2024; Salmond, 2018; Shyer et al., 2020; Yang et al., 2016)].
En particular la adopciéon de un metabolismo altamente glucolitico se encuentra
mediado por la sobreexpresion del transportador GLUT-1 en la membrana

plasmaticas de los LTs (Macintyre et al., 2014; Michalek et al., 2011).

Especificamente, en LTs CD4* se ha demostrado que las subpoblaciones efectoras
Thl, Th2 y Thl7 presentan mayores tasas glucoliticas, en concordancia con una
mayor expresion de GLUT-1 en la membrana plasméatica (Macintyre et al., 2014;
Michalek et al., 2011). La importancia de GLUT-1 en los procesos de activacion de
estas subpoblaciones se ha evidenciado mediante la delecion del gen codificante
Slc2al, lo cual produce una reduccion en el nUmero de timocitos y una inhibicién
significativa de la proliferaciéon y funcién de las subpoblaciones Thl y Thl7
(Macintyre et al., 2014). Ademas, la inhibicion de la via glucolitica a través de
inhibidores de la captacion de glucosa como 2-desoxiglucosa (2-DG), CG-5 o
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rapamicina, resulta en una inhibicion de la diferenciacion de las subpoblaciones Thl
y Th17. No solo eso, sino que la reduccién del metabolismo glucolitico promueve la
diferenciacion de iTreg (W. Li et al., 2019; Shi et al., 2011), lo cual se explica por el
hecho de que esta subpoblacion cumple sus demandas energéticas principalmente
através de la oxidacion de acidos grasos libres (FAO, del inglés fatty acid oxidation),
se ha demostrado que inclusive los iTreg suprimen la expresion de GLUT-1 (Berod
et al., 2014; Michalek et al., 2011).
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Figura 8. Adaptaciones metabdlicas durante los procesos de activacion de linfocitos T,
extraida de (Rangel Rivera et al., 2021)

De manera similar las subpoblaciones de linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8*
muestran un metabolismo altamente glucolitico que respalda su diferenciacion y
funcién (S. Ma et al., 2024). Sin embargo, existen diferencias significativas entre
LTs CD4*y CD8*. Los CTL requieren una demanda glucolitica superior debido a su
mayor tasa de proliferacion (De Boer et al., 2003). Ademas, no muestran una
dependencia estricta de GLUT-1 para proliferar o cumplir con sus funciones

efectoras, ya que esta subpoblacién respalda su programa metabdlico en conjunto
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con la expresion del transportador de glucosa de alta afinidad GLUT-2 (H. Fu et al.,
2023).

1.3.2 Papel de las sefiales proporcionadas por las moléculas co-

estimuladoras en la reprogramacién metabdlica
Aunque la sefializacién a través del TCR es necesaria y, por si sola, puede
promover un aumento en el consumo de glucosa, en ausencia de coestimulacion,
el consumo de glucosa disminuye notablemente. Actualmente se considera a la
coestimulacion, ejemplificada en este caso por CD28, como el principal regulador
de la expresion de GLUT-1 en la membrana y del aumento subsecuente en el
consumo de glucosa (Frauwirth et al., 2002), y se ha identificado al eje PISK-AKT-
MTOR (principalmente mTORC1) y a la activacion de los factores de transcripcion
c-Myc y HIF-1a como los principales reguladores asociados a la reprogramacion
metabdlica (S. Ma et al., 2024).

La quinasa mTOR (del inglés mammalian Target Of Rapamycin) es una
serina/treonina quinasa que puede formar dos complejos de sefializacién que varian
en su composicién y en la unién con distintas proteinas (Foster & Fingar, 2010). Por
un lado, el complejo mMTORC?2, caracterizado por su unién a la proteina de
andamiaje RICTOR, que es activado a través de PDK1 y AKT. Este complejo se ha
relacionado con las respuestas a factores de crecimiento y citocinas, y es necesario
para la activacion de su contraparte, mMTORCL. Este ultimo se caracteriza por su
union a la proteina de andamiaje RAPTOR y es activado principalmente en
respuesta al eje PI3K-AKT, por las sefales co-estimuladoras de CD28. Si bien
MTORC1 cuenta con diversas funciones, principalmente se relaciona con la
reprogramacion metabdlica y la proliferacion celular en respuesta a la disponibilidad
de nutrientes, sus efectores clave incluyen reguladores de la traduccion como la
proteina de union al factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E (4EBP, del
inglés eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein), la cual al ser
fosforilada por mTORCL1 provoca que se disocie del complejo de iniciacion de la

traduccion elF4F, lo cual promueve la traduccion proteica. Por otro lado, la
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fosforilacion de la quinasa S6K (del inglés ribosomal protein S6 Kinase) aumenta la

capacidad de sintesis proteica de la célula (Palmer et al., 2015; Salmond, 2018).

Existe una sdlida evidencia que posiciona a los complejos mTOR como reguladores
centrales en la remodelacion metabdlica y la adopcidon de funciones efectoras en
linfocitos a través de la reprogramacion metabdlica al promover la glucélisis
aerdbica (Fig. 9). En patrticular, la inhibicion de las vias mediadas por mTORC1
mediante el uso de rapamicina reduce significativamente la regulacion de los
transportadores y enzimas relacionadas con la via glucolitica, evitando la
diferenciacion de los fenotipos Thl y Th1l7 principalmente (Fig. 9), favoreciendo
ademas la formacion de Treg (Delgoffe etal., 2011; Shi etal.,, 2011). En
consistencia con lo anterior, la delecibn de mTOR en LTs provoca una falta de
diferenciacion en subpoblaciones Thl, Th2 y Th1l7 (Delgoffe etal., 2009). En
estudios adicionales, se observo que la delecion de RHEB (una GTPasa necesaria
para la activacion de mTORC1) impide la diferenciacion de LTs en las
subpoblaciones Thl y Thl7, mientras que la diferenciacién de Th2 permanecio
normal y posteriormente se asoci6 con la funcion de mTORC2 (Delgoffe et al., 2011;
Lee et al., 2010). Ademas, la deficiencia de RAPTOR demostr6 ser necesaria para
la diferenciacion de Thl7, pero no para Thl (Kurebayashi et al., 2012). Se ha
demostrado, ademas, que mTOR estimula la actividad del factor de transcripcion c-
Myc, el cual desempefia un papel clave en la reprogramacién metabdlica en
respuesta a la activaciéon (Wang et al., 2011). Este factor induce la expresion de
todas las enzimas glucoliticas, asi como de GLUT-1, promueve el metabolismo de
la glutamina mediante la induccion de los transportadores de glutamina: SLC3A2,
SLC5A1 y SLC7A1, ademas de aumentar la expresion de las enzimas clave de la
glutamindlisis las glutaminasas (GLS), GLS1 y GLS2 [revisado en (Yang et al.,
2016)]. Se ha demostrado que la inhibicion de c-Myc en LTs disminuye
significativamente las vias glucoliticas y glutaminoliticas, limitando la proliferacion
celular (Wang et al., 2011; Yang et al., 2016). Ademas, mTOR puede promover la
actividad de HIF-1a, un factor transcripcional relacionado con la adaptacion
metabdlica que se activa en respuesta a entornos hipéxicos, como el MALT y tejidos

con inflamacién cronica. EI aumento en los niveles de HIF-1a induce la expresion
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de ciertos genes en las vias glucoliticas, incluido GLUT-1, y se ha descrito como un

factor de transcripcion esencial en la diferenciacion Th17 (Shi et al., 2011).
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Figura 9. Programas metabdlicos de las subpoblaciones efectoras de linfocitos T CD4",
extraida de (Salmond, 2018)

Dado que mTOR, particularmente el complejo mTORC1, esta relacionado con las
reprogramaciones metabdlicas, acta como un sensor de nutrientes que se regula
en respuesta a la disponibilidad de estos. En especial, el metabolismo de
aminoacidos como glutamina, leucina, arginina y metionina actia como potente
activador de la actividad de mTORC1 mediante diferentes mecanismos [revisado en
(Ma et al., 2024; Raynor & Chi, 2024)].

1.3.3 Mecanismos que sustentan a la glucélisis aerébica como un
programa metabdlico esencial en la funcion de linfocitos T

Puede parecer contradictorio que los LTs activados, al ser células con alta demanda
de energia, utilicen un proceso relativamente ineficaz para la produccion de ATP.

Sin embargo, existen dos mecanismos principales que explican esta dependencia.
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Por un lado, el aumento en el flujo glucolitico favorece la acumulacion y el desvio
de intermediarios de la glucolisis hacia vias no mitocondriales que contribuyen a la
biosintesis macromolecular (Figura 10). Entre estas vias se incluyen: la via de las
pentosas fosfato (PPP, del inglés Pentose Phosphate Pathway), que produce ribosa
para los nucleétidos y el cofactor NADPH, esencial para la sintesis de lipidos y el
reciclaje de glutation; la via de las hexosaminas, que genera UDP-N-
acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), necesario para la glicosilacion de proteinas; el
metabolismo de la serina-glicina, fundamental para generar compuestos de un
carbono que alimentan la sintesis de glutation, nucleétidos y reacciones de
metilacion; y la produccion de glicerol, que es crucial para la sintesis de lipidos
(DeBerardinis & Chandel, 2020; Lunt & Heiden, 2011).

Por otro lado, las enzimas involucradas en la via glucolitica son capaces de regular
las funciones efectoras de los LTs. La enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) puede inhibir la traduccion de IFNy al unirse a la regién
3' no traducida (UTR) del mRNA del gen Ifng. De esta manera, la glucdlisis aerébica
mantiene a la enzima GAPDH activa en esta via, evitando asi su funcion alternativa
(Chang et al., 2013). De manera similar, la enzima enolasa 1 (Enol) puede interferir
con la expresion de FOXP3 cuando no participa en la glucdlisis, inhibiendo la
generacion de Treg (De Rosa et al., 2015). Por otro lado, existen enzimas que son
capaces de inducir modificaciones epigenéticas que promueven la funcion; en LTs
Thl la expresion de lactato deshidrogenasa A (LDHA) induce el mantenimiento de
los niveles de Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA), la cual es necesaria para la
acetilacion H3K9 (H3K9Ac) del promotor del gen Ifng, la cual promueve la expresion

de este gen (Peng et al., 2016).
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Figura 10. Metabolismo central de la glucosa, extraida de (DeBerardinis & Chandel,

2020).

En resumen, la glucdlisis aerébica es esencial en el mantenimiento, activacion y

diferenciacion de las subpoblaciones de LTs. Dado que la captacion de glucosa es

el primer paso limitante en este proceso, es necesaria la expresion elevada de
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transportadores de glucosa en membrana celular, particularmente GLUT-1. Se ha
demostrado que la transicion metabdlica es promovida principalmente a través de
la sefializacion derivada de moléculas coestimuladoras. Bajo este contexto, si bien
CD28 es la molécula de coestimulacion prototipica, existen otras que pueden
cumplir funciones similares e inclusive suplirla bajo algunos contextos. Entre ellas,
la sialomucina CD43 que destaca por sus caracteristicas, funciones y vias de

sefalizacion, sugiriendo un papel potencial en la reprogramacion de los LTs.

1.4 Sialomucina CD43

La sialomucina CD43, también llamada sialoforina o leucosialina, es una
glucoproteina transmembranal de tipo | que se expresa abundantemente en la
membrana de todos los leucocitos, con excepcion de los eritrocitos maduros y los
linfocitos B en reposo (Eileen et al.,, 1987; Lee et al.,, 2005; Wikén et al., 1988).
Aungue inicialmente se consideraba una molécula exclusiva de este linaje, avances
en el campo evidencian que CD43 puede estar participando en tejidos no linfoides,
especialmente en tumores de distintos origenes (Baeckstrom, 1997; Batdorf et al.,
2017; Fernandez-Rodriguez et al., 2002; Fu et al., 2013; Santamaria et al., 1996;
Sorigue et al., 2018). CD43 es considerada una sialomucina por contener arreglos
secuenciales de serina y treonina altamente glicosilados (O-Glicosilacion), a los que
se unen moléculas de acido sialico que confieren una carga negativa a esta
molécula. Dadas las caracteristicas y diversidad de funciones con las que cuenta
CD43 [revisado en (Torres-Huerta et al., 2018)] y que se resumen a continuacion,
esta molécula podria estar participando en la promocion de la proliferacion y

sobrevida a través de reprogramaciones metabdlicas.

1.4.1 Expresiony estructura

El gen SPN que codifica para CD43, se localiza en el cromosoma 16 en humanos
(Pallant et al., 1989). Estd compuesto por dos exones y un solo intrén, no sufre
eventos de splicing alternativo y la proteina se codifica completamente a partir del
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segundo exon. Derivado de sefiales alternativas de poliadenilacion se pueden
encontrar dos mRNA de 1.9 y 4.3 Kb respectivamente que difieren en la longitud de
sus regiones 3’- UTR (Kudo & Fukuda, 1991; Shelley et al., 1989).

CD43 consta de tres dominios estructurales: un dominio extracelular altamente
glicosilado y rigido de 235 aminoacidos que se proyecta hasta ~45 nm de la
superficie celular, un dominio transmembranal de 23 aminoacidos y un dominio
citoplasmatico de 123 aminoacidos con distintos motivos de sefializacion (Fig. 11)
(Cyster et al., 1991). Ademas de ser largo y rigido, el dominio extracelular de CD43
contiene cinco secuencias repetidas de 18 aminoacidos en tandem (lle!16-Ser?%%).
En esta region rica en residuos de prolina, serina y treonina, se encuentran
numerosas moléculas de galactosa y N-acetilgalactosamina (O-GalNAc), aunque
también se encuentran en menores cantidades N-acetilglucosamina, fucosa y
manosa. Las cadenas de azUcares, alrededor de 80, presentan uniones O-
glicosidicas, pero también se puede encontrar una unién N-glicosidica. Como
resultado, los O-glicanos constituyen aproximadamente el 60 % de la masa total de
la molécula (Cyster et al., 1991; Shelley et al., 1989).

Los LTs expresan dos isoformas principales de CD43 que difieren en sus patrones
de glicosilacién y en su expresion a lo largo del desarrollo: una isoforma de 115 kDa
decorada principalmente con el tetrasacarido NeuAc(a2-3)-Gal(B1-3)[(NeuAc(a2-
6)]GalNAc, conocido como Corel, que se expresa predominante en timocitos doble
negativos (DN), single positivos (SP) y LTs CD4* virgenes, y otra de 130 kDa que
contiene el mas complejo hexasacarido ramificado NeuAc(a2-3)-Gal(B1-
3)[NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GIcNAc(B1-6)]GalNA, conocido como Core2, que se
encuentra predominantemente en LTs CD8* y LTs CD4* activados, macrofagos,
neutroéfilos, y otras células del sistema inmunolégico. Estas variaciones en la
glicosilacion que ocurren tras la activacion celular se deben a un aumento en la
expresion de la enzima core 2 GIcNAc transferasa (C2GnT), la cual inicia las
ramificaciones en los O-glicanos (Clark & Baum, 2012; Fukuda, 2002; Piller et al.,
1988).
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Figura 11. Estructura y ligandos de CD43, creada en BioRender.com. Esquema de
estructura de core de glucanos extraida de (Hernandez et al., 2006).

El dominio intracelular de CD43 esta conformado por 123 aminoacidos, con una
secuencia altamente conservada entre especies (Torres-Huerta et al., 2018). En la
secuencia se encuentran once serinas y seis treoninas potencialmente fosforilables
(Shelley et al., 1989; Sperling et al., 1995). Asimismo, se han identificado una
secuencia rica en prolinas que actia como andamiaje para proteinas con dominios
SH3 (Pedraza-Alva et al., 1996), asi como dos sitios de unién a las proteinas
adaptadoras de citoesqueleto ezrina, radixina y moesina (ERMs) (Yonemura et al.,
1998), que empalman con dos secuencias de localizacion nuclear (NLS del inglés,
nuclear localization signals) que consisten en dos grupos de aminoacidos cargados
positivamente separados por 10 aminoacidos (KRR-10X-KR), situados en las
posiciones 282-296 (Andersson et al., 2004; Torres-Huerta et al., 2018).

1.4.2 Regulacion de la expresion y localizacion de CD43

La regulacion en los niveles de expresion de CD43 y su localizacion en la superficie
celular se controla a través de varios mecanismos, como son la regulacion de la
expresion a través de metilacion del promotor del gen (Kudo & Fukuda, 1995), la

protedlisis (Bazil & Strominger, 1993; Remold-O’Donnell & Parent, 1995) y su
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exclusion o segregacion de los sitios de contacto entre células (Allenspach et al.,
2001).

La expresion de CD43 en diferentes tejidos, tipos celulares y etapas de
diferenciacion esta regulada principalmente por la metilacion de su region
promotora, ubicada aproximadamente a 40 pares de bases rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion. Esta  region  contiene la  secuencia
'5-GGGTGGGTGGACGG-3', la cual no presenta una caja TATA clasica, pero
muestra una alta actividad transcripcional dependiente de la union del factor de
transcripcion Spl (Kudo & Fukuda, 1991, 1994). Dicha secuencia permanece no
metilada en células que expresan CD43, mientras que esta metilada en aquellas

gue no lo expresan (Kudo & Fukuda, 1995).

El corte proteolitico es un mecanismo clave para regular la expresion de ciertas
moléculas en la superficie celular. En el caso de CD43, su protedlisis y
desprendimiento ha sido reportada en neutrofilos estimulados mediante TNFa
(Campanero et al., 1991), en linfocitos T humanos estimulados con anticuerpos anti-
CD43, al imitar su interaccion con sus ligandos naturales (Bazil & Strominger, 1993)
y en lineas celulares de carcinoma de colon (COLO 205), de leucemia promielocitica
cronica (K562) y de leucemia aguda de células T (Jurkat), donde se demostr6é que
el corte del dominio intracelular estaba mediado por la enzima y-secretasa
(Andersson et al., 2005). Aunque no se ha documentado experimentalmente, y se
desconoce el mecanismo por el que ocurre, parece ser que este corte proteolitico
también ocurre in vivo ya que se han encontrado altas concentraciones de la
fraccion extracelular de CD43 de manera soluble en el suero de individuos sanos
(Schmid et al., 1992).

La funcion precisa de las porciones escindidas de CD43 no ha sido identificada. Se
especula que podria regular las interacciones entre el receptor anclado a la
membrana y sus ligandos o bien podria ser una forma de regular las sefiales
mediadas por esta molécula. Por otro lado, dado que el dominio intracelular de
CD43 contiene sefales de localizacion nuclear, la protedlisis mediada por la y-

secretasa, promueve su traslocacion al nucleo donde ejerce una funcién protectora
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contra sefiales apoptéticas y también puede interaccionar con B-Catenina
provocando una regulaciéon al alza de sus genes diana c-MYC y CyclinD1
(Andersson et al., 2004; Seo & Ziltener, 2009).

Por ultimo, la localizacion de CD43 en la membrana celular es regulada durante los
procesos de activacion. El reconocimiento mediante el TCR de un antigeno induce
la exclusién de CD43 de la sinapsis inmunolégica y su migracion hacia el polo distal
contrario de las células por un proceso dependiente de las proteinas adaptadoras
de citoesqueleto ERMs (Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001; Roumier et al.,
2001). En esa localizacién, CD43, es capaz de seguir generando sefales
intracelulares y cumpliendo funciones en la regulacién de la adhesion celular (del
Pozo et al., 1995; Sanchez-Mateos et al., 1995).

1.4.3 Ligandos y funciones

La sialomucina CD43 es una proteina multifuncional y promiscua. Se le han
atribuido funciones antagonicas en cuanto a su papel en la regulacion de la
adhesion homotipica como heterotipica, considerandose como una molécula anti-
adhesiva a la vez que como una molécula que favorece la adhesién. Lo que podria
considerarse una paradoja puede ser explicado por las caracteristicas estructurales
del dominio extracelular. Por un lado, la estructura rigida y alargada, altamente
glicosilada y sialilada, que le confiere una carga neta negativa, posiciona a CD43
como una barrera que dificulta las interacciones celulares. Por otro lado, los O-
glicanos, particularmente aquellos del core 2 constituyen una estructura que forma
ligandos para diversas moléculas, en particular selectinas (Fukuda, 2002), a través

de las cuales CD43 participa en la adhesién celular.

Se han identificado una variedad de ligandos fisiologicos para CD43 (Fig. 11),
ninguno de los cuales es exclusivo de esta molécula, ya que cada uno de ellos tiene
a su vez sus propios ligandos. Entre los ligandos de CD43 estan: ICAM-1
(Rosenstein et al., 1991), galectina-1 (Hernandez et al., 2006), el complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC-I) (Stockl et al., 1996), albumina sérica humana (HSA)
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(Nathan et al., 1993), E-Selectina (Matsumoto et al., 2005; Veldzquez et al., 2016),
Siglec-1 (van den Berg et al., 2001) Siglec-7 (Yoshimura et al., 2021), nucleolina
(Hirano et al., 2005), LFA-1 y CD147 (Khunkaewla et al., 2008). La interaccion con
cada uno de sus ligandos en contextos especificos ha puesto en evidencia un papel
dindmico y pléstico de CD43 en la regulacion de las interacciones y funciones

celulares.

CD43 puede tener funciones pro-adhesivas que se han demostrado al bloquear su
interaccion con otras moléculas mediante anticuerpos anti-CD43 que provocan una
disminucién en la union de células linfoides a ganglios linfaticos y vénulas
endoteliales [revisado en (Ostberg et al., 1998)]. En adicion, la E-Selectina (que se
expresa principalmente en células endoteliales) interactia con la isoforma de 130
kDa de CDA43, lo que favorece el rodamiento de LTs activados sobre el endotelio
vascular durante la extravasacion de las células inmunitarias hacia el sitio del insulto
(Matsumoto et al., 2005; Velazquez et al., 2016). Por otro lado, la interaccién entre
CD43 de LTsenreposoy el MHC-1 en APC promueve un proceso de transactivacion
que mejora a su vez la unién entre CD2 y CD58, aumentando la adhesion y
sugiriendo un posible papel de CD43 en las primeras etapas de activacion (Stockl
et al., 1996). Siglec-1 (expresado abundantemente en macréfagos) se reconocié
también como un ligando para las dos isoformas de CD43, sugiriendo un posible
papel en las interacciones entre LTs y macrofagos (van den Berg et al., 2001).

En contraste con estas observaciones, se ha reportado que CD43 puede actuar
como una molécula anti-adhesiva. En estudios con esplenocitos y timocitos de
ratones deficientes en CD43 (CD43”- /| CD43KO) se observd una mayor adhesion
homotipica y una mayor union a moléculas como ICAM-1, lo que sugiere en inicio
gue CD43 podria estar regulando la interaccién de ICAM-1 con sus ligandos como
LFA1 (Manjunath et al., 1995). Por otro lado, se demostro que la interaccion de
CD43 en distintos complejos con LFA-1 y CD147 puede afectar la adhesion y
agregacion celular (Khunkaewla et al., 2008). Otros estudios han validado el papel
dual de CD43 en la adhesion celular, demostrando que el entrecruzamiento de

CD43 en la membrana celular mediante diversas clonas de anticuerpos anti-CD43
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puede tanto promover la adhesion homotipica como inhibirla (Drew et al., 2005;
Layseca-Espinosa etal.,, 2003; Nong etal., 1989; Rosenkranz etal.,, 1993;
Sanchez-Mateos et al., 1995; Stockl et al., 1996; Stockton et al., 1998).

En adicidn a la participacion de CD43 en la regulacion de las funciones adhesivas,
la union de CD43 con sus ligandos y la sefializacion intracelular que se
desencadena, hacen de CD43 una molécula que participa en la regulacion de
funciones celulares. La interaccion de la galectina-1 con la isoforma de 130KDa de
CD43 dispara diversas sefiales dependiendo del tipo celular. En células dendriticas
humanas, la interaccion activa a las células, promoviendo la produccion de
citocinas, la regulacién al alza de metaloproteasas y una mayor migracion (Fulcher
et al., 2009). En LTs activados, esta interaccion actia como un regulador positivo
de la apoptosis, muy probablemente al generar clusters de galectina-1 y facilitar su
reconocimiento mediante CD7 el cual es el responsable directo de inducir muerte
celular por galectina-1 (Hernandez et al., 2006; Perillo et al., 1995). Por otro lado, la
interaccion especifica con siglec-7 forma parte de un mecanismo regulador que
podria estar implicado en la evasion inmune de células tumorales que expresan
CD43, ya que se demostré que la interaccion Siglec-7 — CD43 envia sefales
inhibidoras a través de Siglec-7 que suprimen la funcién de células NK (Yoshimura
et al., 2021).

En resumen, la diversidad de ligandos asociados y la variedad de funciones que
CD43 puede desempefiar sugieren un papel complejo en la adhesion y/o activacion
celular. Esto se debe a su capacidad para ejercer efectos que, aunque aparentan
ser opuestos, son en realidad dependientes del contexto inmunolégico, de la
temporalidad de la respuesta, de la isoforma especifica con la que se da su
interacciéon, y muy probablemente de los ligandos con los que interactia en un
microambiente especifico. La combinacion de estos factores convierte a CD43 en

una molécula con una red de funciones y regulacion excepcionalmente compleja.
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1.4.4 Sefalizacién de CD43: una molécula accesoria

La capacidad de CD43 para transmitir sefiales de activacion depende de su dominio
intracitoplasmatico y ha sido mejor caracterizada en LTs (Fig. 12), donde su funcién
como molécula coestimuladora es aceptada y se considera independiente de CD28
(Park et al., 1991; Sperling et al., 1995).

En LTs las sefiales generadas a partir del ligamiento de CD43 con anticuerpos
monoclonales induce la activacion de las tres vias esenciales en la activacion de los
LTs a través de la generacion de segundos mensajeros como DAG e IP3; la via
mediada por Ca?*, la via de las MAPK y la activacion de PKC6 (del Rio et al., 2004;
Silverman et al., 1989). El entrecruzamiento de CD43 en células T humanas induce
Su asociacion con las quinasas de la familia Src, Lck y Fyn, a través de la interaccion
de sus dominios SH3y la regién rica en prolina de CD43 (Cruz-Mufioz et al., 20083;
Pedraza-Alva et al., 1996). Esto conduce a la fosforilacion de la cadena ¢ del CD3 y
al ensamblaje de complejos macromoleculares que incluyen proteinas adaptadoras
como Shc, Grb2, SLP-76, y el factor de intercambio de guanina Vav (Pedraza-Alva
etal.,, 1998). La formacién de estos complejos de sefalizacion promueve la
activacion de la via MAPK ERK1/2, lo que lleva a la regulacién del citoesqueleto de
actina (Layseca-Espinosa et al., 2003) y a un bucle de retroalimentacion positiva
para la sefializacion de Lck como resultado de la fosforilacion de la serina® de Lck
dependiente de ERK1/2, lo que inhibe su asociacion con la fosfatasa SHP-1 (Fierro
et al., 2006). La interaccion de CD43 también induce flujos de calcio a través de la
generacion de IP3 y activacion de PKC mediada por DAG, se ha demostrado que,
la pre-estimulacion de los LTs a través de CD43 antes de recibir la sefalizacidon
mediada por el TCR, PKCB se activa y fosforila a cbl, disminuyendo asi la actividad
de E3 ligasa de cbl , lo que favorece la activacion de las células a través de una
mayor fosforilacion de Zap-70 y la cadena (, esto a su vez lleva a una mayor

activacion de la via de las MAPK (Pedraza-Alva et al., 2011).

En conjunto, la sefializacion mediada por CD43 da como resultado un aumento en
la actividad de unién a DNA de los factores de transcripcion AP-1, NF-kB y NF-AT,

asi como la expresion de IL-2, sin requerir sefiales adicionales de otras moléculas
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receptoras (Santana et al., 2000), en su conjunto esto resulta esencial para lograr

una respuesta robusta de LTs y ademas ayudan a disminuir el umbral de activacion.

Otras vias generadas a partir de CD43 en linfocitos T se dan mediante la
coestimulacion de CD43 y el TCR, lo que resulta en la fosforilacion en la posicion
Y105 de la isoforma M2 de la piruvato quinasa (PKM2), de manera dependiente de
LCK, lo cual favorece su forma dimérica y su traslocacion a nucleo donde induce la
fosforilacion de la Y7% de STAT3, como resultado se activa la via MEPK5/ERKS5 que
activa la localizacion nuclear de NF-kB, Myc y la fosforilacién de BAD (Bravo-Adame
et al., 2017; Luo & Semenza, 2011).
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Figura 12. Sefalizacion mediada por CD43, extraida de (Torres-Huerta et al., 2018).
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1.4.5 CD43Yy su participacion en patologias

1.4.5.1 CD43y cancer

Por mucho tiempo se consideré que CD43 era una molécula exclusiva de linaje
hematopoyético. Sin embargo, cada vez ha surgido mas evidencia que asocia su
presencia en tipos tumorales tanto de origen hematopoyético, como no
hematopoyético. Se ha demostrado que CD43 se encuentra sobre-expresado en
una variedad de tumores hematopoyéticos (Sorigue et al., 2018) y su expresion se
ha correlacionado con una esperanza de vida menor en pacientes con leucemia
linfocitica cronica (LLC) (Li et al., 2021) y en pacientes con linfoma difuso de células
B grandes (DLBCL) (Ma et al., 2018). Sorprendentemente, se registra un numero
cada vez mayor de publicaciones sobre la expresién anormal de CD43 fuera del
linaje hematopoyético, en especifico en tumores sélidos y lineas celulares de cancer
de mama, cuello uterino, tiroides, pulmén, pancreas y colon (Batdorf et al., 2017;
Fernandez-Rodriguez et al., 2002; Fu et al., 2013; Santamaria et al., 1996).

Las evidencias experimentales sugieren que la participacion de CD43 en los
procesos de transformacion celular podria influenciar de manera positiva los
procesos de proliferacion, migracion y sobrevida a través de la de la activacion de
c-myc y ciclina D1 (Andersson et al., 2004). En el cancer de mama, la presencia de
CD43 en el nucleo incrementa la resistencia a la muerte inducida por TNF-a y
contribuye a una mayor masa tumoral, aunque este efecto puede ser mitigado
reduciendo la expresion de CD43 (Fu et al., 2014). En un modelo in vitro de células
K562, un modelo de leucemia mieloide crénica, se demostré que la interaccion de
CD43 con su ligando Siglec-7 inhibe la citotoxicidad mediada por células NK sobre
esta linea tumoral, sugiriendo que al actuar como un ligando de Siglec-7, CD43 tiene
un papel inhibidor sobre la actividad citotdéxica de las células NK (Fu et al., 2013;
Yoshimura et al.,, 2021). La administracién de un anticuerpo anti-CD43 humano
(clona UN1 mAD) inhibe el crecimiento tumoral de ratones inoculados con células
HPB-ALL un modelo de leucemia linfoblastica aguda, lo que posiciona a CD43 como
un posible blanco terapéutico (Tuccillo et al., 2014). En células MLL/AF9, un modelo

de leucemia de raton, se ha demostrado que los altos niveles de &cido sialico
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presentes en CD43 y su carga negativa protegen a las células de la lisis mediada
por los LTs CTL CD8* (Hasegawa et al., 2016)

Datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que en las lineas celulares CaSki
(cérvix), A549 (pulmén) y DLD-1 (colon), aumenta la proliferaciéon celular en
respuesta a la presencia de CDA43. Especificamente en células A549 post-
confluencia, CD43 incrementa la expresion de AKT, una cinasa crucial en la via
PIBK/AKT/mTOR, implicada en la proliferacion y supervivencia celular y la cual es
considerada como un factor clave en el desarrollo del cancer. Ademas, de que CD43
protege a las células A549 de la muerte inducida durante el ayuno y post-
confluencia. La reduccion de CD43 mediante siRNA aumenta la proporcion de
células muertas y los niveles de caspasa 3 activa (Camacho-Concha et al., 2013).
También se demostrdé que la expresion de CD43 en células A549 contribuyen
significativamente a la remodelacion del microambiente tumoral (TME),
favoreciendo la secrecion de proteinas que facilitan la reorganizacion de la matriz
extracelular, la angiogénesis y la degradacion de coladgeno, todos estos factores
claves en la progresion del cancer (Vega-Mendoza et al., 2021).
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Il. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS



2.1 HIPOTESIS

Las sefales dependientes de la sialomucina CD43 promueven la expresion del

transportador de glucosa GLUT-1 en la membrana de linfocitos T.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si las sefiales producidas a través de la sialomucina CD43 promueven la
expresion del transportador de glucosa GLUT-1 en la membrana de linfocitos T y de
células Jurkat, y si esto incide a su vez en la disponibilidad/produccién de

metabolitos como la glucosa, el lactato, la glutamina y el glutamato.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar el efecto de la coestimulacion mediada por CD43 en la expresion del
transportador de glucosa GLUT-1 en dos modelos distintos, linfocitos T CD4*

humanos y células Jurkat, comparandolo con la coestimulacion mediada por CD28.

2.-Determinar si las sefales de CD43 y CD28 incrementan la expresion de GLUT-1
en células Jurkat, y evaluar si esto afecta el consumo de glucosa y la liberacion de

lactato.

3.-Investigar si las sefiales de CD43 y CD28 promueven la glutamindlisis en células
Jurkat, evaluando el consumo de glutaminay la liberacion de glutamato.

4.-Analizar si existe una correlacion entre la expresiéon de CD43 y GLUT-1 en
diferentes tipos de cancer, utilizando bases de datos publicas, para sustentar el
posible papel de CD43 en la remodelacion metabdlica de las células tumorales.
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I1l. MATERIALES Y
METODOS



3.1 Cultivo celular

Las células Jurkat se cultivaron en medio Advanced RPMI 1640 (Gibco, Thermo
Fisher Scientific), suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) (HyClone, GE
Healthcare Life Sciences,), L-Glutamina 2mM, penicilina (50U/mL) y estreptomicina
(50ug/mL) a 37°C, 5% de CO2 y ~95% de humedad relativa. Se realiz6 el pasaje de
las células cada ~2 dias para permanecer a una concentracion de ~1x10°

células/mL. Las células se usaron entre los pases 5y 20.

3.2 Purificacion de linfocitos T CD4+

Se utilizaron paquetes leucocitarios de donadores varones an6nimos sanos,
provenientes del banco de sangre del Centro Estatal para la Trasfusion Sanguinea
(Cuernavaca, Morelos, México). El protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética
del IBt. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC’s) se separaron
mediante centrifugacion en un gradiente de densidad con Lymphoprep (Axis-Shield)
y se suspendieron a una densidad de 2x10° células/mL en RPMI-1640
suplementado con SFB al 2%, penicilina (50 U/mL), estreptomicina (50ug/mL), 2mM
de glutamina, 50 yM de 2-mercaptoetanol y se incubaron a 37°C y 5% de CO2 en
placas de poliestireno de 100 mm durante 12 horas para promover la adhesion de
monocitos y el arresto celular. Las células no adheridas se recuperaron y se realizé
purificacion de linfocitos T totales (CD3*) mediante separacion magnética por
seleccidén negativa utilizando el “pan T cell Isolation Kit” (Miltenyi Biotec GmbH,).
Las células “no T” se marcaron con un coctel de anticuerpos monoclonales (anti-
CD14, -CD15, -CD16, -CD19, -CD34, -CD36, -CD56, -CD123 y -CD235a)
conjugados con biotina durante 30 minutos a 4°C y posteriormente se incubaron con
un anticuerpo secundario anti-biotina acoplado a perlas magnéticas durante 30
minutos a 4°C. Las células marcadas se transfirieron a una columna LS (Miltenyi

Biotec GmbH) se eluyeron y colectaron como la fraccion de linfocitos T purificados.
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La pureza de las células se determin6 mediante citometria de flujo con un anticuerpo
PE-anti-CD3 humano (1 pug/mL, clona FN50, Biolegend, San Diego CA.), siendo la

pureza mayor al 90%.

La poblacién de linfocitos T CD4* se purifico y aislo por seleccion negativa a partir
de la fraccion de linfocitos T CD3* marcando los linfocitos T CD8* con un anticuerpo
VB510-anti-CD8 humano (1.5 pL/1x10® células, clona SK1, Biolegend), para
posteriormente seleccionar y aislar la poblacion celular “no tefida” correspondiente
a linfocitos T CD4* mediante el citbmetro BD FacsAria Fusion Sorter (BD,
Biosciences) con una eficiencia de separacion mayor al 95%. La pureza se valido
analizando las muestras separadas y confirmando que la positividad para el
anticuerpo VB510-antiCD8 humano era menor al 1%. Después del proceso de
sorting, las células se resuspendieron en RPMI advanced-1640 suplementado con
SFB al 5%, penicilina (50 U/mL), estreptomicina (50 ug/mL), 2mM de glutamina y
50 uM de 2-mercaptoetanol, durante 12 horas a 37°C y 5% de CO2 antes de ser

estimuladas.

3.3 Estimulacion

Se estimularon células Jurkat previamente arrestadas durante ~18 horas en RPMI-
1640 suplementado con SFB al 2%, penicilina (50 U/mL), estreptomicina
(50 pug/mL), 2 mM de glutamina y 50 yM de 2-mercaptoetanol o linfocitos T CD4*
purificados como se describi6 en el apartado anterior. Se colocaron 200,000
células/pozo en placas de 96 pozos. Para la estimulacion se utilizaron anticuerpos;
anti-CD3 humano (clona OKTS3, IgG2a), anti-CD28 humano (clona CD28.2, IgG1) y
anti-CD43 humano (clona L10, IgG1l). Los anticuerpos fueron inmovilizados en la
superficie de los pocillos incubando 50 uL de una solucion de anticuerpo a 10 pg/mL
en PBS durante 2 horas a 37°C (el primer anticuerpo pegado fue el anti-CD3 y
posteriormente el anti-CD28 o anti-CD43 segun correspondia a la condicion). Los
pocillos se lavaron 2 veces con 100 uL de PBS para eliminar el anticuerpo no unido

y a continuacion se sembraron las células en RPMI advanced-1640 suplementado
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con SFB al 5%, penicilina (50 U/mL), estreptomicina (50 pg/mL), 2mM de glutamina
y 50 uM de 2-mercaptoetanol. Las placas se incubaron a 37°C en 5% de CO2 y
~95% de humedad relativa durante 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Como control positivo

se utilizo PMA a 25 ng/mL y lonomicina a 1 yg/mL.

3.4 Citometria de flujo

Las células (2 X 10°) se recolectaron en tubos de 5 mL de fondo redondo y fueron
fijadas con 200 pL de paraformaldehido al 2% durante 10 minutos a 37°C previo a

su tincion.

Para la tipificacion las células se tifieron con alguno de los siguientes anticuerpos:
PE-anti-CD3 humano (1 pL, clona OKT3, Biolegend), APC-anti-CD4 humano (2 pL,
Biolegend), APC-anti-CD28 humano (2 uL, clona CD28.2, Tonbo Biosciences) y
APC-anti-CD43 humano (1 uL, clona DFT-1, Santa Cruz Biotechnology), en un
volumen de 50 pL de PBS suplementado con 5% de suero humano y 5% de suero
de caballo durante 45 minutos a 4°C protegidos de la luz, posteriormente se lavo el
exceso de anticuerpo y las células fueron resuspendidas en 200 pl de PFA hasta su
andlisis.

Para la medicion de GLUT-1 total, las células fueron permeabilizadas durante 30
minutos a 4°C con 1 mL de metanol absoluto preenfriado a -20°C, fueron lavadas y
se realiz6 una incubacion con 50 uL de una solucion de PBS al 5% de suero humano
y 5% de suero de caballo durante 30 minutos a 4°C, para evitar uniones
intracelulares inespecificas, posteriormente las células fueron incubadas con 50 L
de una solucion del anticuerpo monoclonal A647-anti-Glutl humano (2 pg/mL, clona
EPR3915, Abcam) durante 45 minutos a 4°C protegidas de la luz, seguido fueron
lavadas con FACS para retirar el exceso de anticuerpo y como se describid

anteriormente en esta seccion fueron fijadas y almacenadas hasta su analisis.

Para la medicion de Glut-1 extracelular las células fueron tratadas de la misma
manera omitiendo el paso de permeabilizacion e incubadas con 50 uL de anticuerpo
monoclonal A488-anti-Glutl humano (8 ug/mL, clona 202915, R&D System). Como
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marcador de activacion las células se tifieron con PE-anti-CD69 humano (0.75 pL;
clona FN50, Biolegend).

Las muestras fueron adquiridas en un citometro BD FACSCanto Il (BD, Biosciences)
mediante la interfaz BD FACSDiva Software y analizadas con el programa FlowJo
(Version 10.8.1, FlowJo). Los niveles de expresion fueron representados como el
cambio en la intensidad media de fluorescencia (MFI fold-change) y/o el porcentaje
de células positivas.

3.5 Inmunofluorescencia

La localizacion de Glut-1 fue determinada por inmunofluorescencia en células Jurkat
estimuladas durante 48 horas como se describe en el apartado 3.3. Al término de
la incubaciéon. Las células fueron recuperadas y adheridas a porta-objetos
basandonos en el protocolo de (Tsang etal., 2017), donde 100 uL de una
suspension celular a una concentracion de 1x10° células/mL se dejé sedimentando
durante ~30 minutos a temperatura ambiente hasta el secado de la gota. Pasado
este tiempo las células fueron fijadas y permeabilizadas con metanol absoluto
preenfriado a -20°C durante 30 minutos y posteriormente incubadas con PBS al 5%
de suero humano / 5% suero de caballo durante 1 hora a temperatura ambiente
para bloguear interacciones no especificas proteina-proteina. A continuacion, las
células fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-Glutl humano
(1 pg/mL, clona SPM498, Abcam) toda la noche a 4°C. Las células fueron lavadas
con PBS e incubadas con un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-
mouse IgG (H+L) (1:1500) por una hora a T.A, protegidas de la luz. Después de
remover el exceso de anticuerpo con PBS, las laminillas se incubaron con DAPI
(5 ng/mL, LifeTechnologies) durante 10 minutos a T.A, protegidas de la luz.
Finalmente, las células fueron lavadas y se montaron con cubreobjetos en una
solucion de glicerol al 60%. Las imagenes se obtuvieron en un microscopio de
fluorescencia invertido Olympus IX81F-3 con una amplificacion de 63X e inmersion

en agua.
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3.6 Evaluacion del metabolismo Glucolitico y Glutaminolitico

Las células Jurkat se estimularon durante 24 y 48 horas, como se describe en el
apartado 3.3. La concentracion de glucosa, lactato, glutamina y glutamato se midioé
en los sobrenadantes previamente centrifugados utilizando un analizador YSI-2950
(YSI Life Sciences, Estados Unidos). La deteccion se basa en la descomposicion
de los metabolitos glucosa, lactato, glutamina y glutamato mediante las enzimas
glucosa oxidasa, lactato oxidasa, glutaminasa y glutamato oxidasa,
respectivamente. La reaccion de descomposicién produce perdxido de hidroégeno
(H20,), el cual es oxidado en un anodo de platino, generando un flujo de electrones
que, al alcanzar el equilibrio de la reaccién, es proporcional de manera lineal a la

concentracion de H,0, y, por lo tanto, a la concentracion del sustrato medido.

3.7 RT-qPCR

Para cada condicion se realiz6 la extraccion de RNA total a las 24 y 48 horas post-
estimulacién utilizando TRIzol® reagent (ThermoFisher). Se utilizé un volumen de
160 L de trizol por cada 1x10° células y se siguieron las instrucciones del fabricante
con la Unica modificacion al protocolo en el tiempo de precipitacion del RNA en

isopropanol el cual pasé de 10 minutos a T.A. a 24 horas a -20°C.

El RNA fue solubilizado en 20uL de H20 DEPC, se cuantific6 con un
espectrofotometro DeNovix DS-11 y se consider6 como RNA de calidad a las
muestras que presentaron valores 260/280 > a 1.8 y 260/230 > a 1.8. Para remover
contaminacion de DNA, 1.5 ug de RNA total fueron tratados con DNASE-I
(Thermofisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. En este punto se valido la
integridad del RNA visualizando las bandas de RNA 18s y 16s utilizando el protocolo
descrito por (Aranda et al., 2012) en geles al 1% de agarosa/ 1% de cloro comercial.
La transcripcion inversa a cDNA se realiz6 a partir de 500 ng de RNA tratado con
DNAse con el kit First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher).
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La PCR en tiempo real (QPCR) se llevé a cabo utilizando el kit Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (ThermoFisher) utilizando los siguientes

cebadores:

e GLUT-1: FW: 5-CTTTGTGGCCTTCTTTGA AGT-3’;
RV, 5- CCACACAGTTGCTCCACAT-3

e GLUT-6: FW, 5- TCTCAGCGGCCATCATGTTT-3’;
RV, 5- GGCGTAGCCCATGATGAAGA-3’

e GLUT-8: FW, 5-TCATGGCCTTTCTCGTGAC-3’;
RV, 5-TCCTTTAGTTTCAGGGACACAG-3’;

e B2M: FW, 8- TGTCTTTCAGCAAGGACTGGT-3’;
RV, 5- ATGCTGCTTACATGTCTCGAT-3".

Para todos los cebadores se utilizé una Tm de 60°C obteniendo eficiencias de
amplificacion de entre 90 y 110%. Para el analisis de datos se utilizé el método de
Livak, que consiste en calcular el valor 2022CT) para calcular la expresion relativa

usando como gen de referencia B2M (B-2-Microglobulina).

3.8 Analisis de base de datos GEPIA2

Utilizando la base de datos en linea GEPIA2, enfocada en el andlisis interactivo de
perfiles de expresion génica, realizamos un analisis pancanceroso de la expresion
de genes diana (SPN para CD43 y SLC2AL1 para Glut-1) basandonos en las bases
de datos de The Cancer Genome Atlas (TCGA) y The Genotype-Tissue Expression
(GTEX). En este analisis, se comparo la expresion de CD43 en muestras tumorales
de 31 tipos de cancer de la base de datos TCGA con las muestras normales
correspondientes de las bases de datos TCGA y GTEx. La relacion entre la
expresion de GLUT1 y CD43 se evalué mediante el coeficiente de correlacion de

Spearman.
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3.9 Andlisis estadistico

Los valores de fold induction para las gPCR, fold-change para las mediciones de
actividad glucolitica, MFI fold-change o porcentajes de células positivas para las
citometrias fueron representados como la media £ media del error estandar (SEM),
analizados y graficados mediante la interfaz de Rstudio (Rstudio Team (2021).
Version 4.3.0). Para las pruebas de normalidad de datos se utilizo la prueba de
Kolmogorov-Smirnoff mediante la funcién lillie.test perteneciente a la paqueteria
nortest (Versién 1.0.4). Los valores fueron graficados mediante las paqueterias
ggpubr (Version 0.6.0) y ggplot2 (Version 3.4.2). El analisis de comparacion entre
las medianas de tres 0 mas grupos no relacionados para datos no normales se llevo
a cabo mediante las prueba de Kruskal-Wallis, la diferencia entre las distribuciones
de valores no normales para dos muestras relacionadas mediante la prueba de
Wilcoxon, la diferencia entre las distribuciones de valores no normales para dos
muestras no relacionadas mediante la prueba de Mann-Whitney y t de student para
la diferencia entre las medias de grupos relacionados o no relacionados de valores
con una distribucibn normal, todos mediante la funcion stat_compare_means
perteneciente a la paqueteria ggplot2 considerando resultados significativos a los

resultados con un pValue<0.05.
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V. RESULTADOS



4.1 Las sefales coestimuladoras de CD43 en conjunto con las
del TCR promueven el aumento de Glut-1 en la membrana de
linfocitos T CD4"*

Para ampliar nuestro conocimiento con respecto a la participacion de CD43 en los
cambios metabolicos de linfocitos T evaluamos si las sefales dependientes de
CD43 promueven un aumento en la expresion de Glut-1 en membrana durante el
proceso de activacion. Para ello estimulamos LTs CD4* de sangre periférica
humana durante 3, 6, 12, 24 y 48 horas a través de estimulos dobles TCR/CD28,
TCR/CD43 o bien a través de los estimulos individuales TCR, CD28 y CD43; como
controles se utilizaron células no estimuladas (US) y células estimuladas con
PMA/Ilonomicina (PMA-Iono).

Al término de la purificacion, para cada uno de los experimentos se verifico la pureza
de las células obtenidas mediante los marcadores CD3, CD4, CD28 y CD43 por
citometria de flujo, midiendo el porcentaje de células positivas (~ 95% CD3+, ~92%
CD4+ ~99% CD43+y ~ 90% CD28+) (Fig. 13A). El porcentaje de células positivas
y la distribucién de la poblacién para los tres marcadores fueron similares en los tres

donadores evaluados.

A las 24 horas post-estimulacién, se evalud la expresion del marcador de activacion
CD69 en los LTs CD4* mediante citometria de flujo (Fig. 13B). En concordancia
con lo reportado por (Sandoval-Herndndez et al., 2024), el estimulo mediante
TCR/CD28 indujo la expresion de CD69 en un porcentaje menor de células (76.6%)
en comparaciéon con las células estimuladas a través de TCR/CD43 (93.5%) y el
estimulo control PMA/lono (97.9%). Adicionalmente se observa que la
coestimulacion mediada por CD43 parece inducir la expresion de CD69 de manera
mas homogénea en la totalidad de la poblacion de LTs, a diferencia del estimulo
TCR/CD28 que no induce una expresion homogénea ni con los mismos niveles de
expresion de CD69 en esta poblacién. Una vez validado el estado de activacion, se

procedié a medir la expresion de Glut-1 en membrana.

Considerando que son células de donadores adultos de banco de sangre con buena

salud, una alta proporcion de LTs seran efectores y de memoria, y una fraccion
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menor (por lo general <30%) de esos LTs CD4* son naive (Bains et al., 2009; Trepel,
1974), es de esperar que en condiciones basales o de no activacion, el porcentaje
de células que expresan Glut-1 en membrana sea elevado. Nuestros resultados
muestran que el porcentaje de LTs positivos oscila entre el 65 y 75% del total de
células (Fig. 13D), observandose un incremento de la expresiéon de Glut-1 en
membrana celular desde las 6 y 12 horas en respuesta a los distintos estimulos (Fig.
S1).

Dependiendo del estimulo, la cinética de expresion mostré diferencias (Fig. 13 C,E).
Los estimulos dobles, TCR/CD28 y TCR/CD43, provocaron un aumento progresivo
en la expresién de Glut-1, alcanzando niveles maximos a las 48 horas, con una
cinética muy parecida a la reportada por (Macintyre et al., 2014). En particular, a las
48 horas post-estimulacién, el porcentaje de células positivas para Glut-1 en
respuesta al estimulo TCR/CD43 fue comparable al de las células estimuladas con
PMA/lonomicina y ligeramente superior al de aquellas estimuladas con TCR/CD28
(Fig. 13D).

La expresion de Glut-1 aumenté aproximadamente 27 veces en las células
estimuladas con TCR/CD43 y aproximadamente 8 veces en las células estimuladas
con TCR/CD28 en comparacién con las células no estimuladas (US) (Fig. 13E). Fue
el estimulo TCR/CD43 el que promovié un aumento mucho mayor en los niveles de
expresion de Glut-1, alcanzando niveles ~19 veces mayores en comparacion con
las células tratadas con TCR/CD28 y ~9 veces mayor que las células estimuladas

con PMA/lonomicina.

A diferencia de los estimulos TCR/CD28 y TCR/CD43, los estimulos simples, CD28
y CD43, provocaron solo un modesto incremento en el nivel de expresion de Glut-
1, con un fold-change maximo de 1.14 y 1.18 respectivamente a las 6 horas. Sin
embargo, estos niveles no se sostienen y se empalman eventualmente con los

niveles observados en las células no estimuladas (Fig. 13E).

Es importante destacar que en respuesta a la estimulacion con TCR/CD43, se
observa una considerable heterogeneidad en los niveles de expresion de Glut-1 a

las 48 horas, lo que sugiere que distintas subpoblaciones de LTs CD4* responden
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de manera diferencial a este estimulo, y/o que distintas subpoblaciones expresan
diferentes niveles de GLUT-1 (Fig. 13C). La heterogeneidad en los niveles de GLUT-
1 en respuesta a las sefales del estimulo TCR/CD43 podria estar relacionada con
variaciones en la activacion metabdlica y funcional de las distintas subpoblaciones
de LTs.
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Figura 13. Las sefales coestimuladoras de CD43 en conjunto con las del TCR
promueven el aumento de Glut-1 en membrana de linfocitos T CD4".

Los linfocitos T CD4* de sangre periférica humana de donadores sanos fueron estimulados
como se describe anteriormente (seccion 3.3). Posterior a los tiempos indicados las células
se recuperaron para realizar diversas mediciones (n=3). A) Se muestra el nivel de expresion
(histograma representativo) y el porcentaje de positividad para los marcadores CD3, CD28
y CD43 en la poblacion de LTs purificados. B) La expresién de CD69 se midié a las 24h
post-estimulacion para las condiciones dobles TCR/CD28 y TCR/CD43, se muestra un
histograma representativo de la distribucion y los porcentajes de células positivas para
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CD69 en las células estimuladas. C) Histogramas representativos de Glut-1 en membrana
para los distintos estimulos a lo largo del tiempo. D) Porcentaje de células positivas para
Glut-1 en membrana para los distintos estimulos a los largo del tiempo E) Cambio en la
intensidad media de fluorescencia (MFI Fold-change) para Glut-1 en membrana
representada como: (MFI de Glut-1 en condicion de estudio)/(MFI Glut-1 en condicion US a
tiempo cero (0Oh)). Los datos son representados como la media + SEM y para el andlisis
estadistico se realizaron las pruebas correspondientes segun la comparacion necesaria:
Wilcoxon (diferencias entre las distribuciones de valores para dos muestras relacionadas
sin distribucion normal) o U de Mann-Whitney (diferencias entre las distribuciones de
valores para dos muestras no relacionadas sin distribucién normal), se consider6 un
resultado significativo (p* < 0.05, p**< 0.01).

4.2 Las sefales solas de CD43 y CD28 promueven el aumento de
Glut-1 total y en membrana en células Jurkat

Al igual que los experimentos realizados anteriormente con LTs aislados de sangre
periférica de donadores sanos de banco de sangre, evaluamos si las sefales
dependientes de CD43 inducen un aumento en la expresion del transportador de
glucosa Glut-1 en un modelo de células Jurkat, una linea celular derivada de sangre
periférica de una leucemia de células T (Schneider et al., 1977). Las células se
estimularon bajo las mismas condiciones que los linfocitos T normales, es decir a
través de TCR/CD43, TCR/CD28, o bien a través de los estimulos individuales del
TCR, CD28 y CD43 durante 3, 12, 24 o 48 horas. Como controles se utilizaron
células sin estimular (US) y células estimuladas con PMA/lonomicina (PMA-lono).

Antes de iniciar cada experimento, se midieron los niveles de expresion de los
marcadores de membrana CD3, CD28 y CD43 en las células Jurkat. Los resultados
mostraron que ~93% de las células expresaban estos marcadores, presentando
valores consistentes a lo largo de todas las réplicas (Fig. 14A). Al igual que en los
experimentos anteriores como control de una activacion, se evaluaron los niveles
de expresion del marcador de activacion CD69 a las 24 horas post-estimulacion
(Fig. 14B). Los resultados obtenidos estuvieron en concordancia con los datos
previos en LTs, mostrando que el estimulo PMA-lonomicina y TCR/CD43 inducen
una mayor proporcion de células positivas para CD69, 98.4% y 95.5%
respectivamente en comparacion con el estimulo TCR/CD28 (81.7%). Ademas, en

este modelo evaluamos la capacidad de los estimulos individuales de promover la
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expresion de CD69. Unicamente el estimulo TCR indujo la expresion de CD69 en la
mayoria de las células (71.6%), mientras que los estimulos CD28 y CD43 no

inducen la expresion de este marcador de activacion.

En el modelo de células Jurkat, en consistencia con lo reportado (M. J. Lee et al.,
2020), y con la necesidad de un suministro constante de glucosa para su
crecimiento, proliferacion y supervivencia (Carvalho et al., 2011; Zambrano et al.,
2019) en estado basal (0 horas) y en ausencia de un estimulo, todas las células
(~95%) son practicamente positivas para Glut-1 (Fig. 14C). Contrario a lo observado
en LTs CD4* de sangre periférica, en células Jurkat, los estimulos dobles
TCR/CD28, TCR/CD43, asi como el estimulo sencillo TCR y el control PMA-
lonomicina, no causaron un aumento en el nivel de expresion de Glut-1 total a lo
largo del tiempo, mostrando una cinética similar a las células no estimuladas (Fig.
14D. En cambio, a las 48 horas post-estimulacion, los estimulos sencillos CD28 y
CD43 provocaron un aumento significativo (32 y 25% respectivamente) en los
niveles de expresion de Glut-1 total con relacion al control de células no estimuladas
(US). Inclusive, el aumento fue mayor que para el estimulo PMA-lono, el cual
alcanza sus niveles maximos de Glut-1 a las 3 horas, disminuye a las 12 y 24 horas
y a las 48h vuelve a niveles similares a los de las 3 horas (Fig. 14E). Para evaluar
si el aumento en la expresion total de Glut-1 se reflejaba en un aumento en los
niveles de Glut-1 en la membrana, medimos su expresion en membrana a las 48
horas post-estimulacion (Fig. 14F), encontrando que el aumento de Glut-1 total por
los estimulos sencillos CD28 y CD43 se ve reflejado también con un aumento de

este transportador en membrana.

De manera coherente con estos hallazgos, al evaluar los niveles relativos de la
expresion de mRNA para Glut-1 a las 24 y 48 horas post-estimulacién, observamos
un aumento notable en el MRNA de GLUT-1 a las 24 horas en respuesta a los
estimulos CD28 y CD43, seguido de un retorno a sus niveles basales a las 48 horas
(Fig. 15). En contraste, los estimulos que involucran la sefalizacién a través del
TCR al igual que el estimulo PMA-lonomicina no promovieron este aumento a

ninguno de los tiempos analizados, observandose inclusive una ligera disminucion
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en la expresion del mMRNA de Glut-1 a las 48 horas para los estimulos TCR/CD28 y
TCR (Fig. 15), lo que sugiere una regulacion diferencial de este transportador en

respuesta a diferentes estimulos.
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Figura 14. Las sefales solas de CD43 y CD28 promueven el aumento de Glut-1 total y en
membrana en células Jurkat.

Las células Jurkat fueron estimuladas como se describe anteriormente (seccién 3.3).
Posterior a los tiempos indicados las células se recuperaron para realizar diversas
mediciones A) Se muestra el nivel de expresion (histograma representativo) y el porcentaje
de positividad para los marcadores CD3, CD28 y CD43 en el cultivo de células Jurkat (n=4).
B) La expresién de CD69 se midio a las 24h post-estimulacion para todas las condiciones,
se muestra un histograma representativo de la distribucion y los porcentajes de células
positivas para CD69 (n = 3). C, D, F) Cambio en la intensidad media de fluorescencia (MFI
Fold-change) para Glut-1 total o membranal representada como: (MFI de Glut-1 en
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Condicioén de estudio) / (MFI Glut-1 en condicién US a tiempo cero (0h)) C) MFI fold-change
para Glut-1 total en los estimulos donde participa el TCR; TCR, TCR-CD28 y TCR-CD43.
D) MFI fold-change para Glut-1 total en los estimulos individuales CD28 y CD43. E)
Porcentaje de células positivas para Glut-1 total en los distintos estimulos a lo largo del
tiempo (n = 5). F) MFI Fold-change para Glut-1 en membrana, en todos los estimulos a
las 48h post-estimulacién. Los datos son representados como la media + SEM y para el
analisis estadistico se realizaron las pruebas correspondientes segun la comparacion
necesaria: Kruskal-Wallis (Diferencias en las medianas de tres 0 mas grupos no
relacionados), t de student (diferencias entre los promedios de valores para dos muestras
relacionadas o no relacionadas con una distribucién normal), Wilcoxon (diferencias entre
las distribuciones de valores para dos muestras relacionadas sin distribucién normal) o U
de Mann-Whitney (diferencias entre las distribuciones de valores para dos muestras no
relacionadas sin distribucion normal), se consideré un resultado significativo (p* < 0.05, p**<
0.01).
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Figura 15. Las sefiales solas de CD43 y CD28 promueven el aumento del mRNA de Glut-
1 en células Jurkat.

Las células Jurkat fueron estimuladas como se describe anteriormente (seccién 3.3). El
pellet se recuper6 a las 24 y 48 horas post-estimulacion y la gPCR se realizé6 como se
describe en la seccion 3.7. Se muestra la expresion relativa de mRNA (fold-induction)
representada como el valor 2t24C€T) obtenido por el método de Livak, para la expresion del
MRNA de Glut-1 en células Jurkat 24 y 48h post-estimulacién para los distintos estimulos
(n = 3). Los datos se representan como la media + SEM y para el andlisis estadistico se
realizo la prueba correspondientes segun la comparacién necesaria: Wilcoxon (diferencias
entre las distribuciones de valores para dos muestras relacionadas sin distribucion normal)
o U de Mann-Whitney (diferencias entre las distribuciones de valores para dos muestras no
relacionadas sin distribucidon normal), se considerd un resultado significativo (p* < 0.05, p**<
0.01).
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En adicion, la localizacion de Glut-1 en la membrana de las células Jurkat a las 48
horas post-estimulacion fue confirmada mediante inmunofluorescencia (Fig. 16).
Observamos que la sefial de Glut-1 aumenté en el contorno celular con los
estimulos CD43 y CD28. Interesantemente, si bien los datos de citometria indican
que el estimulo TCR/CD43 no aumenta los niveles de Glut-1 total parece ser que
existe una relocalizacion del transportador en zonas especificas de las células, lo
gue sugiere una regulacion dindmica en cuanto a la localizacion de GLUT-1 ante

distintos estimulos.

us CD43 CD28 TCR-CD28 TCR-CD43

Figura 16. En células Jurkat la localizacion de Glut-1 parece depender del estimulo.

DAPI

48h post-estimulacion

Las células Jurkat fueron activadas como se describe anteriormente (seccion 3.3). A las 48
horas post-estimulacion, las células fueron tefiidas para Glut-1 total como se describe en la
seccion 3.5. Se muestra una imagen representativa.
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4.3 Las sefales dependientes de CD43y CD28 promueven una
disminucion en la liberacién de lactato.

A continuacion, exploramos si el incremento en la expresion de Glut-1 que se
observo en respuesta a las sefiales de CD43 y CD28 puede potenciar el consumo
de glucosay la liberaciéon de lactato en células Jurkat, una linea celular tumoral que
intrinsecamente presenta altas demandas glucoliticas. Observamos que el aumento
en la expresion de Glut-1 derivado de la estimulacion con CD43 o CD28 no
correlaciona con un mayor consumo de glucosa a las 48h post-estimulacion (Fig.
17A), ya que los niveles de glucosa en el medio de cultivo se mantuvieron en niveles
comparables a los de las células no estimuladas (US). Paradodjicamente, las células
estimuladas mediante CD43 o CD28 disminuyeron la liberacion lactato a las 48h
post-estimulacion (Fig. 17B). Por otro lado, en los estimulos donde se involucra al
TCR, solo 0 en combinacion con CD28 o CD43, se observé que paralelo a la ligera
disminucién en la expresion de Glut-1 (Fig. 14C), se registra una disminucién
significativa en el consumo de glucosa para los estimulos donde se involucra al TCR
(TCR/CD43, TCR/CD28 y TCR) al igual que en el control con PMA-lonomicina (Fig.
17C). Como resultado, la liberacién de lactato también disminuyé significativamente
para las células estimuladas con TCR-CD28, TCR y para el control PMA-lonomicina

asi como con una tendencia a la baja en la condicion TCR/CD43 (Fig. 17D).

Para investigar si la ausencia de un aumento en el consumo de glucosa estaba
asociada con cambios en la expresion de otros miembros de la familia de
transportadores de glucosa (GLUT-), se evalud la expresion relativa de mRNA de
Glut-6 y Glut-8, dos transportadores asociados con el consumo de glucosa en
procesos tumorales mediante gPCR. Los resultados mostraron que, a las 24 y 48
horas post-estimulacién, no hubo cambios significativos en los niveles de expresion
de GLUT-6 en las distintas condiciones evaluadas (Fig. 17C, D), lo que sugiere que
la expresion de este trasportador no parece modificarse en la respuesta a los
estimulos aplicados en este modelo celular. En cuanto a GLUT-8, aunque no se
observaron diferencias estadisticamente significativas, se identific6 una ligera
tendencia al aumento en su expresion a las 24 horas post-estimulacion,

particularmente en respuesta al estimulo CD43 (Fig. 17C).
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Metabolismo de Glucosa
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Figura 17. Las sefiales dependientes de CD43 y CD28 promueven una disminucién en la
liberacion de lactato.
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Las células Jurkat fueron activadas a través de CD43, CD28 y/o el TCR; a las 48 h post-
estimulacion se midié la cantidad de glucosa (A,C, n=11) y lactato (B,D, n=9) en el
sobrenadante. La expresion relativa (fold-induction) de mRNA de GLUT-6 (E) y GLUT-8 (F)
(n = 3). Los datos son representados como la media + SEM; para el andlisis estadistico de
A-D se realizaron pruebas t de Student (diferencias entre los promedios de valores para
dos muestras relacionadas o no relacionadas con una distribucion normal); y para E-F se
realizé la prueba U de Mann Whitney (diferencias entre los promedios de valores para dos
muestras no relacionadas sin una distribucion normal); se consider6 un resultado
significativo (p* < 0.05, p**< 0.01)

4.4 Los estimulos CD28 y CD43 podrian estar participando en la
glutamindlisis

Los resultados obtenidos en relacion con el consumo de glutamina y la produccion

de glutamato a las 48 horas post-estimulacion revelan algunas tendencias

interesantes, aunque no estadisticamente significativas (Fig. 18).

En el caso de los estimulos individuales a través de CD28 y CD43, se observo una
tendencia hacia un mayor consumo de glutamina en comparacion con el grupo no
estimulado (US) (Fig. 18A). Aunque las diferencias no son significativas, los datos
sugieren que los estimulos CD28 y CD43 promueven un incremento en el consumo
de glutamina. En paralelo, no se detect6 una liberacion significativa de glutamato en
estos estimulos (Fig. 18B), lo que sugiere que la glutamina esta siendo utilizada
intracelularmente y no liberada en su forma de glutamato, lo que podria indicar una
mayor demanda de glutamina y su metabolismo mitocondrial bajo estas

condiciones.

En cuanto a los estimulos que involucraron la sefalizacion a través del TCR, no se
observaron cambios significativos en el consumo de glutamina en comparacion con
el grupo control de células no estimuladas (US) (Fig. 18C), aunque se detecta un
ligero aumento en el estimulo a través del TCR. Esto es consistente con el hecho
de que la sefalizacion mediada por el TCR es conocida por inducir la expresion de
transportadores de glutamina y fomentar su consumo (Carr et al., 2010; Shyer et al.,
2020). En concordancia, en estas condiciones tampoco se observo una liberacion
significativa de glutamato (Fig. 18D), siendo notable que la condicion estimulada

solamente mediante el TCR fue la que mostré niveles mas bajos de produccién de
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glutamato, lo que refuerza la idea de que el TCR promueve el uso eficiente de la

glutamina dentro de las células sin liberar sus productos derivados.

Este hallazgo resulta paraddjico, ya que, si bien la sefializacion individual a través
de TCR, CD28 y CD43 parece fomentar la glutamindlisis, esperariamos que la
combinacion de estas sefiales amplificara este efecto. Sin embargo, esto no
sucedid, sugiriendo que la interaccion entre estos estimulos y sus vias de
sefalizacion en el modelo de células Jurkat podria tener un efecto contrario a lo

esperado.
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Figura 18. Las sefales dependientes de CD43 y CD28 podrian estar participando en la
glutamindlisis.

Las células Jurkat fueron activadas a traves de CD43, CD28 y/o el TCR; a las 48 h post-
estimulacion se midi6é la cantidad de glucosa (A,C, n=11) y lactato (B,D; n=9) en el
sobrenadante. Expresion relativa (fold-induction) de mRNA de GLUT-6 (E) y GLUT-8 (F)
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(n = 3) Los datos son representados como la media + SEM; para el andlisis estadistico de
se realizaron pruebas t de Student (diferencias entre los promedios de valores para dos
muestras relacionadas o0 no relacionadas con una distribucién normal), se consideré un
resultado significativo (p* < 0.05, p**< 0.01)

4.5 Lasialomucina CD43 se sobre expresa en lineas tumorales
no hematopoyéticas y se correlaciona con el aumento de
Glut-1 en Leucemias mieloides agudas

Con el objetivo de ampliar nuestras observaciones acerca del papel de CD43 y
GLUT-1 en la progresion tumoral, analizamos la expresiéon del mRNA de estas
moléculas en diversos tipos de cancer, de origen tanto hematopoyéticos como no
hematopoyéticos. El analisis pan-canceroso de CD43 y Glut-1 se bas6 en los
transcriptomas disponibles en las bases de datos TCGA y GTEX, a través de
GEPIA2, que incluyen datos de expresion pareados obtenidos mediante Bulk-

RNAseq de tejido sano y tumoral.

De los 31 tipos de cancer evaluados (Fig. S2), identificamos ocho que presentan
una elevada expresion del transcrito SPN, que codifica para CD43, en comparacion
con el tejido sano (Fig. 19A). Entre estos, identificamos principalmente tumores de
origen epitelial, como el carcinoma renal de células claras (KIRC), el carcinoma
renal de células papilares (KIRP), el adenocarcinoma pancreatico (PAAD), el
adenocarcinoma gastrico (STAD) y el timoma (THYM). Ademéas de dos tipos
tumorales con origenes dispersos: el glioblastoma multiforme (GBM), un tumor
originado a partir de la glia en cerebro, y el tumor de células germinales testiculares
(TGCT). Por ultimo, en el caso de la leucemia mieloide aguda (LAML), un tumor de
origen hematopoyeético, se observé la mayor expresion de CD43, probablemente

debido a su origen.

Ademas de evaluar la expresion de CD43, se analizaron los niveles del transcrito
de Slc2al, que codifica para Glut-1 (Fig. S3). En los ocho tipos tumorales que
sobreexpresaron CD43. Los resultados mostraron que GBM, KIRC, PAAD, STAD y
TGCT presentan niveles de expresion de Glut-1 mayores en comparacion con su
tejido sano (Fig. 19B). Paradojicamente, aunque la LAML tiene los mayores niveles
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de expresion para CD43, expresa niveles menores de Glut-1 en comparacion con
su tejido sano (Fig. 19B). Sin embargo, al realizar analisis de correlacion entre los
tumores que sobreexpresaron CD43 y sobre- o subexpresaron Glut-1 (Fig. S4), se
observo que la Unica correlacion positiva entre ambos se da en LAML (Fig. 19D, E).
Esto sugiere que el metabolismo glucolitico no es necesariamente una
caracteristica distintiva de este tipo tumoral o que responde a factores que regulan
la expresion de Glut-1; sin embargo, los tumores con alta expresion de CD43
tienden a sobre expresar Glut-1, lo que podria conferirles una ventaja en términos

de proliferacién, supervivencia y metabolismo.
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Figura 19. La sialomucina CD43 se sobre-expresa en 8 tipos de tumores y se correlaciona
con un aumento de Glut-1 en leucemia mieloide aguda

Los datos publicos de Bulk RNA-Seq de tumores y tejido sano extraidos de TCGA y GTEX
se analizaron utilizando la plataforma GEPIA2. La abundancia de mRNA para CD43 se
normaliz6 como transcritos por millébn (TPM) y se representd graficamente como
Log2[TPM+1] A) Tumores con una expresion de CD43 significativamente elevada en
comparacion con el tejido sano B,C) Andlisis de correlacion de Spearman para TPM en
tejido tumoral de CD43 (Sialophorin - SPN) y Glut-1 - SLC2A1 (Solute Carrier Family 2
member 1) para datos extraidos de (B) leucemia mieloide aguda (LMA) extraidos de TCGA
y (C) leucemia mieloide aguda (LMA) extraidos de GTEX.
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V. DISCUSION



La adopcién de un metabolismo altamente glucolitico durante los procesos de
activacion de LTs es esencial para cumplir con las demandas proliferativas y las
funciones de estas células [ revisado en (Chapman et al., 2020; Geltink et al., 2018;
S. Ma et al., 2024; Shyer et al., 2020)]. Dado que la reprogramacion metabdlica esta
limitada principalmente por el transporte de glucosa al interior de la célula, los
linfocitos T incrementan significativamente la expresion de Glut-1 en la membrana
en respuesta a las sefales proporcionadas por las moléculas coestimuladoras en
conjuncion con las sefiales del TCR, promoviendo la sobreexpresion de genes que
permiten la adopcion de un metabolismo altamente glucolitico (Frauwirth et al.,
2002; Macintyre et al., 2014)

Bajo este contexto, CD43 es una molécula que participa durante los procesos de
activacion de linfocitos T. Si bien su papel en el metabolismo no ha sido estudiado
directamente, se sabe que regula la activacion de vias de sefializacion que pueden
participar en la remodelacién metabdlica, entre las que destacan la via de PI3K-
AKT-mTOR, la activacion de ERK y la fosforilaciéon de STAT-3 (Bravo-Adame et al.,
2017; Camacho-Concha et al., 2013), asi como su interaccidon con [B-catenina
(Andersson et al., 2004). Asi mismo, en LTs humanos nuestro grupo de trabajo
demostré previamente que CD43 regula al alza la expresion de proteinas
relacionadas con la generacién de precursores metabdlicos y energia a tiempos
cortos (< 12h) en respuesta a las sefiales de CD43 o CD43+TCR (Bravo-Adame,
Tesis de doctorado, 2017). En particular, en respuesta a la coestimulacion de
TCR+CD43, la actividad enzimatica de la isoenzima M2 de la piruvato quinasa
(PKM2), una enzima de la via glucolitica que convierte el fosfoenolpiruvato (PEP)
en piruvato, se modifica debido a la fosforilacién en la tirosina Y1%, dando lugar a
gue PKM2 dimerice y ejerza funciones fuera de la via glucolitica, lo que lleva a la
activacion de proteinas como STAT3, ERK5 y CREB. En conjunto, estas sefiales
promueven la localizacion nuclear de c-Myc y NFkB (p65) asi como la fosforilacion
de Bad favoreciendo el crecimiento y la proliferacion celular (Bravo-Adame et al.,
2017).
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Con el objetivo de profundizar mas en las funciones de la sialomucina CD43 en un
contexto de activacion de linfocitos T, en este trabajo investigamos si CD43 participa
en la regulacion del transportador de glucosa GLUT-1 en dos modelos celulares:
linfocitos T CD4+ aislados de donadores sanos de banco de sangre y células Jurkat,
una linea celular derivada de una leucemia linfoblastica aguda de células T
humanas. Nuestros hallazgos muestran que la sefializacion a través de CD43 es
capaz de inducir la expresion de GLUT-1 en membrana celular, tanto en

combinacion con las sefiales del TCR como de manera independiente.

En linfocitos T CD4* de sangre periférica humana, las sefales coestimuladoras de
CD43 en conjunto con las del TCR, promovieron la induccion de la expresion de
GLUT-1 en la membrana, superando incluso las sefales de CD28. Dado que CD28
es el prototipo més estudiado de molécula coestimuladora relacionada con la
reprogramacion metabolica, estos resultados sugieren que CD43 podria
desempefiar un papel ain mas potente en la reprogramacion metabodlica de lo
reportado para CD28. En linea con estas observaciones, encontramos que la
coestimulacion mediada por CD43 produce una mayor expresion del marcador de
activacion CD69 en la membrana de los linfocitos T a las 24 horas post-estimulacion,
consistente con lo reportado en (Sandoval-Hernandez et al., 2024). Este hallazgo
es particularmente relevante porque CD69 es un marcador clasico de activacion
temprana en linfocitos T, cuya expresion generalmente se detecta en membrana
desde las ~2 horas posteriores a la activacion y tiende a disminuir progresivamente
desde de las 24 post-activacion (Antas et al., 2002; Simms & Ellis, 1996). Ademas,
recientemente, CD69 se ha vinculado con la reprogramacion metabdlica al
promover la activacion de la via mTOR vy regular la captacion de aminoacidos a
través del complejo LAT1-CD98 [revisado en (Cibrian & Sanchez-Madrid, 2017). La
aumentada presencia de CD69 en la membrana celular derivada de las sefales
coestimuladoras de CD43 podria por tanto contribuir a regular las demandas
metabodlicas durante la activacion linfocitaria, participando en la captacion de
aminodcidos y favoreciendo un aumento en la captacién de glucosa, esencial para
sostener la proliferaciéon y la adopcion de funciones efectoras, especialmente en las

subpoblaciones Thly Th17. Consistente con esta hipotesis, se ha demostrado que
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las sefiales de CD43 solas o combinadas con el TCR promueven una respuesta Thl
con una elevada produccion de IFN-y (Ramirez-Pliego et al., 2007; Sandoval-
Hernandez et al., 2024; Zhou et al., 2013), mientras que deficiencia de CD43

desemboca en una diferenciacion hacia un fenotipo Th2 (Cannon et al., 2008).

Las células Jurkat que se derivan de una leucemia linfoblastica aguda de células T
humanas (T-ALL, del inglés T-Cell acute lymphoblastic leukemia), han sido
utilizadas como modelo de estudio de linfocitos T desde su establecimiento a
mediados de 1980 (Abraham & Weiss, 2004), y han proporcionado buena parte del
conocimiento sobre la sefializacion dependiente del complejo TCR-CD3 y la
cascada de sefalizacion rio abajo en la que participan proteinas del LAT-
Sefalosoma [revisado en (Abraham & Weiss, 2004)]. Si bien las células Jurkat
ofrecen un modelo aceptado para estudiar in vitro aspectos especificos de la
activacion de los linfocitos T, sin la complejidad de las células de sangre periférica
que, aunque provienen de donadores “sanos” de banco de sangre, recapitulan la
experiencia inmunolégica del donador, esta linea celular conserva caracteristicas
particulares derivadas de su origen tumoral que impactan en el metabolismo
glucolitico promoviéndolo, como el hecho de que la via de sefalizacion
PISBK/AKT/mTOR se encuentra constitutivamente activa debido a la ausencia de
PTEN, una fosfatasa esencial para regular la actividad de AKT (Gioia et al., 2018;
Shan et al., 2000).

A diferencia de los linfocitos T primarios, que en estado naive o no activado
presentaron niveles bajos o nulos de expresion de Glut-1, las células Jurkat
mostraron una expresion elevada y constitutiva de este transportador de glucosa, lo
cual tiene sentido debido a las caracteristicas mencionadas anteriormente y
concuerda con lo reportado en la literatura para distintos tumores y diversas lineas

celulares tumorales (Bukkuri et al., 2022).

Por otro lado, también en contraste con lo observado en linfocitos T primarios, en el
modelo de células Jurkat, los estimulos individuales de CD28 y CD43, pero no los
estimulos combinados con el TCR, provocaron un incremento adicional en la

expresion de Glut-1, incluso cuando el modelo celular ya presenta, en condiciones
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basales, una alta demanda glucolitica y una expresion elevada de Glut-1 tanto a
nivel de mRNA, como de proteina total y en la membrana. Estos resultados sugieren
que la sefalizacion derivada del entrecruzamiento de estas moléculas podria
favorecer la reprogramacion metabdlica en células tumorales, en especial CD43,
una molécula co-receptora que ha sido relacionada con la malignidad de distintos
tipos tumorales (Sorigue, 2021). Adicionalmente nuestros datos sugieren que CD43
también podria estar participando en el aumento de los niveles del mMRNA de Glut-
8, otro transportador de glucosa que ha sido relacionado con la progresion y
malignidad de distintas neoplasias como el cancer de endometrio y en algunos

mielomas (Barron et al., 2016; Goldman et al., 2006).

A pesar de que este aumento de Glut-1 en membrana dependiente de CD43 y
CD28 no conduce a un mayor consumo de glucosa en comparacion con células no
estimuladas, las sefiales de CD43 indujeron una disminucién en la liberacion de
lactato y a su vez un ligero aumento en el consumo de glutamina. Estos resultados
llevan a pensar que la estimulacion mediada por CD43 u otras moléculas
coestimuladoras como CD28, podrian promover una reprogramacion metabdlica
qgue favorece el uso de la glutamina a través de la via mitocondrial y minimiza la
pérdida de carbono a través de la disminucién en la produccién y/o secrecién de
lactato. Este tipo de adaptaciones metabdlicas ya han sido descritas en contextos
tumorales donde se observan adaptaciones metabdlicas complejas entre las que se
incluyen: 1. El aumento en el consumo de la glutamina en microambientes tumorales
(Wang et al., 2024) y 2. La adopcién de metabolismos “no warburgianos” los cuales
son caracteristicos de células que consumen mas glucosa del lactato que liberan
(Chen et al., 2019; DeBerardinis & Chandel, 2020), lo cual es l6gico dado que si se
generan mAas precursores biosintéticos el flujo glucolitico disminuye y por
consiguiente la biosintesis de lactato también, y que el no secretar lactato tiene la
finalidad de aprovechar de manera mas eficiente el carbono disponible (jsecretar
lactato es perder carbono!).

Aungque se observé una disminucion en la liberacion de lactato, bajo nuestras

condiciones experimentales no esta claro si el lactato es producido y retenido dentro
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de las células para su aprovechamiento por otras vias como la lactilacion de
proteinas como p53 y su consecuente inhibicion, resultando en una ventaja
adaptativa para las células tumorales que no liberan lactato (Zong et al., 2024); si
es liberado y re-ingerido a través de su transportador MCT-1 (Liu et al., 2023; Payen
et al., 2019); si simplemente no se genera, por una falta de produccién de piruvato,
lo que seria resultado del desvio de intermediarios glucoliticos hacia vias
biosintéticas; o finalmente, si el piruvato se esta metabolizando en la mitocondria, y
la glucolisis aerdbica y la glucdlisis “convencional” pueden estar funcionando al
mismo tiempo dentro de una célula. En cualquiera de los casos, todos los
escenarios proporcionarian una ventaja adaptativa mediada por CD43,
favoreciendo una mayor eficiencia en el uso de los recursos celulares para sostener
la proliferacion y la biosintesis. En particular, la correlacion positiva observada entre
la expresion de CD43 y GLUT-1 en células leucémicas y su sobreexpresion en
tumores de distintos origenes, junto con nuestros resultados experimentales
sugieren una reprogramacion metabdlica dependiente de CD43 que confiere una
ventaja proliferativa y de supervivencia a las células tumorales, facilitando su
adaptaciéon metabdlica y promoviendo un uso mas eficiente de los recursos

energeéticos.

Finalmente, también en contraste con lo observado en linfocitos T purificados de
donadores sanos, los estimulos que involucraron al TCR, ya sea solo o en
combinacion con CD28 y CD43, no generaron un aumento en la expresion de
GLUT-1, a pesar de que un alto porcentaje de células presentaban expresién de
CD69. Contrario a lo esperado, la ligera disminucion en los niveles de Glut-1 a nivel
de mRNA y proteina fue capaz de inducir una reduccion significativa en el consumo
de glucosa y como consecuencia, a una menor produccion de lactato. Este efecto
negativo observado en el metabolismo y en la expresion de Glut-1 derivado de las
sefales del TCR solas o en combinacion podria estar relacionado con la induccion
de la apoptosis en modelos de células leucémicas T-ALL [revisado en (dos Santos
et al., 2019)], donde la administracion de un anticuerpo monoclonal anti-CD3 (clona
OKT3, misma que se usO en nuestro estudio) provocé la muerte de las células

tumorales al inducir una estimulacion intensa mediada por el TCR (Trinquand et al.,
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2016). Dado que las células Jurkat son hiper-responsivas a la estimulacion mediante
el TCR (Shan et al., 2000), podriamos sugerir que bajo nuestras condiciones de
activacion las células Jurkat podrian estar experimentando una estimulacion
excesiva gue compromete el metabolismo celular y como consecuencia la viabilidad
(o viceversa; la disminucién de la viabilidad, afecta en el consumo metabdlico). Los
datos obtenidos con la condicion PMA-lonomicina resultaron al igual que los
estimulos TCR-CD28 y TCR-CD43 en una disminucién exacerbada del

metabolismo.
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VI. CONCLUSIONES



En este estudio, hemos demostrado que la sialomucina CD43 desempefia un papel
crucial en la regulacion del transportador de glucosa GLUT-1 durante la activacion
de linfocitos T CD4" y de células Jurkat. Nuestros resultados indican que la
coestimulacion a través de CD43 y el TCR, promueve un aumento significativo en
la expresion de GLUT-1 en la membrana de linfocitos T CD4", superando incluso
los efectos de la coestimulacibn mediada por CD28. Este hallazgo sugiere que
CD43 podria tener una influencia méas potente en la reprogramacion metabdlica de
los linfocitos T CD4+ que las moléculas coestimuladoras tradicionalmente
estudiadas. Ademas, observamos que la estimulacién con TCR/CD43 mantiene
elevados los niveles del marcador de activacion CD69 a las 24 horas post-
estimulacién, lo que indica una activacion prolongada y podria estar relacionado con
una mayor capacidad metabdlica y funcional de las células T. Los efectos sobre la
regulacion del metabolismo podrian influir en la diferenciacion hacia subpoblaciones

efectoras como Thly Th1l7, que dependen de una alta actividad glucolitica.

En el modelo de células Jurkat, las sefiales individuales de CD43 y CD28 fueron
suficientes para aumentar tanto la expresion total como la membranal de GLUT-1,
a pesar de que estas células ya presentan una alta demanda glucolitica y una
elevada expresion de Glut-1 en condiciones basales. Sin embargo, este incremento
en GLUT-1 no se tradujo en un mayor consumo de glucosa, pero si se observé una
disminucién en la liberacion de lactato y una tendencia al aumento en el consumo
de glutamina. Estos hallazgos sugieren que CD43 y CD28 podrian estar
promoviendo una reprogramacion metabdlica que favorece la glutamindlisis y la
utilizacidbn mas eficiente de los recursos energéticos, minimizando la pérdida de

carbono y potenciando la biosintesis celular.

La correlacion positiva entre la expresion de CD43 y GLUT-1 en ciertos tipos de
cancer, especialmente en la leucemia mieloide aguda, indica que CD43 podria
contribuir a la ventaja proliferativa y de supervivencia de las células tumorales al
facilitar su adaptacion metabdlica. Esto sugiere que CD43 no solo es relevante en
la activacion normal de linfocitos T sino también en la fisiopatologia de ciertos

tumores, posicionandose como un posible blanco terapéutico.
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En conjunto, nuestros resultados aportan nuevas perspectivas sobre el papel de
CD43 en la reprogramacion metabdlica durante la activacion de linfocitos T y en
contextos tumorales. Estos hallazgos abren la puerta a futuras investigaciones que
exploren la modulacion de CD43 como estrategia para influir en la funcién

inmunitaria y desarrollar terapias antitumorales mas eficaces.
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VII. PERSPECTIVAS



Linfocitos T

Determinar la expresion de Glut-1 en las distintas subpoblaciones de LTs

CD4*y CD8*, principalmente Naive y de memoria efectora.

Para ambos modelos, LTs CD4+ y CD8", en respuesta a los distintos estimulos:

Evaluar la capacidad metabdlica mediante SCENITH (single-cell energetic
metabolism by profiling translation inhibition

Realizar mediciones de consumo de glucosa y liberacion de lactato.

Evaluar la expresion de los principales transportadores de glucosa
implicados en la activacion (Glut-1, Glut-2, Glut-3, Glut-6, Glut-8 y Glut-10)
mediante gPCR.

Identificar mediante Bulk RNA-Seq sobre expresion de vias relacionadas con
la remodelacién del metabolismo, en este caso principalmente en respuesta
a los estimulos TCR/CD28 y TCR/CDA43.

Utilizando como modelo ratones OT-1 y OT-ll C57BL/6 KO para CD43 (CD43"")

Evaluar si la ausencia de CD43 afecta las capacidades metabdlicas durante
los procesos de activacion antigeno especifica.

Evaluar la participacion de CD43 en la adopcion de fenotipos efectores Thi,
Th2, Th1l7 y iTreg.

Células Jurkat

Evaluar la capacidad metabdlica mediante SCENITH.

Identificar vias metabdlicas enriquecidas en respuesta los estimulos
mediante el rastreo isotdpico de marcajes de *C-Glucosa, **C-Lactato y 3C-
Glutamina

Evaluar la expresion de los principales transportadores de glucosa
implicados en procesos tumorales (Glut-3 y Glut-10) mediante gPCR.
Identificar mediante Bulk RNA-Seq sobre expresion de vias relacionadas con
la remodelacion del metabolismo, en este caso principalmente en respuesta
a los estimulos CD28 y CD43.
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Identificar las vias de sefalizacion dependientes de CD43 que participan en
el metabolismo de las células tumorales.
Evaluar si la pérdida de CD43 en células tumorales promueve una

disminucién en las capacidades metabdlicas
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Figura S4. Correlacion entre los niveles de GLUT-1 (SLC2A1) y CD43 en muestras
tumorales con sobreexpresién de CD43. Los datos publicos de Bulk RNA-Seq de tumores
y tejido sano extraidos de TCGA y GTEX se analizaron utilizando la plataforma GEPIA2. Se
utilizo el andlisis de correlacion de spearman para los TPM.
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