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RESUMEN

Los linfocitos T CD4" tienen un rol central en la respuesta inmune, tanto a
nivel efector como regulador. El efecto de metformina sobre el inmunometabolismo
de linfocitos T CD4" ha sido escasamente estudiado y se desconoce su efecto en
condiciones de alta glucosa, particularmente en relacion a la via glicolitica y su
respuesta efectora. El presente estudio busca evaluar el efecto de metformina sobre
la modulacién de la via glicolitica y la funcion efectora de linfocitos T CD4* activados
en condiciones de normo y alta glucosa. Se realiz6 un estudio con linfocitos T CD4*
obtenidos de sangre periférica, los cuales fueron activados y cultivados por 4 dias
con 3 concentraciones de metformina (0.1mM, 1TmM y 4mM) en condiciones de
normo (5,5mM) y alta glucosa (25mM). Se determin6 la captacion de glucosa
mediante ensayo 2-NBDG vy los niveles de glucosa, lactato y actividad de
fosfofructoquinasa (PFK) por ensayo colorimétrico. Para la funcion efectora se
evaluo proliferacion, recuento, ciclo celular, marcadores de activacion y secrecion
de citoquinas por citometria de flujo. Los resultados muestran que la metformina
estimulé la captacidon y consumo de glucosa, produccion de lactato y la actividad de
la PFK; estos efectos fueron mayores en alta glucosa. La metformina redujo el
recuento celular mediante la inhibicion de la proliferacion de linfocitos T CD4+,
asociado a un arresto de ciclo celular en fase S/G2, tanto en normo como alta
glucosa. A nivel de funcién efectora, la metformina aumento los niveles de CD69 y
la secrecion de IL-4, pero disminuyd los niveles de CD25. En conclusion, la
metformina inhibe la proliferacion mediante mecanismos asociados a un arresto del

ciclo celular con un aumento de las fases S/G2 a expensas de G1 en linfocitos T



CD4+ activados. Pese al arresto, los linfocitos T CD4+ activados se mantienen en

un estado metabdlica, funcional y fenotipicamente activado.



ABSTRACT

CD4+ T lymphocytes play a central role in the immune response, both in
effector and regulatory functions. The effect of metformin on the immunometabolism
of CD4+ T lymphocytes has been scarcely studied, and its impact under high glucose
conditions, particularly concerning the glycolytic pathway and effector response,
remains unknown. This study aims to evaluate the effect of metformin on the
modulation of the glycolytic pathway and effector function of activated CD4+ T
lymphocytes under normo and high glucose conditions. A study was conducted
using CD4+ T lymphocytes obtained from peripheral blood. These cells were
activated and cultured for 4 days with three concentrations of metformin (0.1mM,
1mM, and 4mM) under normoglycemic (5.5mM) and hyperglycemic (25mM)
conditions. Glucose uptake was determined using the 2-NBDG assay, and levels of
glucose, lactate, and phosphofructokinase (PFK) activity were assessed by
colorimetric assays. Effector function such as proliferation, cell count, cell cycle
analysis, activation markers, and cytokine secretion were analyzed by flow
cytometry. The results indicate that metformin stimulated glucose
uptake/consumption, lactate production, and PFK activity, with greater effects under
high glucose. Metformin inhibited the proliferation of CD4+ T lymphocytes, this is
associated with an arrest in S/G2 phase within cell cycle. Regarding functional
effector mechanism, metformin increased CDG9 levels and IL-4 secretion, but
decreased CD25 levels. Overall, Metformin inhibited proliferation through
mechanisms associated with cell cycle arrest, leading to an increase in the S/G2

phases at the expense of G1 in activated CD4+ T lymphocytes. Despite the cell cycle



arrest, activated CD4+ T lymphocytes remain metabolically, functionally, and

phenotypically activated.
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INTRODUCCION

La respuesta inmune y el metabolismo estan estrechamente relacionados,
determinando condiciones fisiologicas y patologicas expresadas tanto a nivel
organico, celular y molecular. En condiciones fisioldgicas, la presencia de nutrientes
y otros metabolitos especificos favoreceran una funcion inmune efectora y
reguladora que tiende a la homeostasis. En tanto que, en condiciones patoldgicas,
una alteracion de nutrientes y metabolitos llevara a una respuesta inmune
desregulada que, de mantenerse en el tiempo, favorecera la aparicion y
perpetuacion de enfermedades como cancer, infecciones, autoinmunes, entre otras.

(Norata et al., 2015)

Lo anterior, ha relevado al inmunometabolismo como un area de
investigacion traslacional que permita, no solo mejorar la comprension del
metabolismo celular y la respuesta inmune, sino también el desarrollo de nuevas
terapias para alteraciones metabdlicas e inmunes.(Norata et al., 2015) A partir de
esto, existen dos grandes definiciones respecto al campo de estudio del
inmunometabolismo: por una parte, los efectos de las células inmunes sobre el
metabolismo corporal, por otra, los cambios que ocurre en la vias metabdlicas
intracelulares de células inmunes cuando son activadas.(Norata et al., 2015; O’Neill
et al., 2016; Pearce & Pearce, 2013) En esta tesis nos centraremos en la segunda

area de estudio, particularmente a nivel de linfocitos T CD4+.
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Vias metabdlicas en células inmunes

Las 6 vias metabdlicas mas estudiadas en el inmunometabolismo
corresponden a: glicolisis, fosforilacion oxidativa, via de las pentosas, sintesis de
acidos grasos, oxidacion de acidos grasos y el metabolismo de aminoacidos.(O’Neill
et al., 2016) Los cambios inmunometabdlicos que ocurren a nivel celular van a
depender principalmente del tipo celular, el estimulo y las condiciones del medio
donde se encuentra la célula, asi como de la interaccion con otros tipos celulares.
Estos cambios inmunometabdlicos afectaran la forma en que las células inmunes
obtienen energia. Pero los metabolitos de estas vias también afectaran cualitativa y
cuantitativamente a la funcionalidad de las células inmunes,(Norata et al., 2015;
O’Neill et al., 2016; Pearce & Pearce, 2013) lo que es al final de cuentas el aspecto

de mayor interés en relacién a la respuesta inmune.

En términos generales, es aceptado que las células inmunes en reposo,
utilizan vias mas eficientes para la produccion energética, como la fosforilacion
oxidativa. En tanto que, una vez activadas, estas cambian rapidamente a glicélisis
aerobica, la que es mucho menos eficiente, pero es capaz de entregar una mayor
cantidad de energia en menos tiempo y ademas generaria diversos metabolitos
necesarios para potenciar la proliferacion de las células inmunes. Por ultimo,
linfocitos T de memoria o reguladores, vuelven a depender mayormente de
fosforilaciéon oxidativa. Cada uno de estos cambios metabdlicos puede ser
modificado, lo que abre la puerta para la reprogramacion metabdlica y funcional de

las células inmunes.(Norata et al., 2015)

12



Vias metabdlicas y subpoblaciones de linfocitos T CD4+

Los linfocitos T CD4+ desempeinan un papel fundamental en la respuesta
inmunitaria adaptativa, contribuyendo tanto a su componente efectivo como
regulador. En este contexto, no es infrecuente encontrar diversas subpoblaciones
de linfocitos T CD4+ con funciones especificas que cooperan de manera sinérgica
para lograr una respuesta inmunitaria adaptativa exitosa. La investigacion en torno
a los linfocitos T CD4+ a lo largo de las ultimas décadas ha resultado en la
identificacion de varias subpoblaciones especializadas. Estas subpoblaciones de
linfocitos T CD4+ se han revelado como actores clave en la coordinacion de la
respuesta inmune adaptativa, cada una desempefando un papel unico en la
regulacion y ejecucion de las respuestas especificas frente a patégenos y
antigenos. Su cooperacion estratégica se traduce en una respuesta inmunitaria
eficaz y adaptable a una amplia gama de desafios. Este avance en la comprension
de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ ha tenido un impacto significativo en el
desarrollo de terapias inmunologicas y estrategias de inmunizacion, ya que permite
dirigir enfoques terapéuticos de manera mas precisa y especifica. El estudio
continuo de estas subpoblaciones sigue siendo esencial para ampliar nuestra
comprension de la inmunologia y mejorar nuestras capacidades para combatir

enfermedades y patdégenos. (Chatzileontiadou et al., 2020; Zhu & Zhu, 2020)

Actualmente, se reconocen cinco tipos: Th1, Th2, Th17, T reguladoras y T
foliculares. La identificacién de estas subpoblaciones se basa en la expresion de un
patron especifico de citoquinas asi como de factores de transcripcion, los que se

resumen en la llustracion 1. (Zhu & Zhu, 2020)
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llustracion 1: Caracterizacion de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y

citoquinas asociadas. Adaptado desde Zhu & Zhu, 2020.

Las células Th1 se caracterizan principalmente por la expresiéon del factor de
transcripcion T-bet y la produccion de IFNy, inicialmente conocido como factor
activador de macréfagos. Estas células desempefan un papel crucial en la
activacion de macréfagos contra bacterias intracelulares y células cancerosas. Por
otro lado, las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-13 y, en algunos casos, IL-9, lo que
promueve el cambio de isotipo de los anticuerpos hacia IgE, asi como la
diferenciacion, migracién y supervivencia de los eosindfilos. Ademas, estimulan a

los macrofagos para adoptar un fenotipo M2, favoreciendo la secrecion de
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mucosidad y la fibrosis. En cuanto a las células Th17, producen IL-17A, IL-17F, IL-
22 y TNFa, lo que las convierte en aliadas eficientes para eliminar bacterias y
hongos extracelulares. Ademas de su papel esencial en la inmunidad mucosal,
también inducen inflamacion tisular, promueven las respuestas de las células By la
formacion de foliculos linfoides ectopicos en los tejidos. Las células T reguladoras
son fundamentales para la regulacién del sistema inmunolégico, y su ausencia
puede conducir a enfermedades autoinmunes. Se cree que las células T
reguladoras manipulan y controlan las respuestas inmunolégicas a través de
diversos mecanismos. La falta, reduccion o respuestas subdptimas de las células T
reguladoras se han asociado con muchas enfermedades autoinmunes en humanos.
Las células T helper foliculares contribuyen tanto a la proteccion del huésped como
a las enfermedades inflamatorias al brindar ayuda a las células B y participar en la
produccion de anticuerpos. Estas células se mantienen en los ganglios linfaticos,
los centros germinales y el bazo, y tanto la regulacion al alza de receptores de
quimiocinas especificas como la interaccion directa con las células B en los érganos
linfoides secundarios son necesarias para su diferenciacién. (Chatzileontiadou et

al., 2020)

En el caso de los linfocitos T CD4+, la principal via metabdlica durante su
activacion corresponde a la via glicolitica, la que se detalla en la llustracién 2. Sin
embargo, investigaciones recientes han mostrado que las subpoblaciones de
linfocitos T CD4+ tiene perfiles metabdlicos que presentan diferencias entre ellos.

(Zhu & Zhu, 2020)
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llustracion 2: Cambios inmunometabdlicos en linfocitos CD4+ posterior a la

activacion. Adaptado desde Palmer et al., 2016.

Por lo anterior, en el caso de la subpoblacién de células T reguladoras,
durante la activacion y diferenciacion se produciria una menor utilizacion de la via
glicolitica (en comparacion a otras células T) a expensar de una mayor utilizacion
de la fosforilacion oxidativa y oxidacion de acidos grasos libres. Esto seria
particularmente relevante en condiciones de inflamacion, tal como se muestra en la

llustracion 3. (Bulygin et al., 2022)
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llustracion 3: Cambios inmunometabdlicos en células T requladoras activadas en un

medioambiente inflamatorio. Adaptado desde Bulygin et al., 2022.

Aunque existe un claro aumento de la glicdlisis y el flujo de metabolitos a
través de vias anabdlicas después de la activacion de las células T, no se debe
pensar que la fosforilacién oxidativa se regula a la baja (o incluso es prescindible)
en las células T activadas. Por el contrario, se ha demostrado que tanto la tasa
glicolitica como la respiracion mitocondrial aumentan en la activacion de las células
T. Ademas, la fosforilacion oxidativa es indispensable para la activacion de las
células T, ya que la inhibicion de diferentes complejos de la cadena de transporte

de electrones es suficiente para afectar la activacién inicial de las células T. Esto
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anticipa el rol que tienen otras vias metabdlicas dependientes del funcionamiento
mitocondrial en la activacién de las células T, tal como se muestra en la llustracion

4. (Almeida et al., 2021)

Durante la activacion de las células T, la glutamina se presenta como otro
sustrato crucial. Se ha observado que la deplecién de glutamina en el medio de
cultivo dificulta la proliferacion de las células T. La glutamina se somete a una
conversion metabdlica a través de la glutamindlisis, y los intermediarios resultantes
ingresan al ciclo del acido tricarboxilico. Ademas, la glutamina actua como donante
de nitrégeno para la sintesis de purinas y pirimidinas, desempenando un papel
esencial en la produccién de nucledétidos necesarios para la proliferacion.(Balyan et

al., 2020).

Se ha observado que las células T reguladoras muestran una mayor tasa de
oxidacion de acidos grasos en comparacion con otros subconjuntos de células T
efectoras. Es interesante notar que la inhibicion farmacoldgica de la oxidacion de
acidos grasos de cadena larga obstaculiza la diferenciacion de las células T
reguladoras, lo que sugiere una relacidn significativa entre esta via metabdlica y la
funcién reguladora de estas células. En este contexto, se ha planteado la hipotesis
de que los acidos grasos de cadena larga desempefian un papel importante en la
promocioén de la diferenciacién de las células T reguladoras mediante la activacion
de la enzima AMPK. Esta hipdtesis se sustenta en la evidencia de que el tratamiento
con metformina, un activador conocido de AMPK, conduce a un aumento en el
numero de células T reguladoras. Esto indica una interconexion crucial entre el

metabolismo de los acidos grasos y la funcion reguladora de las células T. Ademas,
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se ha observado que la activacion de la AMPK mediante el uso de AICAR (un

activador directo de AMPK) incrementa la expresion de FoxP3 en las células T

reguladoras de manera independiente al TGF-B. Esto sugiere que la AMPK

desempefia un papel directo en la regulacion de la funcidn de las células T

reguladoras y su capacidad para mantener la tolerancia inmunologica. (Almeida et

al., 2021) Por otra parte, en pacientes con diabetes tipo 2, la inhibicion de la

oxidacion de acidos grasos resultaron en una produccion reducida de IL-17 por parte

de las células Th17 proinflamatorias. (Cai et al., 2021)
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llustracion 4: Principales vias metabolicas usadas durante la activacion de la

célula T. Adaptado desde Almeida et al., 2021.
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Para sustentar estos procesos que dependen principalmente de una mayor
captacion de glucosa, se produce un rapido aumento en la expresion de GLUT1.
Algo similar ocurre con el antiporter CD98 en el caso de la glutamina. Se ha visto
que la insuficiencia de nutrientes o la inhibicidn metabdlica directa impiden la
activacion y proliferacion de las células T, y en algunos casos, conducen a anergia
o muerte celular. La variacion en la capacidad de captacion de glucosa o glutamina
de las células T naive puede regular los resultados de la activacion y diferenciacion
de las células T. Esto muestra que la reprogramacién metabdlica esta
intrincadamente involucrada en el crecimiento y funcion de las células T. (Almeida

et al., 2021; Dumitru et al., 2018).

Por otra parte, en el tejido inflamado y en condiciones de bajo nivel de
oxigeno, las células T efectoras aumentan sus mecanismos de supervivencia. Uno
de estos mecanismos es el aumento de la expresion del factor de transcripcion
sensible al oxigeno, HIF-1a, que promueve el metabolismo anaerdbico al aumentar
la expresidn de transportadores de glucosa e inducir enzimas glicoliticas. Sin
embargo, la disponibilidad de glucosa es limitada en el tejido inflamado, mientras
que el lactato es abundante. Como resultado, las células T priorizan la conversion
del lactato a piruvato. Por otro lado, las células T reguladoras pueden utilizar
eficientemente el piruvato derivado del lactato como fuente de energia mediante la
generacion de NAD+ durante la fosforilacion oxidativa. Esto indicaria que las células
T reguladoras estan mejor preparadas para activarse y cumplir su funcion en
ambientes inflamados y con menor disponibilidad de nutrientes. (Bulygin et al.,

2022)

20



Metformina e inmunometabolismo

En este contexto, un farmaco ampliamente estudiado para estos fines de
reprogramacion inmunometabdlica corresponde a la metformina. Tal como
mencionamos, uno de los blancos mas relevantes en el inmunometabolismo son
los linfocitos T CD4+,(Copsel et al., 2020; Lai et al., 2022; Shikuma et al., 2020;
Takahara et al., 2022; Tan et al., 2020) dado su rol central tanto a nivel efector como
regulador. Ademas, esto tiene relevancia epidemioldgica a nivel chileno, dado que
nuestra poblacion presenta una elevada prevalencia de diabetes, la que sigue

aumentando. (Leiva et al., 2018)

La metformina es el farmaco mas ampliamente usado a nivel mundial en el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Pertenece a la familia de las biguanidas y
sus principales efectos incluyen la disminucion en la absorcidon de glucosa a nivel
intestinal, la mejora de la captacion de glucosa a nivel periférico, la disminucion de
los niveles plasmaticos de insulina en ayuno mediante un aumento de la sensibilidad
a ésta, lo que en su conjunto lleva a una disminucién de la glicemia. Si bien tiene
efectos adversos, principalmente a nivel gastrointestinal, en dosis de 500 a 2500mg
al dia es bien tolerada. Sin embargo, en los ultimos afos, se han descritos efectos
mas alla del hipoglicemiante, con usos potenciales a nivel cardiovascular y
neurolégico,(Y.-W. Wang et al., 2017) donde en los ultimos afios se ha relevado la
terapia de enfermedades autoinmunes,(lwata & Tanaka, 2021; Palsson-McDermott
& O’Neill, 2020; Stathopoulou et al., 2019) como complemento en el tratamiento

adyuvante del cancer (Verdura et al., 2019; Yang et al., 2020) y el VIH,(H. Guo et
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al., 2021) e incluso para el manejo del COVID-19.(Hashemi & Pezeshki, 2021;

Omarjee et al., 2020; Xian et al., 2021)

A pesar de lo anterior, la investigacion de los efectos de la metformina sobre
el inmunometabolismo es aun incipiente e incluye estudios con células mieloides,
monocitos, macrofagos y células B. En células mieloides, incluyendo las supresoras,
se ha descrito que la administracion de metformina disminuye la respiracion basal y
las tasas de consumo de oxigeno y acidificacion del medio en células CD11+b en
tumores; lo que implicaria que la metformina en este tipo particular de células
redirige el metabolismo hacia glicolisis en desmedro de la fosforilacion
oxidativa.(Uehara et al., 2019) En tanto que en monocitos, su co-cultivo con células
de cancer de mamas en presencia de metformina, se asocié con un marcado
aumento en los niveles de IFN-y y una disminucién de IL-10, lo que llevaria a una
modulaciéon de una respuesta inmune pro inflamatoria.(Dahmani et al., 2020)
Mientras que en relacion a COVID-19, se ha demostrado que la metformina es
capaz de suprimir la respuesta inflamatoria inducida por la proteinas spike en
monocitos.(Cory et al., 2021) En el caso de macrofagos en el contexto del
microambiente tumoral, se ha descrito que la administracion de metformina
mediante nanoparticulas mejora la hipoxia y promueve una diferenciacion tipo M1,
lo que logra revertir las condiciones inmunosupresoras que caracterizan al
microambiente tumoral.(Gong et al., 2021) Mientras que en relacion a la reparacion
de heridas, en un modelo de pez cebra, se encontré que la metformina reduce los
macréfagos TNF-a+, lo que reduce el estado redox intracelular, favoreciendo la

reparacion de los tejidos.(Miskolci et al., 2022) En tanto que en células B,
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metformina disminuye la captacion de glutamina, las funciones mitocondriales y
suprime la diferenciaciéon del plasmoblasto, lo que tendria implicancias especificas
en el manejo de la respuesta humoral en el lupus eritematoso sistémico.(Sumikawa

et al., 2021)

Metformina y metabolismo de linfocitos T

Las interacciones de la metformina a nivel metabdlico en linfocitos T son
multiples y se han evidenciado en distintos modelos de patologias, principalmente

con estudios en ratones.
Modelo en infecciones

En la tuberculosis, la metformina se ha propuesto como terapia adjunta, dado
sus efectos en la disminucion de una excesiva inflamacién y una mejora en la
respuesta inmune vinculada a un aumento en la fosforilacion oxidativa y la oxidacion
de acidos grasos en linfocitos CD8+.(Bohme et al., 2020; Russell et al., 2019)
(Restrepo, 2016) Esta inmunomodulacion estaria relacionada con una mayor
induccion de células T reguladoras en desmedro de una respuesta Th17, lo que
estaria mediado por una mayor capacidad de oxidacién de acidos grasos.(Gualdoni
et al., 2016) Los positivos efectos descritos anteriormente, se relacionarian a que
una via metabdlica comunmente activada seria AMPK,(Biondo et al., 2020; Cheng
et al., 2016a; Gualdoni et al., 2016). Esta activacion no solo modularian la respuesta
inmune propiamente tal, sino que estaria vinculada al estado bioenergético de las

células inmunes,(Auger et al., 2018) lo que también se relacionaria con la
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fosforilacion de mTOR (Kamyshnyi et al., 2021; Putilin et al., 2020) y Akt.(Xiong et
al., 2021). Por lo tanto, los efectos inmunometabdlicos de la metformina sobre
linfocitos T estaria determinada en gran medida sobre sus efectos en AMPK, mTOR

y Akt.

En el caso de sepsis, se ha descrito que la metformina bloquea la via
glicolitica, lo que lleva a una disminucién en la produccion de IL-13, IFN-y, IL-17 e
IL-22 y un aumento de TNF-a en linfocitos CD4+, lo que se asocia a una mayor
mortalidad en el caso de infecciones fungicas. Esta modulacién también se deberia

a los efectos de metformina sobre mTOR. (Cheng et al., 2016)

En tanto que, en un modelo de influenza en ratones obesos, CD4+ aislados
y tratados con metformina presentaron una inhibicion de la tasa de consumo de
oxigeno acompafiado de un aumento en los marcadores CD44, CD62L y CD69 con
una disminucién de CD25. Ademas, la metformina logré reducir la tasa de

mortalidad por influenza en este modelo. (Alwarawrah et al., 2020a)
Modelo en autoinmunidad e inmunosupresién

En relacion a linfocitos T CD4+ en modelos de tiroiditis en humanos y ratén,
se ha descrito un aumento de la activacion de la via mTOR/HIF-1a/HK2/glicdlisis, la
que tratada con metformina se vio disminuida. Ademas se encontré que el ratio
Th17/Th1 se vio disminuida con la administracion de este hipoglicemiante, lo que
implica cambios no solo metabdlicos, sino también, de inmunofenotipo. (Zhao et al.,
2021). Mientras que en un modelo de lupus eritematoso sistémico, se vio que

metformina inhibié la fosforilacion de pSTAT1 y su unién a los elementos
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responsivos a IFN-g, lo que ocurrioé independientemente de AMPK y mTOR.(Titov

etal., 2019)

Estos cambios en la diferenciacion de las subpoblaciones de CD4+ también
se han descrito en modelos murinos de diabetes tipo |, asma, trasplante, colitis y
nefritis lipica donde aumenta la cantidad subpoblaciones reguladoras y disminuye
las efectoras, especialmente Th1y Th17. (Cornaby et al., 2020; Duan et al., 2019a;
Y. Guo et al., 2021; S. K. Lee et al., 2020; Liu et al., 2021; Park et al., 2016; Planas

et al., 2021a; Takahara et al., 2022; Wilson et al., 2021)

Lo anterior se refuerza con los resultados del estudio de Park et al., (2016),
quienes trabajaron con un modelo raton de enfermedad aguda de injerto contra
huésped y del estudio de Duan et al., (2019), quienes trabajaron en un modelo raton
de insulitis. En ambos casos, los resultados son practicamente idénticos en cuanto
a la modificacion del fenotipo de CD4+. En estos dos estudios se observa un
aumento de la repuesta Th2 y T reguladora a expensas de una disminucion de Th1

y Th17 con dosis de metformina SmM.
Modelo en infeccién por VIH

En pacientes con VIH, se ha observado que una expresion aumentada de
CD54 en células CD4+ se asocia con una progresion de la enfermedad (Chen et al.,
2019). CD54, también conocida como ICAM-1, desempeia un papel esencial en la
adhesion de células inmunitarias, como los linfocitos T CD4+, a las células
infectadas por el VIH. Su aumento en la superficie de las células CD4+ puede
facilitar la entrada del virus y la propagacion de la infeccion. Chen et al., (2019)
demostraron que la metformina reduce la expresién de CD54 en células CD4+ a

25



través de la via NF-kB/p65. Esta via de sefializacion, asociada con la inflamacion y
la respuesta inmunitaria, se modula positivamente por el VIH. La reduccion de la
expresion de CD54 por la metformina podria contribuir a disminuir la facilidad de
entrada del virus en las células CD4+, lo que podria ralentizar la progresion de la

enfermedad.

Ademas de su efecto sobre CD54, la metformina también ha demostrado
otros beneficios inmunometabdlicos. Shikuma et al., (2020) encontraron que la
metformina reduce la expresion de diversas moléculas inhibidoras en células CD4+
de pacientes con VIH. Estas moléculas inhibidoras pueden suprimir la respuesta
inmunitaria antiviral, y su reduccidn podria permitir que el sistema inmunitario

responda de manera mas efectiva al VIH.

Por otro lado, Planas et al., (2021) identificaron que la metformina también
tiene la capacidad de inhibir la activacion de la via mTOR en células CD4+ de
pacientes con VIH. La via mTOR es esencial en la regulacion del crecimiento celular
y la sintesis de proteinas. La inhibicion de mTOR podria ser beneficiosa al reducir
la replicacion viral y la polarizacion hacia Th17, un subconjunto de células T que es

particularmente susceptible a la infeccién por VIH.
Efectos inmunometabdlicos en hiperglicemia

En resumen, independiente de las vias involucradas, la evidencia es
consistente en sefalar que la metformina tiene un efecto modulador sobre la
diferenciacion efectora de T CDA4+, inhibiendo la respuesta Th17 y Th1,

favoreciendo una Th2 y T reguladora, lo que parece estar vinculado a una reduccion
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en la actividad de la via glicolitica, lo que se resume en la llustracion 5. Esta

evidencia ha sido generada principalmente en modelo raton.
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llustracion 5: Efectos de la metformina sobre linfocitos T CD4+. Elaboracion

propia.

A pesar de la creciente evidencia que respalda el potencial beneficioso de la
metformina en la inmunidad, es fundamental abordar el vacio de conocimiento en
relaciéon con su efecto en seres humanos bajo condiciones de alta glucosa, que son
tipicas en individuos que usan la metformina como tratamiento para la diabetes

mellitus. La mayoria de los estudios se han centrado en modelos de raton y han
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empleado concentraciones de glucosa en el rango de 100 a 200 mg/dL, lo que no

refleja la situacion clinica real de estos pacientes.

La implicancia mas evidente de esta limitacion es que, aunque se han
identificado prometedores mecanismos inmunometabdlicos en estudios preclinicos,
la aplicacion directa de estos hallazgos a la practica médica en pacientes humanos
puede no ser tan directa. La variabilidad en los niveles de glucosa en sangre y la
complejidad de la respuesta inmunolégica en humanos hacen que sea necesario
llevar a cabo investigaciones especificas en pacientes diabéticos que utilizan

metformina.

Ademas, la metformina se ha convertido en un pilar en el tratamiento de la
diabetes tipo 2, que afecta a una parte significativa de la poblacién. Por lo tanto,
entender como esta medicacion afecta la respuesta inmunoldgica en situaciones de
hiperglicemia es de gran importancia. Los pacientes con diabetes tipo 2 tienen un
mayor riesgo de infecciones y complicaciones asociadas, por lo que la optimizacion

de su respuesta inmunologica es un objetivo relevante.

En dltima instancia, abordar este vacio de conocimiento podria tener
importantes implicancias clinicas. Si se demuestra que la metformina mantiene sus
efectos beneficiosos en la inmunidad incluso en condiciones de alta glucosa, esto
podria respaldar aun mas su uso como terapia complementaria en pacientes con
diabetes tipo 2. Sin embargo, es crucial realizar estudios que evaluen el efecto de
la metformina en las distintas poblaciones células inmunes, particularmente en

aquellas que tienen un rol tan relevante, como es el caso del linfocito T CD4+.
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PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Se ha mejorado la comprensién del inmunometabolismo, tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Se ha abierto la posibilidad para inducir
cambios inmunometabdlicos de utilidad en el tratamiento de diversas

enfermedades.

Los linfocitos T CD4+ tienen un rol central tanto a nivel efector como
modulador (regulador) de la respuesta inmune. El efecto de metformina sobre el
inmunometabolismo de linfocitos T CD4+ ha sido escasamente estudiado y se
desconoce su efecto en condiciones de alta glucosa, particularmente en relacién a
la via glicolitica y marcadores de activacion. En particular, dado que en su fase de
activacion los linfocitos T CD4+ dependen mayormente de la via glicolitica, se hace
necesario conocer los efectos de la metformina tanto a nivel de la via metabdlica

como de los marcadores de activacion.

A partir de lo anterior, la pregunta de investigacion que se plantea es:

¢, Cual es el efecto de metformina sobre la modulacion de la via glicolitica y

marcadores de activacion en linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa?
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La metformina inhibe la via glicolitica y modula la respuesta efectora de

linfocitos T CD4+ activados en condiciones de alta glucosa.

El objetivo general es evaluar el efecto de metformina sobre la modulacion
de la via glicolitica y respuesta efectora de linfocitos T CD4+ activados en

condiciones alta glucosa.

Los objetivos especificos corresponden a:

e Determinar el efecto de metformina sobre la captacion de glucosa y
produccion de lactato en linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa

e Valorar el efecto de metformina sobre la actividad de fosfofructoquinasa en
linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa.

e Evaluar el efecto de metformina sobre la proliferacion, ciclo celular y la
expresion de los marcadores de activacion en linfocitos T CD4+ activados en
alta glucosa.

e Evaluar el efecto de metformina sobre la produccién de citoquinas en

linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa.
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MATERIALES Y METODOS

Esta tesis se ajusta a los principios éticos para la investigacién con seres
humanos sefalada en la Declaracion de Helsinki (General Assembly of the World
Medical Association, 2014) y la Ley 20.584 de derechos y deberes de los pacientes
(Nacional, 2012). Todos los participantes accedieron previo proceso de

consentimiento informado, con la firma del documento (Anexo 1).

Muestra de individuos

Se incluyeron seis adultos de edades comprendidas entre los 21 y 57 afios,
compuestos por tres hombres y tres mujeres. Se establecieron criterios de exclusion
que contemplaban individuos con cualquier enfermedad, alteracién o condicion
metabdlica, endocrina, hematolégica o inmunoldgica; asi como aquellos que
padecieran obesidad o desnutricion. También se excluyeron a aquellos que
hubieran utilizado medicamentos que afectaran la glicemia en los ultimos 6 meses,
asi como a quienes tuvieran antecedentes de dificultades en la obtencién de

muestras de sangre mediante puncion venosa.

El reclutamiento de los participantes se llevd a cabo mediante el proceso de
consentimiento informado, y la obtencion de las muestras de sangre se programo

para el mismo dia, aproximadamente al mediodia.

Obtencion de linfocitos T CD4+

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los 6 participantes mediante

puncion venosa, siguiendo el procedimiento previamente descrito. Para obtener la
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fraccion de células mononucleares, las células se aislaron mediante centrifugacion
en gradiente de densidad a 400 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Esto se realiz6 utilizando Lymphoprep (Axis Shield, Reino Unido), previa mezcla de
la muestra de sangre con PBS en una proporcion de 1:1. La mezcla se anadi6
cuidadosamente sobre 10 mL de Lymphoprep en un tubo Falcon de 50 mL. Luego,
se extrajo el anillo de células mononucleares que se encontraba entre la fase de
plasma y la de Lymphoprep. Las células obtenidas se lavaron con PBS a 300 x g
durante 10 minutos, y las células vivas se contaron utilizando la tincion con azul de

Tripano para determinar la viabilidad celular.

Para el aislamiento de los linfocitos T CD4+ de la sangre periférica,
necesarios para los ensayos funcionales, las células mononucleares de sangre
periférica previamente obtenidas se separaron utilizando perlas magnéticas de
acuerdo con el kit de aislamiento de linfocitos T Memory CD3+ humano (Miltenyi
Biotec, Alemania), siguiendo el protocolo del fabricante. En resumen, las células
mononucleares se resuspendieron en MACS buffer en una proporcién de 80 uL por
cada 10 millones de células, a las cuales se afiadieron perlas magnéticas anti-CD3
en una proporcién de 10 pyL por cada 10 millones de células. La mezcla se incubo6 a
4°C durante 20 minutos en la oscuridad, luego se lavaron afiadiendo 2 mL de MACS
buffer, centrifugando a 300 x g y retirando el sobrenadante. Al mismo tiempo, se
posicionaron las columnas LS (Miltenyi Biotec, Alemania) en el iman y se hidrataron
con 1 mL de MACS buffer tres veces. Las células mononucleares se resuspendieron
en MACS buffer en una proporcion de 50 pL por cada 10 millones de células y se

depositaron en las columnas colocadas en el iman. Luego se lavo la columna con 3
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mL de MACS buffer tres veces, se retird la columna y se posicion6 en un tubo Falcon
de 15 mL. Se anadieron 5 mL de MACS buffer sobre el receptor de la columna y se

empujo el émbolo con fuerza.

Las células CD3+ obtenidas se lavaron con PBS a 300 x g durante 10
minutos, se retird el sobrenadante y se marcaron con anticuerpos anti-CD4 y anti-
CD8 durante 20 minutos a 4°C en la oscuridad. Posteriormente, se lavaron con PBS
a 300 x g durante 10 minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 500
uL de PBS. Estas células se llevaron al sorter BD FACSAria Ill (BD Biosciences,
Estados Unidos), donde se separaron las porciones de CD4+ y CD8+. Luego, se
lavaron con PBS a 300 x g durante 10 minutos y se resuspendieron en medio RPMI
1640 (Gibco, Estados Unidos) para ser incubadas durante 12 horas a 37°C en
condiciones de CO: al 5%. Posteriormente, se lavaron con PBS a 300 x g durante
10 minutos, se contaron utilizando la tincion con azul de Tripano para determinar la

viabilidad celular y se llevaron a las condiciones de cultivo descritas a continuacion.

Condiciones de cultivo

Se establecieron un total de 8 condiciones de cultivo que combinaron

distintas concentraciones de metformina y glucosa.

Para la activacion celular, se empleé suero RPMI 1640 (Gibco, Estados
Unidos) suplementado con un 10% de suero bovino fetal, 500 Ul/mL de IL-2 y perlas

anti-CD3/CD28 (Life Technologies, Estados Unidos) en una proporcion de 1:4. La
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incubacion se llevd a cabo a 37°C en una atmodsfera con un 5% de CO.. Se

sembraron 100,000 células por pocillo en placas de 96 pocillos.

En cuanto a la exposicion celular, se manejaron las siguientes condiciones
para cada variable: metformina (0 mM, 0.1 mM, 1 mMy 4 mM) y glucosa en el medio
(5.5 mMy 25 mM). La metformina se diluyé en RPMI 1640 (Gibco, Estados Unidos)
como vehiculo. A partir de la combinacion de estas variables, se generaron un total
de 8 condiciones experimentales. Posteriormente, se realizaron mediciones a las 96

horas para cada uno de los objetivos establecidos.

Objetivo 1: Determinar el efecto de metformina sobre la captaciéon de glucosa

y produccién de lactato en linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa.

Se empled el marcador fluorescente 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
ilJamino)-2-desoxiglucosa (2-NBDG), que se habia preparado previamente a una
concentracion stock de 20 mM. Esta solucion se diluyé en PBS para alcanzar una

concentracion de 20 pM.

En el procedimiento, se retird un pocillo para cada una de las
condiciones/muestras. Las células se lavaron con PBS a 300 x g durante 10 minutos
y se resuspendieron en 100 yL de PBS. A continuacion, se incubaron durante 30
minutos a 37°C en un ambiente con un 5% de CO:2 en la oscuridad. Luego, se
agregaron 100 uL de PBS que contenia 2-NBDG a 20 pM, lo que resultdé en una

concentracion final de 10 uM. Se volvié a incubar durante 45 minutos a 37°C con un
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5% de CO:2 en la oscuridad. Posteriormente, se inactivd la reaccion mediante la

adicion de 2 mL de PBS enfriado en hielo.

Las muestras se lavaron con PBS a 300 x g durante 10 minutos, se retir6 el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 uL de PBS. Estas muestras
se procesaron utilizando el equipo LSR Fortessa (BD Biosciences, Estados Unidos),
y los archivos resultantes se analizaron con el software FlowJo (Tree Star, Estados

Unidos).

Para medir la produccion de lactato, se empleé el Kit de Lactato (COD 12736;
Biosystems, Espafa). Este ensayo se basa en la actividad de la lactato
deshidrogenasa para convertir el lactato en la muestra en un producto que
interactua con una sonda, generando un cambio de color (A max = 600 nm)
proporcional a la concentracion de lactato. Este kit es capaz de detectar L-lactato
en un rango de 0.05 mM a 20 mM, que abarca la mayoria de las concentraciones
en muestras biologicas, considerando que el D-lactato se encuentra en

concentraciones de 1-5% en comparacion con el L-lactato.

Se prepard una curva estandar siguiendo las indicaciones del fabricante,
utilizando el calibrador humano AX125 (Biosystems, Espaia). Luego, se preparo el
mix de reaccion segun las instrucciones del fabricante para obtener 100 uL de
mezcla por cada medicion. Esto se logré mezclando 80 uL de reactivo A con 20 pL

de reactivo B.
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Para cada una de las condiciones/muestras, se retiraron 20 pL, que se
colocaron en pocillos en placas de 96 pocillos con 180 uL de PBS para obtener una
dilucion de 1:10. Luego, se afiadieron 100 pyL del mix de reaccion previamente
descrito y se incubaron durante 5 minutos a 37°C en la oscuridad. Posteriormente,
se realizaron las mediciones utilizando un lector de placas Synergy 2 (BioTek
Instruments, Alemania) a una longitud de onda de 600 nm, utilizando el software
Genb (BioTek Instruments, Alemania). A partir de las curvas previamente obtenidas
con coeficientes de determinacion (R2) superiores a 0.9, se calcularon las
concentraciones de lactato para cada medicidon. Los valores de concentracidon de
lactato se normalizaron en funcion del numero de células en cada medicion,

utilizando cuentas de perlas (CountBright™, Life Technologies, Estados Unidos).

Para determinar el consumo de glucosa, se utilizo el Kit de Glucosa (COD
12503; Biosystems, Espafa). Este ensayo se basa en la reaccion de Trinder para
producir un cambio de color (A max = 500 nm) proporcional al nivel de glucosa. El
kit es capaz de detectar glucosa en un rango que va desde 0.23 mg/dL hasta 500

mg/dL.

Se prepard una curva estandar siguiendo las instrucciones del fabricante,
utilizando el calibrador humano AX125 (Biosystems, Espafia). Para cada una de las
condiciones/muestras, se retiraron 20 uL, que se colocaron en pocillos en placas de
96 pocillos con 180 yL de PBS para obtener una dilucion de 1:10. Luego, se
afnadieron 100 pL del reactivo del kit y se realizaron las mediciones utilizando un

lector de placas Synergy 2 (BioTek Instruments, Alemania) a una longitud de onda
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de 500 nm, utilizando el software Gen5 (BioTek Instruments, Alemania). A partir de
las curvas previamente obtenidas con coeficientes de determinacion (R2)
superiores a 0.9, se calcularon las concentraciones de lactato para cada medicion.
Los valores de concentracion de lactato se normalizaron en funcién del numero de
células en cada medicion, utilizando cuentas de perlas (CountBright™, Life

Technologies, Estados Unidos).

Objetivo 2: Valorar el efecto de metformina sobre la actividad de

fosfofructoquinasa en linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa.

Se utilizé el Kit Il de Ensayo -colorimétrico de actividad de la
fosfofructoquinasa (Catalog MAKO093; Sigma-Aldrich, USA). Este es un ensayo
enzimatico acoplado, donde la fructosa-6-fosfato y el ATP son convertidos a
fructosa-1,6-difosfato y ADP por la fosfofructoquinasa, luego el ADP es convertido
por el mix enzimatico del ensayo a AMP y NADH, finalmente el NADH reduce una
sonda incolora que produce un color (A max = 450 nM) proporcional a la actividad

de la fosfofructoquinasa

Se preparo la curva estandar segun indicaciones del fabricante a partir de un
estandar de 10mM de NADH para obtener 6 puntos en duplicado de 0, 2, 4, 6,8 y
10nM en la solucion buffer del ensayo. Luego se preparé el mix de reaccion segun
las instrucciones del fabricante de manera de obtener 50uL por cada medicion
segun se detalla a continuacion: 42uL de buffer del ensayo, 2uL del desarrollador

de fosfofructoquinasa, 2uL de ATP, 2uL de mix de ensayo y 2ulL de substrato.
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Para cada una de las condiciones/muestras se retird 1 pocillo. Las células se
lavaron con PBS a 300 x g durante 10 minutos, se retird el sobrenadante y se
homogeneizaron en 200uL del buffer del ensayo en frio. Luego se centrifugaron a
13.000 x g por 10min a 4°C para remover material insoluble. Luego se tomaran
10uL, los que se depositaran en pocillos en placas de 96 pocillos. Luego se
agregaron 50uL del mix de reaccion previamente descrito, se analiz6 en el lector de
placa Synergy 2 (BioTek Instruments, Alemania), donde se realiz6 agitacion intensa
por 2 minutos a 37°C, y luego se realizaron mediciones de forma continua a OD

450nM durante 30 minutos.

Para el calculo de la actividad de fosfofructoquinasa, restando previamente
el valor del estandar de NADH a OnM de la curva previamente descrito en su
medicion inicial a los 5min, se utilizé la siguiente formula: PFK = B x SVF / RT * V.
Donde B es la cantidad de NADH generado desde la medicion inicial hasta la final,
SVF es el factor de disolucion de la muestra, RT es el tiempo de reacciony V es el
volumen afadido al pocillo. El valor final se expresa en mU/mL, donde una unidad
de fosfofructoquinasa es la cantidad de enzima que es capaz de generar 1uM de
NADH por segundo a un pH de 7.4 a 37°C. Los valores de actividad de
fosfofructoquinasa se normalizaron segun el numero de células en cada medicion a
partir del uso de perlas de conteo (CountBright™, Life Technologies, Estados

Unidos).
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Objetivo 3: Evaluar el efecto de metformina sobre la proliferacién, ciclo celular
y la expresion de los marcadores de activacion en linfocitos T CD4+ activados

en alta glucosa.

Para evaluar la proliferacion celular, se empleé el kit CellTrace™ Violet (Life
Technologies, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante antes de
llevar a cabo la activacién y las condiciones de cultivo. Después de la separacion
de los linfocitos T CD4+, las células se lavaron con PBS a 300 x g durante 10
minutos y se resuspendieron en 1 mL de PBS a 37°C. Luego, se agregaron 1 mL
de CellTrace Violet a una concentracion de 20 yM a 37°C. El marcaje se realiz6
durante 20 minutos a 37°C en una atmosfera con un 5% de COg, y posteriormente
se detuvo la reaccién enfriando las células con la adicion de 2 mL de medio RPMI

suplementado con un 10% de FBS.

Después de esta etapa, las células se lavaron con PBS a 300 x g durante 10
minutos y se resuspendieron en los respectivos medios de cultivo que contenian las

8 condiciones de estudio previamente descritas.

Para evaluar la expresion de marcadores de activacion y viabilidad, las
células se marcaron con el siguiente panel de anticuerpos: anti-CD25 (Pecy7), anti-
CD69 (FITC), anti-CD109 (PE), anti-CD4 (Ax780) y LiveDead (APC). Para cada una
de las condiciones/muestras, se retird un pocillo de células, se lavaron con PBS a
300 x g durante 10 minutos y se resuspendieron en un cocktail de marcadores que
contenia 0.5 yL de cada fluoréforo por medicion, con la excepcion de LiveDead,

para el cual se utilizaron 0.1 puL por medicién. El marcaje se llevé a cabo durante 20
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minutos a 4°C en la oscuridad. Luego, las células se lavaron con PBS a 300 x g
durante 10 minutos y se resuspendieron en 100 pL de PBS para el analisis posterior

mediante citometria de flujo.

Para determinar las fases de la interfase del ciclo celular, se utilizé el método
de loduro de propidio. En cada una de las condiciones/muestras, se retiré un pocillo
de células, se lavaron con PBS a 300 x g durante 10 minutos y se elimino todo el
sobrenadante. Luego, se afadieron 500 pL de alcohol al 70% mientras se
vortexeaba a maxima intensidad para evitar la formacion de aglomeraciones
celulares. Las muestras se mantuvieron en la oscuridad a 4°C durante 30 minutos
y luego se lavaron con PBS a 300 x g durante 10 minutos en dos ocasiones.
Posteriormente, se preparé una solucién de 50 pyL de loduro de propidio (Life
Technologies, Estados Unidos) en 1700 uL de buffer (Life Technologies, Estados
Unidos). Las células se resuspendieron en 100 uL de esta solucion para su analisis

mediante citometria de flujo.

Las muestras se procesaron utilizando el equipo LSR Fortessa (BD
Biosciences, Estados Unidos), y los archivos resultantes se analizaron con el
software FlowJo (Tree Star, Estados Unidos). En el caso de la proliferacion, se
utilizé la plataforma de proliferacién de FlowdJo, que permitié calcular el numero de
células no divididas y cuatro indices de proliferacion, detallados a continuacion:
indice de division (numero total de divisiones / numero de células al inicio del
cultivo), indice de proliferacion (numero total de divisiones / células que entraron en

division), indice de expansion (numero total de células / células al inicio del cultivo)
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e indice de replicacion (numero total de células divididas / células que entraron en

division).

En cuanto al analisis del ciclo celular, se generaron histogramas para las
mediciones a 488 nm, lo que permitio identificar las fases G1, S y G2 de acuerdo

con el protocolo estandar.

Objetivo 4: Evaluar el efecto de metformina sobre la produccion de citoquinas

en linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa.

Se empled el BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine Kit para
evaluar las citoquinas IL-17, IFN-y, TNF-qa, IL-2, IL-4, IL-6 y IL-10. En cada una de
las condiciones/muestras, se retiraron 50 yL en duplicado y se colocaron en tubos
de citometria, junto con 2 pL de cada perla de captura y 10 puL de reactivo de
deteccién, que formarian un complejo sandwich para la deteccion de las citoquinas.
Simultaneamente, se prepard una curva estandar mediante una dilucion en serie
decreciente que abarcaba concentraciones desde 2500 pg/mL hasta un control
negativo de 0 pg/mL. Se afadieron 50 pL de cada dilucién a los tubos de citometria.
Posteriormente, los tubos se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente en

la oscuridad.
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Tras la incubacion, se procedié a lavar los tubos a 1500 rpm durante 5
minutos, eliminando el sobrenadante. Finalmente, la muestra se resuspendié en 200

ML de PBS para su analisis mediante citometria.

Las muestras se procesaron utilizando el equipo LSR Fortessa (BD
Biosciences, Estados Unidos), y los archivos resultantes se analizaron con el
software FCAP Array (BD Biosciences, Estados Unidos) para determinar la

concentracion de cada analito, expresada en pg/mL.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el programa Prism 10 (GraphPad
Software, Estados Unidos). Se genero estadistica descriptiva para cada una de las
condiciones descritas y se presentaron a través de graficos de dispersion que
incluyen puntos individuales y barras de error que representan la media aritmética
y el error estandar. Todos estos datos se agruparon segun las concentraciones de

glucosa (5,5 mMy 25 mM).

Para el analisis estadistico inferencial, se utilizé el ANOVA de dos vias para
medidas repetidas. Se llevaron a cabo comparaciones multiples entre las
concentraciones de metformina (0 mM, 0,1 mM, 1 mM y 5 mM) para los grupos de
glucosa (5,5 mM y 25 mM) por separado con el test LSD (Least significant
difference) de Fisher. Ademas, se realizaron comparaciones entre grupos de

glucosa para cada una de las concentraciones de metformina.

42



En todos los casos, se considerd que existia significancia estadistica cuando
p<0,05. Los valores p se presentan de la siguiente manera para indicar el nivel de

significacion: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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RESULTADOS

Objetivo especifico 1: Determinar el efecto de metformina sobre la captacion
de glucosa y produccién de lactato en linfocitos T CD4+ activados en alta

glucosa

El efecto de la metformina sobre la captacién de glucosa por parte de los
linfocitos T CD4+ activados se analizé midiendo el porcentaje de linfocitos que
captaron 2-NBDG, posterior a 4 dias de cultivo en condiciones de alta y normo
glucosa (Figura 1). Es posible apreciar que en la condicion de glucosa 5,5mM, solo
la condicion de metformina 5mM induce un aumento significativo (p<0.01) en la
captacion de glucosa respecto a la condicién control sin metformina. Algo similar
ocurre en la condicion de glucosa 25mM, donde la condicién de metformina 5mM
induce un aumento significativo (p<0.001) respecto al resto de las concentraciones
de metformina (Figura 1).

No se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y

25mM para las distintas concentraciones de metformina.
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Figura 1: Captacion de 2-NBDG por linfocitos T CD4+ segun concentraciones de
glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de los porcentajes de linfocitos T CD4+ que captaron 2-
NBDG entre los grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).

45



Una vez establecido que a altas concentraciones de metformina, el linfocito
T reduce significativamente su porcentaje de captacion de glucosa, analizamos si
este fenomeno estaba asociado una disminucion de los niveles de glucosa en el
medio, indicando un mayor consumo de ésta por parte de la célula T. En la Figura
2 se muestran el consumo normalizado de glucosa por numero de células. Es
posible apreciar que en la condicion de glucosa 5,5mM, no hay diferencias en el
consumo de glucosa entre las distintas concentraciones de metformina. En tanto
que en la condicion de glucosa 25mM, la condicién de metformina 5mM induce un
aumento significativo (p<0.001) respecto al resto de las concentraciones de

metformina (Figura 2).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para la concentracion de metformina 5mM (p<0,01), donde la condicion glucosa

25mM induce un aumento significativo en el consumo de glucosa.
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Figura 2: Consumo normalizado de glucosa por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del consumo de glucosa normalizado por el numero de
linfocitos T CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM,
0,fmM, 1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La
comparacion se realiz6 mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones
multiples obtenidas a por separado con la prueba LSD (Least significant difference)
de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Debido al aumento del consumo de glucosa en el medio por parte de los
linfocitos T CD4+ en presencia de alta glucosa y altos niveles de metformina, se
procedié a analizar los niveles de lactato en el medio, en las mismas condiciones
de cultivo. En la Figura 3 se muestran la produccion normalizada de lactato por
numero de células. Es posible apreciar que en la condicién de glucosa 5,5mM, la
concentracion de metformina 5mM induce un aumento significativo (p<0.01)
respecto al resto de las concentraciones. Lo mismo ocurre en la condiciéon de
glucosa 25mM, la condicion de metformina 5mM induce un aumento significativo

(p<0.0001) respecto al resto de las concentraciones de metformina (Figura 3).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para la concentracion de metformina 5mM (p<0,05), donde la condicion glucosa

25mM induce un aumento significativo en la produccion de lactato.
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Figura 3: Produccion normalizada de lactato por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la produccion de lactato normalizado por el numero de
linfocitos T CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM,
0,fmM, 1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La
comparacion se realiz6 mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones
multiples obtenidas a por separado con la prueba LSD (Least significant difference)
de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).

49



Objetivo especifico 2: Valorar el efecto de metformina sobre la actividad de

fosfofructoquinasa en linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa.

Dentro de las enzimas que participan en la via glicolitica, la
fosfofructoquinasa juega un papel primordial. En nuestro primer objetivo
evidenciamos una mayor captacion y consumo de glucosa, y una mayor produccion
de lactato por parte de los linfocitos T CD4+ en presencia de alta glucosa y altos
niveles de metformina. Es por esto que procedimos a evaluar si este fenbmeno se
asociaba con un aumento en la actividad de la fosfofructoquinasa. En la Figura 4 se
muestran la actividad normalizada de fosfofructoquinasa por niumero de células. Es
posible apreciar que en la condicion de glucosa 5,5mM, no hay diferencias en la
actividad de fosfofructoquinasa entre las distintas concentraciones de metformina.
En tanto que en la condicién de glucosa 25mM, la condicion de metformina 5mM
induce un aumento significativo (p<0.01) respecto al resto de las concentraciones
de metformina (Figura 4).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para la concentracion de metformina 5mM (p<0.05), donde la condicion glucosa

25mM induce un aumento significativo en la actividad de fosfofructoquinasa.
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Figura 4: Actividad normalizada de fosfofructoquinasa de linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la actividad de la enzima fosfofructoquinasa
normalizada por el numero de linfocitos T CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM
y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo
posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante test ANOVA de dos
vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con la prueba LSD
(Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y ****
(p<0,0001).
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Objetivo especifico 3: Evaluar el efecto de metformina sobre la proliferacion,
ciclo celular y la expresion de los marcadores de activacion en linfocitos T

CD4+ activados en alta glucosa.

La actividad glicolitica en los linfocitos T CD4+ ha sido ampliamente asociada
a su funcion efectora. Es por esto que evaluamos si el aumento de la via glicolitica
se asociaba con un aumento de la respuesta proliferativa y los marcadores de
activacion en el linfocito T activado. En la Figura 5 se muestra el recuento celular
normalizado al cabo de 4 dias de cultivo. Es posible apreciar que en la condicién de
glucosa 5,5mM, la condicion de metformina 5mM induce una disminucion
significativa (p<0,05) respecto a metformina OmM y 0,1mM. En tanto que en la
condicion de glucosa 25mM, la condicion de metformina 5mM induce una
disminucion significativa (p<0.0001) respecto al resto de las concentraciones de
metformina. Sin embargo destaca que respecto al control sin metformina, la
concentracion de 0,1mM induce un aumento significativo (p<0,05) del recuento
celular en glucosa 25mM (Figura 5).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para la concentracion de metformina OmM, 0,1mM y 1mM (p<0.01), donde glucosa

25mM induce un aumento significativo del recuento celular.
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Figura 5: Recuento celular normalizado de linfocitos T CD4+ segun

concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del numero de linfocitos T CD4+ entre los grupos de
glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego de 4 dias
de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante test ANOVA
de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con la prueba
LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) y

%% (9<0,0001).
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Una vez evaluado el recuento total de células T CD4+ posterior al cultivo con
las distintas condiciones, determinamos que el efecto de alta concentracion de
metformina fue capaz de reducir el recuento celular en ambas condiciones de
glucosa, por lo tanto, procedimos a evaluar si este resultado se debia a una
alteracion en la proliferacidn celular. En la Figura 6 se muestra el numero de células
no divididas en el cuarto dia de cultivo. Es posible apreciar que en la condicion de
glucosa 5,5mM, la condicion de metformina 5SmM induce un aumento significativo
(p<0,01) respecto al resto de concentraciones. En tanto que en la condicién de
glucosa 25mM, la condicion de metformina 5mM induce un aumento significativo
(p<0.05) respecto a metformina OmM y 0,1mM (Figura 6).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para la concentracién de metformina 5mM (p<0.05), donde glucosa 25mM induce

una disminucidn significativa del numero de células no divididas.

54



Células no divididas

KKK t 3
kkk t 3
8000 kK Kk
o _ =
% 'EU‘ ° . @ Glucosa 5,5
S T 6000 - @ Glucosa 25mM
Q E P ﬁ
o 2
S S 4000 - e )
o &8 ° ¢
28 [Seeds oo T
£ 2 2000+ —I— - %o °
Z o o o °© © o o
o
C 0 T

|
0011 5 0011 5
Metformina (mM)

Figura 6: Numero normalizado de linfocitos T CD4+ no divididos segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del numero de linfocitos T CD4+ no divididos entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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En las Figura 7 a 10 se muestra los indices de la plataforma de proliferacion
de FlowJo. En términos generales es posible apreciar que en ambas condiciones
de glucosa, la condicion de metformina 5mM induce una disminucidn significativa
del indice de proliferacién (Figura 7), indice de division (Figura 8), indice de
replicacion (Figura 9) y el indice de expansién (Figura 10), respecto al resto de
concentraciones.

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para la mayoria de las concentraciones de metformina (p<0.01), donde glucosa
25mM induce un aumento significativo de los distintos indices de la plataforma de

proliferacion de FlowJo.
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Figura 7: indice de proliferacién de linfocitos T CD4+ no divididos segtin
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del indice de proliferacidon de linfocitos T CD4+ entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Figura 8: indice de divisién de linfocitos T CD4+ no divididos segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del indice de division de linfocitos T CD4+ entre los grupos
de glucosa (5,5mM y 256mM) y metformina (OmM, 0,1'mM, 1mM y 5mM) luego de 4
dias de cultivo posterior a la activacién. La comparacion se realiz6 mediante test
ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con la
prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).

58



indice de replicacion

%
Ak
Ak ok
%k
Ak k%K kK Ak k
Akkk Akkk
Adkkkk Adkkk
’Iﬁ* *ﬁ*
i i
®7 © o ® Glucosa 5,5

6— % % o @ Glucosa 25mM
%3
o
o

indice de replicacion
T

| | | | | | | |
0 011 5 0 011 5
Metformina (mM)

Figura 9: indice de replicacion de linfocitos T CD4+ no divididos segtin
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del indice de replicacion de linfocitos T CD4+ entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Figura 10: Indice de expansién de linfocitos T CD4+ no divididos segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del indice de replicacion de linfocitos T CD4+ entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Luego de analizar los parametros de recuento y proliferacion celular,
evaluamos si la metformina presentaba algun efecto sobre la activacién celular.
Primero analizamos el marcador CD69, el cual es una marcador temprano de
activacion celular. En la Figura 11 se muestra el porcentaje de linfocitos T
CD4+CD69+. Es posible apreciar que en ambas concentraciones de glucosa, la
concentracion de metformina 5mM induce un aumento significativo (p<0,001)

respecto al resto de las concentraciones.

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para la concentracion de metformina 5mM (p<0.05), donde glucosa 25mM induce

un aumento significativo del porcentaje de CD69+.
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Figura 11: Porcentaje de linfocitos T CD4+ CD69+ segun concentraciones de
glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del porcentaje de linfocitos T CD4+ CDG69+ entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Luego se analizo la expresion del CD25, el cual corresponde a es la cadena
alfa del receptor de IL-2, citoquina principal asociada al proceso proliferativo del
linfocito. La Figura 12 muestra el porcentaje de expresion del CD25 en linfocitos T
CDA4+. Es posible apreciar que este marcador se encuentra altamente expresado
en linfocitos activados en ambas concentraciones de glucosa, sin embargo, la
concentracion de metformina 5mM fue capaz de inducir una disminucion
significativa (p<0,001) respecto al resto de las concentraciones.

No se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y

25mM para las distintas concentraciones de metformina.
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Figura 12: Porcentaje de linfocitos T CD4+ CD25+ segun concentraciones de
glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del porcentaje de linfocitos T CD4+ CD25+ entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Los resultados han indicado que linfocitos T CD4+ activados en presencia de
alta concentracion de metformina se mantienen activados y metabdlicamente
activos, sin embargo, pese a este estado activado, las células no son capaces de
proliferar, reduciendo el recuento celular al final del cultivo. Es por esto que se
procedid a analizar si este efecto se debia a que la metformina era capaz de afectar
el ciclo celular. En las Figuras 13 a 15 se muestra el porcentaje de linfocitos T CD4+
en las distintas fases de la interfase del ciclo celular. Es posible apreciar que en
ambas concentraciones de glucosa, la concentracion de metformina 5mM induce
una disminucion significativa (p<0,01) del porcentaje en fase G1 respecto al resto
de las concentraciones (Figura 13), asociado a un aumento significativo (p<0,01)
del porcentaje en fase S (Figura 14) y G2 (Figura 15).

No se observaron diferencias de la distribucidén porcentual de fases G1, Sy
G2 entre las condiciones de glucosa 55mM y 25mM para las distintas

concentraciones de metformina.
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Figura 13: Porcentaje de linfocitos T CD4+ en fase G1 segun concentraciones de
glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del porcentaje de linfocitos T CD4+ en fase G1 entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Figura 14: Porcentaje de linfocitos T CD4+ en fase S segun concentraciones de
glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del porcentaje de linfocitos T CD4+ en fase S entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Figura 15: Porcentaje de linfocitos T CD4+ en fase G2 segun concentraciones de
glucosa y metformina.

Comparacion estadistica del porcentaje de linfocitos T CD4+ en fase G2 entre los
grupos de glucosa (5,5mM y 25mM) y metformina (OmM, 0,1mM, 1mM y 5mM) luego
de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se realizé mediante
test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a por separado con
la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001).
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Objetivo especifico 4: Evaluar el efecto de metformina sobre la produccién de

citoquinas en linfocitos T CD4+ activados en alta glucosa.

Finalmente, se procedid a analizar la ultima respuesta efectora caracteristica
de linfocitos CD4+ activados, la secrecion de citoquinas de linaje T helper Th1, Th2
y Th17. En la Figura 16 se muestran las concentraciones de IL-17. Es posible
apreciar que en glucosa 5,5mM, la concentracion de metformina 0,1 mM y 5mM
inducen una disminucion significativa (p<0,05) respecto a la condicion sin
metformina (Figura 16). En tanto que en glucosa 25mM no se observaron
diferencias significativas (Figura 16). Tampoco se observaron diferencias entre las
condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM para las distintas concentraciones de

metformina (Figura 16).
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Figura 16: Concentracion de IL-17 producida por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la concentracion de IL-17 producida por linfocitos T
CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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En la Figura 17 se muestran las concentraciones de la principal citoquina pro-
inflamatoria asociada a la respuesta Th1, el IFN-y. Es posible apreciar que en
glucosa 25mM, la concentracion de metformina 0,1 mM y 5mM inducen una
disminucién significativa (p<0,05) respecto a la condicién sin metformina. En tanto
que en glucosa 5,5mM no se observaron diferencias significativas (Figura 17).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para metformina 5mM, donde glucosa 25mM induce una disminucién significativa

(p<0,05) de IFN-y (Figura 17).

IFN-y
t 3
%Kk
1500 *
® Glucosa 5,5
= °
= o © ° o Glucosa 25mM
S 1000 o ° °
2
>
: |RE¢Te &-}3%
L 500-| @® o § °
: e
2 ¢ o o
(<)
0 1 1 1 1 1 1 1

1
0 011 5 0 011 5
Metformina (mM)

Figura 17: Concentracion de IFN-y producida por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la concentracion de IFN-y producida por linfocitos T
CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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En la Figura 18 se muestran las concentraciones de TNF-a. No se
observaron diferencias significativas entre las concentraciones de metformina vy

glucosa (Figura 18).
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Figura 18: Concentracion de TNF-a producida por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la concentracion de TNF-a producida por linfocitos T
CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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En la Figura 19 se muestran las concentraciones de IL-10. Es posible
apreciar que en glucosa 5,5mM, la concentracion de metformina 5mM induce una
disminucién significativa (p<0,01) respecto a la condicién metformina OmMy 0,1mM.
En tanto que en glucosa 25mM no se observaron diferencias significativas (Figura
19).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para las concentraciones de metformina OmM y 0,1mM, donde glucosa 25mM

induce una disminucién significativa (p<0,0001) de IL-10.

73



IL-10

%
Kk
Kk
%k
4000 -
% @ Glucosa 5,5
_EI 3000 o @ Glucosa 25mM
fs)
£ o ‘.: ° e o ©
‘C_,zooo- ° o 0 0 o
- o
% 1000 _I_ _I_ % %
=
e o
0ldk o000 8e 8080800

0 011 5 0 011 5
Metformina (mM)

Figura 19: Concentracion de IL-10 producida por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la concentracion de IL-10 producida por linfocitos T
CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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En la Figura 20 se muestran las concentraciones de IL-6. Es posible apreciar
que en ambas concentraciones de glucosa, la concentraciéon de metformina 0,1mM
y 1mM induce una disminucion significativa (p<0,05) respecto a la condicidn sin
metformina. Luego en metformina 5mM se aprecia un aumento de IL-6, pero que no
logra ser estadisticamente significativo (Figura 20).

No se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y

25mM para las distintas concentraciones de metformina.
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Figura 20: Concentracion de IL-6 producida por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la concentracién de IL-6 producida por linfocitos T
CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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En la Figura 21 se muestran las concentraciones de IL-4. Es posible apreciar
que en ambas concentraciones de glucosa, la concentracion de metformina 5mM
induce un aumento significativo (p<0,05) respecto al resto de las concentraciones
(Figura 21).

Se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y 25mM
para metformina 5mM, donde glucosa 25mM induce una disminucién significativa

(p<0,05) de IL-4.
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Figura 21: Concentracion de IL-4 producida por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la concentracién de IL-4 producida por linfocitos T
CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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En la Figura 22 se muestran las concentraciones de IL-2. Es posible apreciar
que en glucosa 25mM, la concentracion de metformina SmM induce una disminucién
significativa (p<0,05) respecto a metformina 1mM (Figura 22). En glucosa 5,5mM
no hay diferencias significativas entre las concentraciones de metformina (Figura
22). Tampoco se observaron diferencias entre las condiciones de glucosa 5,5mM y

25mM para las distintas concentraciones de metformina (Figura 22).
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Figura 22: Concentracion de IL-2 producida por linfocitos T CD4+ segun
concentraciones de glucosa y metformina.

Comparacion estadistica de la concentracién de IL-2 producida por linfocitos T
CD4+ entre los grupos de glucosa (5,5mM y 26mM) y metformina (OmM, 0,1mM,
1mM y 5mM) luego de 4 dias de cultivo posterior a la activacion. La comparacion se
realizé mediante test ANOVA de dos vias con comparaciones multiples obtenidas a
por separado con la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher. * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001).
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DISCUSION

Los resultados de la presente tesis aportan evidencia de que la metformina
ejerce efectos moduladores en la via glicolitica y la activacidn de linfocitos T CD4+
humanos. Estos efectos son particularmente notables al comparar las condiciones
de alta glucosa (25 mM o 450 mg/dL) con concentraciones de glucosa que se
consideran fisiolégicas o normoglucosa (5,5 mM o 100 mg/dL). Es relevante
destacar que los efectos de la metformina no son uniformes y muestran variaciones
significativas en cada donante, especialmente bajo diferentes concentraciones de
glucosa y metformina. Este hallazgo subraya la complejidad de la respuesta
inmunometabdlica de los linfocitos T CD4+ humanos y resalta la importancia de
considerar la variabilidad interindividual al evaluar el impacto de la metformina en la

respuesta inmunoldgica.

Respecto al primer objetivo de esta tesis, los resultados difieren de lo
informado por Zhao et al., (2021), ya que sugieren que la metformina tiene un efecto
estimulador en la actividad glicolitica de los linfocitos T CD4+ humanos. Estos
hallazgos son mas consistentes con los resultados previamente reportados por Yin
et al., (2015), que al igual que Zhao et al., (2021) trabajaron con un modelo ratén.
En tanto que nuestros resultados son también consistentes con Tan et al., (2020),
lo que resulta de mayor relevancia, dado que ellos también investigaron los efectos
de la metformina en linfocitos humanos. Es importante destacar que la discrepancia
entre estos hallazgos y los de Zhao et al., (2021) podria deberse a que ellos no solo

trabajaron con un modelo ratén, sino que ademas consideraba patologia tiroidea
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(tiroiditis subaguda), mientras que en esta tesis se trabajé con poblacion humana

sin patologias endocrinas.

En particular, es relevante sefalar que la evaluacion de la actividad glicolitica
en esta tesis se realiz6 de manera mas detallada que en la mayoria de la literatura.
Mientras que muchos estudios previos utilizan ensayos Seahorse para evaluar la
actividad glicolitica, enfocandose en parametros como la capacidad de acidificacion
del medio y el consumo de oxigeno, esta tesis adopté un enfoque mas completo.
Se examinaron tres puntos clave en la via glicolitica: la entrada (captacion y
consumo de glucosa), el proceso (actividad de la fosfofructoquinasa), y la salida
(produccion de lactato). Esta estrategia proporciona una visidn mas completa de
como la metformina puede influir en diferentes etapas de la via glicolitica y, por lo
tanto, en la actividad metabdlica de los linfocitos T CD4+ humanos. Estos resultados
ponen de relieve la importancia de considerar las metodologias utilizadas en los
estudios y como estas pueden influir en las conclusiones alcanzadas. Ademas,
subrayan la necesidad de investigaciones adicionales para comprender
completamente los efectos de la metformina en la actividad glicolitica de las células
inmunologicas, especialmente en el contexto de diferentes condiciones de glucosa

y de la variabilidad interindividual.

En el caso de la entrada de glucosa durante la activacién del linfocito T, el
aumento de este proceso se debe a una mayor translocacién del transportador
GLUT1 (Almeida et al., 2021; Dumitru et al., 2018). Sin embargo, se ha descrito que

la metformina estimula la translocacion del transportador GLUT4 (Lee et al., 2012),
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lo que podria estar explicando el aumento en la captacién y consumo de glucosa
evidenciado en esta tesis, a diferencia de lo que ocurre durante la activacion
canonica del linfocito T. En relacion al efecto de la concentracion de glucosa, es
importante sefialar que aunque se encontré una diferencia significativa en el
consumo de glucosa entre el grupo de alta concentracion versus normoglucosa con
el uso de metformina a 5 mM, este resultado puede deberse a la alta sensibilidad
que presentd uno de los donantes y no necesariamente reflejar una situacion
representativa de toda la muestra. Esta variabilidad interindividual es comun en
estudios biomédicos y enfatiza la importancia de considerar la heterogeneidad en
las respuestas a los tratamientos. En resumen, los hallazgos de esta tesis sugieren
que la metformina podria influir en la translocacion de transportadores de glucosa,
como GLUT4, durante la activacion de los linfocitos T, lo que podria explicar los
cambios en la captacidon y consumo de glucosa observados. Ademas, se destaca
nuevamente la importancia de reconocer la variabilidad interindividual en las
respuestas a la metformina y como esto puede afectar las conclusiones de los

estudios.

En segundo término, en esta tesis evaluamos la actividad de la
fosfofructoquinasa porque una enzima determinante de la tasa de actividad
glicolitica (Mor et al., 2011) y por lo tanto nos puede dar una buena aproximacion a
la actividad de la via glicolitica en su totalidad. Los resultados obtenidos revelan
diferencias notables en la actividad de la fosfofructoquinasa con el uso de
metformina a 5 mM, especificamente en el grupo de alta concentracion de glucosa.

Sin embargo, es importante destacar que estas diferencias parecen estar asociadas
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con una mayor sensibilidad de dos de los donantes. Esto enfatiza aun mas que el
efecto de la metformina es altamente dependiente tanto de la concentraciéon de
glucosa como de las caracteristicas individuales de cada persona. Un aspecto
critico a considerar es que, aunque la metformina parece estimular la tasa glicolitica
en condiciones de alta glucosa, es un farmaco hipoglicemiante que se utiliza
precisamente para reducir los niveles elevados de glucosa en sangre en pacientes
con diabetes tipo 2. Por lo tanto, en condiciones in vivo, en un paciente con
hiperglicemia, los efectos de la metformina sobre la tasa glicolitica pueden ser
mixtos. Esto sugiere que los efectos de la metformina pueden depender en gran
medida del contexto metabdlico del paciente y subraya la necesidad de un abordaje

individualizado en la terapia con este medicamento.

En relacion a la secrecion de productos derivado de la glicdlisis, nuevamente
vemos que metformina 5mM es la que produce un mayor aumento de los niveles de
lactato y que estos niveles son mayores en alta glucosa. Esto resulta esperable si
consideramos lo descrito previamente: un mayor consumo de glucosa y una mayor
actividad de la fosfofructoquinasa. Ademas, este resultado es consistente con la
tasa de acidificacion descrita en la literatura (Tan et al., 2020; Yin et al., 2015). La
produccion de lactato es una consecuencia directa de la glicolisis, y un aumento en
la produccién de lactato se considera una indicacion de una mayor actividad
glicolitica. Por lo tanto, estos hallazgos respaldan la idea de que la metformina
estimula la via glicolitica en linfocitos T CD4+ humanos, especialmente bajo
condiciones de alta glucosa. Sin embargo, es relevante sefialar que estos resultados

también plantean la posibilidad de que la metformina tenga la capacidad de
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estimular la actividad de la lactato deshidrogenasa en detrimento de la piruvato
quinasa, lo que podria influir en la produccion de lactato (Qi et al., 2018). Este
aspecto especifico podria requerir una mayor investigacion para comprender
completamente los mecanismos subyacentes a los efectos de la metformina en la

produccion de lactato en linfocitos T CD4+ humanos.

En su conjunto, la evaluacion de entrada, proceso y salida de la via glicolitica
muestra resultados consistente en cuando al efecto estimulador de la metformina
sobre la tasa glicolitica. Considerando que la actividad glicolitica es un indicador de
la activacién del linfocito (Almeida et al., 2021; Dumitru et al., 2018). Por lo tanto,
estos hallazgos sugieren que, en un primer aspecto, la metformina tiene la
capacidad de estimular la activacion de los linfocitos T CD4+ y que este efecto es
mas evidente en condiciones de alta concentracion de glucosa (25 mM). La
activacion de los linfocitos T es un proceso crucial en la respuesta inmunoldgica, ya
gue desencadena una serie de eventos que permiten a estas células responder
eficazmente a estimulos como infecciones virales o bacterianas. La activacion se
caracteriza por un aumento en la demanda de energia y una mayor necesidad de
biomoléculas, lo que a menudo se traduce en una mayor actividad glicolitica para
satisfacer estas demandas metabdlicas. Por lo tanto, el estimulo de la actividad
glicolitica por parte de la metformina podria ser un mecanismo importante para
mejorar la capacidad de los linfocitos T CD4+ para responder a desafios
inmunologicos. Ademas, la observacion de que este efecto es mas pronunciado en
condiciones de alta glucosa es relevante, ya que la hiperglicemia es una

caracteristica comun en pacientes con diabetes tipo 2, quienes a menudo reciben
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tratamiento con metformina. Esto sugiere que la metformina podria tener un impacto
particularmente beneficioso en la respuesta inmunologica de estos pacientes, al

estimular la activacion de los linfocitos T en condiciones de hiperglicemia.

Los resultados relacionados con la proliferacion y los marcadores de
activacion en presencia de metformina plantean una perspectiva interesante y
compleja. En cuanto a la actividad proliferativa de los linfocitos T CD4+, evaluada
utilizando CellTrace® Violet y la plataforma de proliferacion Flowjo, los hallazgos
son consistentes en demostrar que la metformina inhibe esta proliferacion. Este
efecto también se ha observado previamente en un modelo de insulitis en ratones
(Duan et al., 2019), donde se encontré que la respuesta era dosis dependiente
dentro del intervalo de 0-10 mM de metformina. Los resultados de esta tesis agregan
evidencia al mostrar que este efecto inhibitorio de la proliferacion también se
produce en linfocitos T CD4+ humanos vy, lo que es interesante, que es menos
pronunciado en condiciones de alta glucosa (25mM) en comparacién con
normoglucosa (5,5 mM). Esto podria interpretarse como una reduccion del efecto
antiproliferativo de la metformina en linfocitos T CD4+ en condiciones de alta

glucosa.

La relacidn entre la metformina y la proliferacién de linfocitos T es un aspecto
relevante a considerar. La inhibicién de la proliferacion de linfocitos T podria ser
beneficiosa en ciertos contextos, como en el caso de enfermedades
autoinmunitarias donde se busca suprimir la respuesta inmunoldgica excesiva.

(Cornaby et al., 2020; Duan et al., 2019; Y. Guo et al., 2021; S. K. Lee et al., 2020;
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Liu et al., 2021; Park et al., 2016; Planas et al., 2021a; Takahara et al., 2022; Wilson
et al., 2021) Sin embargo, es importante sefialar que la proliferacion de linfocitos T
es esencial para una respuesta inmunoldgica efectiva en otros contextos, como en
la defensa contra infecciones, particularmente en condiciones de sepsis. (Cheng et
al., 2016) Por lo tanto, los efectos de la metformina en la proliferacion de linfocitos
T deben sopesarse cuidadosamente en funcion del contexto clinico y las

necesidades del paciente.

La observacidon de que la inhibicidn de la proliferacion de linfocitos T por la
metformina es menor en condiciones de alta glucosa agrega una capa adicional de
complejidad a esta relacion. Esto sugiere que la hiperglicemia podria modular los
efectos de la metformina en la proliferaciéon de linfocitos T, lo que podria ser
relevante en pacientes con diabetes tipo 2 u otras condiciones de hiperglicemia.
Este hallazgo plantea preguntas interesantes sobre como la concentracion de
glucosa en sangre podria influir en la respuesta inmunologica y en la eficacia de la
metformina en diferentes contextos clinicos. En resumen, los resultados de esta
investigacion indican que la metformina inhibe la proliferacion de linfocitos T CD4+
humanos, lo que es consistente con hallazgos previos en modelos de raton. Sin
embargo, es importante considerar la complejidad de esta relacion y cémo la
concentracion de glucosa en sangre puede modular estos efectos, lo que puede

tener implicaciones clinicas significativas en diferentes situaciones.

A partir de los resultados obtenidos hasta este punto, evaluamos si este

efecto anti-proliferativo se debia a efectos sobre el ciclo celular. Para el caso del
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linfocito T CD4+, no encontramos evidencia en literatura que reporte que la
metformina arreste el ciclo celular. Sin embargo, en varias lineas celulares de
cancer se ha descrito que la metformina logra arrestar el ciclo celular en distintos
puntos (Li et al., 2020; Y. Wang et al., 2018; Zhou et al., 2019). En el caso de
linfocitos T CD4+ humanos obtenido de nuestros resultados, encontramos que el
arresto se produciria en las fases S/G2, no existiendo diferencias entre condiciones
de alta y normo glucosa. Aca es relevante notar que el linfocito T CD4+ activado y
las células cancerigenas comparten la cualidad de ser células altamente
proliferativas, por lo que tal como ocurre con cancer de mama (Zimmermann et al.,
2016) o vejiga (Wu et al., 2019). Esta similitud podria sugerir que el efecto anti-
proliferativo de la metformina podria estar relacionado con su capacidad para influir
en la regulacion de las ciclinas, que son proteinas clave encargadas de controlar la
progresion o el arresto del ciclo celular en diversos puntos. La regulacion del ciclo
celular es un proceso altamente complejo y altamente regulado que implica una
serie de proteinas, incluidas las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina. Las
ciclinas son proteinas que se acumulan en diferentes fases del ciclo celular y se
asocian con cinasas dependientes de ciclina para controlar la progresion del ciclo.
(Wang, 2022) Si la metformina afecta la expresion o la actividad de estas proteinas
de manera selectiva, podria explicar el arresto del ciclo celular observado en

linfocitos T CD4+ humanos.

Por otra parte, los dos marcadores de activacién evaluados muestran
resultados que a primera vista resultan contradictorios. La metformina aumenta

notoriamente los niveles de CD69, pero reduce los de CD25. Sin embargo, estos
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resultados ya han sido descritos previamente en la literatura para un modelo raton
de sobrevida a influenza (Alwarawrah et al., 2020). En dicho estudio, este resultado
se interpretd como que el descenso de CD25 es indicador de efectos anti-
proliferativos, mientras que el efecto de CD69 se asocié a un aumento de linfocitos
T de memoria residentes. Para el caso de nuestros resultados, los efectos sobre
CD25 y CD69 son consistentes con los resultados previos. Coincidimos en que la
reduccion de CD25 es muestra del efecto anti-proliferativo de la metformina sobre
el linfocito T CD4+. En tanto que, el aumento de CDG69, al estar relacionado con
linfocitos T de memoria residentes, indicaria que la metformina produce una
modificacion del perfil de linfocito. Si ese fuera el caso, resulta interesante evidencia
reciente que muestra que los linfocitos T de memoria residentes presentarian un
metabolismo mas adaptativo a las condiciones de un medioambiente inflamatorio,
lo que facilita que sean capaces de desarrollar una respuesta mas rapida y eficaz
una vez que son activados si se les compara con linfocitos T circulantes (Konjar et
al., 2022). Es importante destacar que, si bien estos resultados son consistentes
con hallazgos previos y sugieren una interpretacion coherente de los efectos de la
metformina en los linfocitos T CD4+, se requiere una mayor investigacién para
comprender completamente los mecanismos subyacentes y su relevancia clinica en
diferentes contextos inmunolégicos. Ademas, como se menciona, no se evalud la
actividad oxidativa mitocondrial en esta tesis, lo que podria proporcionar una vision
mas completa de los cambios metabdlicos inducidos por la metformina en los
linfocitos T CD4+. En resumen, los resultados sugieren que la metformina puede
inducir una modificacién en el perfil de los linfocitos T CD4+ hacia células de

memoria residentes, lo que podria estar relacionado con su capacidad de mejorar
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la respuesta inmunoldgica en condiciones inflamatorias. Sin embargo, se necesita
mas investigacion para comprender completamente estos efectos y su relevancia

clinica.

Los resultados previos indicarian que la metformina induce una respuesta
inmunometabdlica caracterizada por una menor cantidad de linfocitos, pero que
estos podrian ser mas adaptables al medio y eficientes en su respuesta. Para
complementar este resultado evaluamos la produccién de citoquinas, aca
nuevamente encontramos resultados que son totalmente coincidentes con
evidencia previa: la metformina estimula una respuesta T reguladora 'y Th2, e inhibe
la respuesta Th17 y Th1 (Cheng et al., 2016; Duan et al., 2019; Park et al., 2016).
Los efectos de la metformina en la produccion de citoquinas, que incluyen una
modulacion hacia un perfil mas antiinflamatorio y regulador, son consistentes con
un posible beneficio en la respuesta inmunoldgica. Sin embargo, es relevante
destacar la observacién de que en condiciones de alta glucosa se observa una
disminucién en la produccion de ciertas citoquinas, como IFN-y e IL-4, en
comparacion con la normoglucosa. Esto sugiere que la hiperglicemia podria ejercer
una influencia en la respuesta inmunomoduladora inducida por la metformina. Es
importante recordar que la metformina es conocida principalmente por su capacidad
para reducir los niveles de glucosa en sangre y mejorar la sensibilidad a la insulina
en pacientes con diabetes tipo 2. Por lo tanto, sus efectos mas preponderantes se
esperan en condiciones de normoglucosa, donde se utiliza principalmente como un
agente hipoglicemiante. Sin embargo, la observacion de que la metformina aun

puede ejercer efectos inmunomoduladores en condiciones de alta glucosa es
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interesante y podria tener implicaciones en pacientes con diabetes tipo 2 que
experimentan fluctuaciones en sus niveles de glucosa. Esto sugiere que, ademas
de su efecto principal en la regulacién del metabolismo de la glucosa, la metformina
podria ofrecer beneficios adicionales en la modulacion de la respuesta inmunoldgica
en pacientes con diabetes tipo 2, particularmente en momentos en que los niveles

de glucosa sean mas elevados.

Algunas limitaciones de esta tesis deben ser mencionadas. En primero lugar,
en concordancia con la mayoria de la literatura (Duan et al., 2019a; Park et al., 2016;
Tan et al.,, 2020b; Zhao et al., 2021b), es relevante notar que los efectos
significativos se produjeron con metformina a concentraciones de 5mM, las que
superan largamente las concentraciones séricas en personas en tratamiento con
este farmaco, que se mueven en torno a 5uM (Sutkowska et al., 2021). Sin embargo,
al ser las condiciones de cultivo distintas al in vivo, resulta dificil descartar o
confirmar que los efectos de estas concentraciones de 5mM en el cultivo se
correspondan con las que tienen in vivo a 5uM. En segundo lugar, el linfocito T
CD4+ en sus distintas subpoblaciones tiene diversos roles e interacciones con otras
células inmunes, por lo que esta tesis solo muestra efectos directos de la metformina
sobre el linfocito T CD4+, pero no cubre efectos que pudiesen estar mediados por
otras células. En tercer lugar, solo trabajamos con 2 concentraciones de glucosa
que representan una condicién de tendencia fisiologica (5,5mM o 100mg/dL) versus
una condicion patologica (25mM o 450mg/dL) que es la esperable encontrar en un
paciente diabético con mal control glicémico. Sin embargo, al no evaluar

concentraciones intermedias, no podemos sefialar que haya linealidad o dosis-
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respuesta en las diferencias encontradas entre ambas concentraciones. Por ultimo,
la muestra evaluada es relativamente pequefia, aunque la mayoria de las pruebas
muestran resultados con escasa dispersion, algunas pruebas mostraron 1 o 2

donantes con una sensibilidad muy aumentada para los efectos de la metformina.

A pesar de lo anterior, los resultados de esta tesis aportan evidencia en el
campo del inmunometabolismo usando linfocitos T CD4+ humanos evaluados en
condiciones de alta glucosa, lo que no habia sido evaluada directamente en estudio
previos. Las variaciones observadas en la respuesta a la metformina en funcion de
la concentracion de glucosa pueden tener importantes implicancias clinicas. Por
ejemplo, en pacientes con diabetes tipo 2, los niveles de glucosa pueden variar
ampliamente y, por lo tanto, los efectos de la metformina podrian ser diferentes de
un individuo a otro. Esto subraya la necesidad de una atencion médica
personalizada y la importancia de considerar los niveles de glucosa del paciente al

tomar decisiones terapéuticas relacionadas con la metformina.

En resumen, los resultados de esta tesis contribuyen al entendimiento de
como la metformina afecta la via glicolitica y la activacion de linfocitos T CD4+
humanos, pero también destacan la complejidad de esta relacion, que esta
influenciada por la concentracion de glucosa y la variabilidad interindividual. Estos
hallazgos tienen implicancias tanto en la investigacion basica de inmunologia como
en la practica clinica, donde la metformina se utiliza ampliamente en el tratamiento
de la diabetes tipo 2 y puede tener un impacto en la respuesta inmunoldégica de los

pacientes.
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A partir de estos resultados, surgen algunas proyecciones para futuras lineas

de investigacion:

1. Mecanismos de control del ciclo celular en linfocitos T CD4+: Dado que se
observo un efecto de la metformina en el arresto del ciclo celular en las fases S/G2
de los linfocitos T CD4+, una linea de investigacion prometedora seria profundizar
en los mecanismos subyacentes a este efecto. Esto podria implicar la identificacion
de las proteinas y las vias de sefalizacidon especificas que regulan el ciclo celular
en respuesta a la metformina. Investigar si la metformina actua sobre las ciclinas,
las cinasas dependientes de ciclina u otros reguladores del ciclo celular
proporcionaria informacién valiosa sobre cdmo se modula el ciclo celular en células

inmunoldgicas.

2. Regulacion de transportadores GLUT y enzimas glicoliticas: Otra linea de
investigacion importante seria explorar en detalle como la metformina influye en los
transportadores de glucosa tipo GLUT y en las enzimas clave de la via glicolitica,
como la hexoquinasa (HK), la piruvato quinasa (PK) y la lactato deshidrogenasa
(LDH). Esto podria incluir estudios sobre la expresion génica, la actividad enzimatica
y la localizacion subcelular de estos componentes en respuesta a la metformina.
Investigar si estos efectos son mediados por vias de senalizacion especificas seria
fundamental para comprender como la metformina regula estos aspectos

metabalicos y su influencia en la respuesta inmunologica.
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3. Cinética de la expresidon de marcadores de activacion: La cinética temporal
de la expresidon de los marcadores de activacion en respuesta a la metformina es
un area de interés. Realizar experimentos a lo largo del tiempo permitiria determinar
cuando y como se expresan estos marcadores durante la activacion de los linfocitos
T CD4+ en presencia de metformina. Esto podria ayudar a elucidar los momentos
criticos en los que la metformina ejerce su influencia sobre la activacion de estos

linfocitos y proporcionar una vision mas completa de los mecanismos involucrados.

4. Actividad funcional en contextos clinicos relevantes: Explorar cémo el
pretratamiento con metformina o la exposicion sincrénica a la metformina afectan la
respuesta de los linfocitos T CD4+ en situaciones clinicas relevantes es crucial. Esto
podria implicar la evaluacion de la respuesta inmunologica de los linfocitos T CD4+
pretratados con metformina frente a infecciones especificas, células cancerigenas
o modelos de autoinmunidad. Determinar si la metformina modula de manera
significativa la funcién inmunolégica en estos contextos clinicos podria tener
implicaciones importantes para el desarrollo de terapias inmunomoduladoras

basadas en la metformina.

En resumen, estas lineas de investigacion futuras ofrecen oportunidades
para profundizar en los mecanismos subyacentes a los efectos de la metformina en
los linfocitos T CD4+ y para comprender mejor su relevancia clinica en diferentes
contextos inmunoldgicos y metabdlicos. Estos estudios podrian arrojar luz sobre
como la metformina puede ser utilizada de manera efectiva como un agente

inmunomodulador y proporcionar informacién valiosa para la mejora de la practica
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clinica y el desarrollo de terapias basadas en esta molécula en el futuro,
especialmente considerando la creciente prevalencia de diabetes mellitus

(hiperglicemia) a nivel nacional y mundial.
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CONCLUSION

La metformina inhibe la proliferacion mediante mecanismos asociados a un
arresto del ciclo celular con un aumento de las fases S/G2 a expensas de G1 en

linfocitos T CD4+ activados.

Pese al arresto, los linfocitos T CD4+ activados se mantienen en un estado
metabdlica, funcional y fenotipicamente activado. Lo que se manifiesta en un
aumento de la captacion de glucosa, produccion de lactato, actividad de PFK y el

marcador CD69.
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ANEXOS

1-A Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto: Evaluacion del efecto de vitamina D y metformina sobre la via glicolitica de
linfocitos T CD4+ activados en condiciones de normo y alta glucosa.

Investigadores responsables:

Ricardo Cartes Velasquez, Médico del Hospital Regional Dr. Guillermo Gran Benavente de
Concepcion y alumno del magister de Bioquimica Clinica e inmunologia, Facultad de Farmacia,
Universidad de Concepcion.

Tutora: Estefania Nova Lamperti, Docente del Magister de Bioquimica clinica e Inmunologia,
Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion.

El propdsito de este documento es invitarlo(a) a participar en un proyecto de investigacion
y entregarle toda la informacién necesaria para que Ud. pueda decidir libre y voluntariamente si
desea participar en la investigacion que se le ha explicado verbalmente, y que a continuacién se
describe en forma resumida.

Objetivo del proyecto: Evaluar el efecto de vitamina D y metformina sobre la via glicolitica
de linfocitos T CD4+ activados en condiciones de normo y alta glucosa.

Para lograr dicho objetivo, a los individuos que hayan aceptado participar
voluntariamente en este proyecto, se les tomara una muestra de 10cc de sangre periférica mediante
puncién venosa. Es el mismo procedimiento que cuando se toma un examen de sangre para
diagnostico o control de alguna enfermedad. A partir de su muestra de sangre, se separara una
porcion de células del sistema inmune llamadas linfocitos T CD4+. Estos linfocitos se trataran con
distintas combinaciones de vitamina D y metformina (farmaco utilizado en el control de la diabetes)
y con distintas concentraciones de glucosa (azucar). Luego se evaluara un proceso celular llamado
glicolisis, que es una de las formas en que las células pueden obtener energia a partir de los
carbohidratos.

El beneficio de este proyecto corresponde al avance en el conocimiento sobre el efecto
de farmacos comunes que se podrian llegar a utilizar para modificar como las células del sistema
inmune (las defensas del cuerpo) obtienen energia y como responden frente a infecciones, cancer y
otras enfermedades. Los riesgos de participar en este estudio corresponden a la molestia provocada
por la extraccion de la sangre, esta muestra de sangre sera tomada una sola vez.

Para cumplir el objetivo es necesario que la muestra sea tomada durante la mafana, no es
necesario que esté en ayuno ni tenga algun régimen de alimentacién especial. Previo a la toma de
sangre, debera completar una encuesta con informacion médica. En caso que usted tome
medicamentos, debe tomarlos como lo hace habitualmente. Cabe mencionar, que la participacion en
el estudio esta exenta de compensacién econémica. La participacion del individuo en el proyecto no
le generara costo alguno, ya que todos los costos asociados a la participacion seran cubiertos por el
proyecto.

Es importante sefalar que todos los datos personales obtenidos son confidenciales y la
informacion obtenida sera utilizada exclusivamente para fines cientificos. Esta informacion sera
custodiada por los investigadores responsables, Ricardo Cartes, quienes mantendran los registros
de datos en archivos pertenecientes al proyecto de investigacion, y el anonimato sera resguardado
entregando un numero correlativo a su nombre.

Los resultados estaran disponibles para usted, y para ello debe comunicarse con los
investigadores responsables.

A su vez hay que indicar que su participacion es completamente libre y voluntaria. Si no
desea participar del presente proyecto de investigacion su negativa no traera ninguna consecuencia
para usted. De la misma manera si lo estima conveniente usted puede dejar de participar en el
estudio en cualquier momento de éste, incluso después de haber completado la encuesta de
informacion médica y la toma de la muestra de la sangre.
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Adicionalmente, los investigador responsable Ricardo Cartes Velasquez, correo electrénico
rcartes@udec.cl, numero de contacto 977575655, le manifiesta su voluntad en orden a aclarar
cualquier duda que surja sobre su participacion en la actividad realizada. Ademas, usted puede
contactarse con el Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad de la Direccién de Investigacién y
Creacion Artistica de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo de la Universidad de
Concepciodn, a través de su presidenta, Dra. Maria Andrea Rodriguez Tastets, cuyo teléfono de
contacto es 412204302 y/o con la tutora de este proyecto, Dra. Estefania Nova Lamperti, correo
electronico enova@udec.cl, numero de contacto es 412722745.
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1-B Hoja de firmas documento de consentimiento informado

TITULO DEL ESTUDIO: Evaluacion del efecto de vitamina D y metformina sobre la via glicolitica de
linfocitos T CD4+ activados en condiciones de normo y alta glucosa.

ANTES DE FIRMAR, CONFIRMO QUE:

- He sido informado sobre el proyecto de intervencion a desarrollar previamente a su aplicacion y
con la descripcidon necesaria para conocerlas en un nivel suficiente.

- He sido también informado en forma previa a la intervencién, que los procedimientos que se
realicen, no implican un costo que yo deba asumir. Junto a ello he recibido una explicacion
satisfactoria sobre el propdsito de la actividad.

- Acepto que la informacién necesaria obtenida sea recopilada, utilizada y divulgada conforme a
lo descrito en esta informacion escrita para mi y formulario de consentimiento informado.

- Estoy en pleno conocimiento que la informacién obtenida con la actividad en la cual participaré,
sera absolutamente confidencial, y que no aparecera mi nombre ni mis datos personales en
libros, revistas y otros medios de difusion derivadas de la investigacion ya descrita.

- Sé que la decisidn de participar en esta investigacion, es absolutamente libre y voluntaria. Si no
deseo participar en ella o, una vez iniciada la investigacion, no deseo proseguir colaborando,
puedo hacerlo sin problemas. En ambos casos, se me asegura que mi negativa no implicara
ninguna consecuencia negativa para mi.

- He leido el documento, entiendo las declaraciones contenidas en él y la necesidad de hacer
contar mi consentimiento, para lo cual lo firmo libre y voluntariamente, recibiendo en el acto,
copia de este documento ya firmado y fechado.

- Mis preguntas han sido respondidas a mi entera satisfaccion y considero que comprendo toda la
informacion proporcionada acerca del estudio.

- Sé que, al firmar este documento, no renuncio a ninguno de mis derechos legales.

Nombre del participante Firma del participante Fecha (DD/MM/AAA)

Nosotros, los que suscribimos, Ricardo Cartes y Barbara Antilef, confirmamos que hemos
entregado verbalmente la informacion necesaria acerca del estudio, que hemos contestado toda
duda adicional y que no ejercimos presion alguna para que el participante ingrese al estudio.

Declaramos que procedimos en completo acuerdo con los principios éticos descritos en las

Directrices de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y otras leyes nacionales e internacionales vigentes.

Se le proporcionara al paciente una copia de esta informacion escrita para el participante y formulario

de consentimiento firmado.

Nombre investigador responsable 1 Firma investigador responsable 1 Fecha
(DD/MM/AAA)

Nombre Director institucion/Ministro de fe ~ Firma Director institucion/ministro de fe Fecha
(DD/MM/AAA)

ACTA DE RECHAZO O RETIRO
He decidido libre y voluntariamente no participar o abandonar la investigacion, haciendo uso de mi
derecho de retirarme en el momento que lo estime conveniente, sin que ello pueda ocasionar ningun
perjuicio:

Nombre del participante Firma del participante Fecha (DD/MM/AAA)
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1-C Tratamiento de desechos biolégicos

Los procedimientos de tratamiento para el desecho de material biolégico se

realizaran de acuerdo a la normativa de MATPEL vy la Facultad de Farmacia de la

Universidad de Concepcion.

CLASIFICACION Y MANEJO DE RESIDUOS BIOLOGICOS

Universidad de Concepcitn ]
| Tipo de Residuo | Definicion Almacenamiento y Retiro Contenedor o bolsa
idu Corresponden SOLO a tejidos humanos, Deben ser almacenados a temp infers ad&*Chasta | Bolsa de
biologicos restos de tejidos humanos, materiales ser retirados por |a unidad RESPEL 0 empresa externa®. autociave —
(tipo1) inados con fluidos hi (sangre, amarilla &
orina) y restos de animales contaminados =
con bacterias o virus patogenos.
Residuos Corresponden a materiales cortop Deben ser almacenados a temp infers ad&’Chasta | C3ja - -
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, ser retirados por |a unidad RESPEL 0 empresa externa®. cortopunzante 1
biologicos escalpelos) que se han utilizado con fluidos amarilla
(tipo 2) y tejidos humanos o en disecciones de
animales contaminados con bacterias o
virus patogenos.
iduos bio- Corresponden a animales o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para
inertes animales de experimentacion que NO estan | negro, resistente al volumen y peso del residuo, a | residuos inertes
(tipo 3) contaminados con bacterias o virus temperaturas inferiores a 4°C hasta ser retiradas por |a unidad | color negro
patog uotras ias peligi RESPEL para su disposicion final. En caso de que el residuo
corresponda a una muestra preservada, se debe separar de |a
fraccion liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser
almacenada como residuo quimico.
Residuos Corresponden a materiales cortop Deben ser almacenados en ¢ d plasticosde4us Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, kg, etiquetados como “Cortop inerte”, hasta ser plasticodau kg
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por la unidad RESPEL para su disposicion final
(tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos
humanos, fluidos humanos (sangre, orina),
ni restos de animales contaminados con
bacterias o virus g
Residuos Corresponden a materiales de cultivo que Deben ser entregados a la unidad RESPEL, SOLO después de | Bolsa de
microbiologicos | han estado en contacto con bacterias no ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un | autocave
(tipo 5) patogenas y que han sido inactivados por bafio con solucion de hipodorito de sodio al 1% durante 1 | transparente o
esterilizacion con autoclave o por hora. En caso contrario, no se procedera con el retiro. La | blanca (solo .
desinfeccion en un bafio con solucion de unidad RESPEL entregara bolsas de autodave solo cuando éste | para autoclave) n
hipoclorito de sodio. sea el método utilizado de inactivacion.
(*) &l retiro desde la Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, sera una vez a la semana a través de empresa externa Stericycle y la unidad
RESPEL. El resto de las facultades que g este tipo de residuos debera gestionar retiro | a traves de |a unidad RESPEL.
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