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VI. RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (OSCC) es el tipo de cancer oral mas
frecuente en Chile y el mundo. El microambiente tumoral del OSCC induce una
alteracion del linfocito T, promoviendo un fenotipo exhausto y una
reprogramacion metabdlica. El organelo principal del metabolismo es la
mitocondria y en los ultimos afios se ha indicado que diversas células tienen la
capacidad de transferir mitocondrias, incluyendo la cancerosa. Sin embargo, a la
fecha no se ha evaluado si existe la transferencia de mitocondrias desde células
cancerosas hacia los linfocitos T y si tal fendmeno explica el fenotipo exhausto
del linfocito T. El objetivo de este trabajo fue analizar el fenotipo exhausto en
linfocitos TCD4* post transferencia artificial de mitocondrias (MitoCeption)
obtenidas desde la linea celular de cancer oral HSC-3. La metodologia se baso
en la estandarizacion de la transferencia mitocondrial artificial utilizando
mitocondrias aisladas marcadas con MitoTracker desde células tumorales de
cancer oral sobre linfocitos T CD4* a través de MitoCeption. Luego, se analizé la
expresion de moléculas de superficie, proliferacion y secrecion de citoquinas
mediada por transferencia mitocondrial tumoral a través de citometria de flujo. En
los resultados se observé que los linfocitos TCD4* que adquirieron mitocondrias

presentaron un alza en la expresion de 2 proteinas inhibidoras (TIGIT y CTLA4)



y 3 asociadas con fenotipo exhausto (PD-1, PLD-1y LAG3), en comparacion con
el grupo control (p: 0,0184; p: 0,0299; p: 0,0088; p: 0,0205; p: 0,0232
respectivamente). Ademas, los linfocitos mitoceptados exhibieron una
disminucién significativa en la proliferacion en comparacion con las células
control, no mitoceptadas. Para el analisis de citoquinas, se observo una
disminucién significativa en el grupo mitoceptado en la secrecién de IFN-gamma,
TNF-alpha, IL-10 e IL-4, citoquinas de la via TH1 y TH2 (p: 0,0149; p: 0,0149;
0,0150; p: 0,0353 respectivamente) en comparacion con el control. Por lo tanto,
se concluyé que la adquisicion de mitocondrias aisladas desde células
cancerosas HSC-3 por el linfocito T CD4* induce efectos a nivel funcional
induciendo un alza en los receptores inhibitorios y de fenotipo exhausto e
inhibiendo la proliferacion y la secrecién de citoquinas tipo TH1 y TH2. Estas
caracteristicas son de un fenotipo exhausto, por ende, se concluye que la
transferencia de mitocondrias desde una célula cancerosa induce un fenotipo

exhausto en el linfocito TCD4".
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VII. ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most frequent type of oral cancer in
Chile and in the world. The tumor microenvironment of OSCC induces an
alteration of the T lymphocyte, promoting an exhausted phenotype and metabolic
reprogramming. The main organelle of metabolism is the mitochondrion and in
recent years it has been indicated that several cells have the capacity to transfer
mitochondria, including cancer cells. However, to date, it has not been evaluated
whether mitochondria transfer from cancer cells to T lymphocytes exists and
whether such a phenomenon explains the exhausted phenotype of the T
lymphocyte. The aim of this work was to analyze the exhausted phenotype in
TCD4+ lymphocytes after artificial transfer of mitochondria (MitoCeption) obtained
from the oral cancer cell line HSC-3. The methodology was based on the
standardization of artificial mitochondrial transfer using isolated MitoTracker-
labeled mitochondria from oral cancer tumor cells onto CD4+ T lymphocytes via
MitoCeption. Then, surface molecule expression, proliferation and cytokine
secretion mediated by tumor mitochondrial transfer were analyzed by flow
cytometry. The results showed that TCD4+ lymphocytes that acquired
mitochondria had increased expression of 2 inhibitory proteins (TIGIT and CTLA4)
and 3 proteins associated with exhausted phenotype (PD-1, PLD-1 and LAG3),

compared to the control group (p: 0.0184; p: 0.0299; p: 0.0088; p: 0.0205; p:
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0.0232, respectively). In addition, the mitocepted lymphocytes exhibited a
significant decrease in proliferation compared to the control, non-mitocepted cells.
For cytokine analysis, a significant decrease was observed in the mitocepted
group in the secretion of IFN-gamma, TNF-alpha, IL-10 and IL-4, TH1 and TH2
pathway cytokines (p: 0.0149; p: 0.0149; 0.0150; p: 0.0353 respectively)
compared to control. Therefore, it was concluded that the acquisition of isolated
mitochondria from HSC-3 cancer cells by CD4+ T lymphocyte induces effects at
the functional level by inducing an upregulation of inhibitory and exhausted
phenotype receptors and inhibiting proliferation and secretion of TH1- and TH2-
type cytokines. These characteristics are of an exhausted phenotype, thus, it is
concluded that mitochondria transfer from a cancer cell induces an exhausted

phenotype in the TCD4+ lymphocyte.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer y respuesta inmune

El cancer es un grave problema de salud y una de las principales enfermedades
qgue provocan morbilidad y mortalidad en el mundo (Han Y et al., 2020).
Corresponde a un conjunto de enfermedades que implican cambios dinamicos
en el genoma y es el resultado de varios eventos complejos, donde los cambios
en una célula, que dirigen la transformacion hacia un fenotipo maligno, incluyen
mutaciones en oncogenes, genes supresores de tumores y genes de estabilidad
(Romero S et al.,2011). La mortalidad de los tumores malignos esta determinada,
en gran parte, por su actividad proliferativa descontrolada, la resistencia de las
células tumorales a la muerte apoptética y la capacidad de las células tumorales
de invadir los tejidos del anfitriébn y metastatizar a distancia (Abbas. 2012). Uno
de ellos es el carcinoma de células escamosas (SCC) que comprende mas del
90% de los canceres de cabeza y cuello, el carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (HNSCC) surge del revestimiento escamoso de las superficies
mucosas del tracto aerodigestivo superior, incluida la cavidad oral, la faringe, la
laringe y el tracto sinonasal (Stasikowska-Kanicka O et al.,2018). La incidencia
de HNSCC va en aumento y se prevé que aumente un 30% (es decir, 1,08
millones de casos nuevos al afio) para el 2030. Histoloégicamente, la progresion
a HNSCC invasivo sigue una serie ordenada de pasos que comienza con

hiperplasia de células epiteliales, seguida de displasia (leve, moderada y grave),
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carcinoma in situ y, finalmente, carcinoma invasivo. Sin embargo, cabe destacar
qgue la mayoria de los pacientes diagnosticados con HNSCC no tienen
antecedentes de una lesién premaligna. La carga de HNSCC varia entre
paises/regiones y, en general, se ha correlacionado con la exposicion a
carcindgenos derivados del tabaco, el consumo excesivo de alcohol o ambos
(Johnson D et al.,2020). Ademas, para estudios de investigacion en este cancer
existen diversas lineas celulares de carcinoma de células escamosas orales, una
de ellas es la HSC3, que corresponde a una linea celular de carcinoma de células

escamosas de lengua humana.

La respuesta antitumoral es un término general que describe la capacidad del
sistema inmunoldgico para discernir células sanas de malignas y desencadenar
respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas que contrarresten el
crecimiento tumoral en huéspedes no tratados o tras intervenciones
inmunoterapéuticas (Ostroumov D et al.,, 2018). Las interacciones entre el
sistema inmunoldgico y el cancer se rigen por una compleja red de vias biologicas
y a pesar de las expectativas de que el sistema inmunolégico deberia rechazar
automaticamente a las células cancerosas como “extrafias”, en base a sus
perfiles mutacionales Unicos y a menudo extensos, el equilibrio natural primordial
entre el sistema inmunolégico y el cancer es la tolerancia, en donde las células

cancerosas se consideran “propias”. Esta tolerancia se mantiene mediante
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multiples mecanismos, incluidos las células inmunitarias reguladoras, las
citoquinas y quimioquinas inmunosupresoras Yy los llamados "puntos de control
inmunologico” que modulan negativamente las funciones inmunitarias (Topalian

S etal., 2016).

En una respuesta antitumoral efectiva, el sistema inmunoldgico innato
proporciona la respuesta inicial del cuerpo al dirigir leucocitos preprogramados
especializados, como las células asesinas naturales (NK) y los macréfagos hacia
las células tumorales. El sistema inmunolégico adaptativo, por otro lado, tarda
mMAas en activarse y se centra en dianas antigénicas especificas en las células
tumorales. La inmunidad adaptativa se basa en los linfocitos B y T, este Ultimo
tanto linfocito T citotoxico (CD8* o CTL), linfocitos T colaboradoras (CD4* o0 Th) y
linfocitos T reguladores (T regs). Las células T reconocen antigenos asociados
con el tumor, secretan citoquinas y lisan o destruyen directamente las células
tumorales de una manera dependiente de granzima y perforina. Las células B
producen anticuerpos, que pueden unirse al antigeno en la superficie de las
células tumorales y mediar la lisis celular a través de células NK y macrofagos en
un proceso denominado “citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos”

(ADCC) (Bell R et al.,2016).
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La diferenciacion de T efectoras se acompafia de una reprogramacion
transcripcional, epigenética y metabodlica, asi como la adquisicion de
caracteristicas efectoras distintivas como la capacidad de producir citoquinas y
moléculas citotoxicas (McLane L et al., 2015). Una vez activadas, las células T
efectoras pueden regularse mediante sefales reguladoras positivas o
coestimuladoras, como OX40 o 4-1BB, o sefales reguladoras negativas o co-
inhibidoras, como los receptores inhibitorios (RI): antigeno 4 de linfocitos T

citotoxicos (CTLA-4) o muerte programada 1 (PD-1) (Bell R et al.,2016).

Los linfocitos T CD8* citotéxicos (CTL) son células inmunes de la respuesta
adaptativa especializados para atacar el cancer (Farhood B et al., 2018), su
funcion antitumoral depende en gran medida de dos factores cruciales: en primer
lugar, por la diferenciacion de células T CD8* y, en segundo lugar, por la
infiltracion de células T CD8* en el microambiente tumoral (Maimela N et al.,
2019). Los CTL cuando se encuentran con células cancerosas producen
perforina para crear poros en su membrana plasmatica, los que actian como un
camino para la liberacién de granzimas hacia la célula cancerigena, las que una
vez ingresadas escinde sus sustratos intracelulares. También los CTL también
liberan diversas citoquinas como el interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) para inducir citotoxicidad en las células cancerosas (Farhood

B et al., 2018) e inducen la interaccién fas-fasL donde los CTL expresan una
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proteina de membrana, llamada ligando de Fas (FasL), que se une al receptor
mortal Fas, que se expresa en muchos tipos celulares, lo que da lugar a la
activacion de las caspasas y a la apoptosis de dianas que expresen Fas (Abbas.

2012).

Los linfocitos T CD4* (Th) desempefian un papel central en el sistema inmunitario
y llevan a cabo mudltiples funciones, incluida la activacion, coordinacion,
modulacién y regulacion de las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas.
Estas diversas funciones de las células Th son necesarias para lograr respuestas
inmunitarias efectivas contra una variedad de patdégenos diferentes, manteniendo
la autotolerancia y evitando ataques no deseados contra los propios tejidos
(Raphael | et al.,2020). Las células T CD4* pueden diferenciarse en diversos
subtipos funcionales en respuesta a sefiales dependientes del contexto, lo que a
su vez les permite brindar "ayuda" a las células inmunitarias efectoras en su
funcién principal como coordinadores centrales de la respuesta inmune. Las
células T CD4* median principalmente la inmunidad antitumoral al ayudar en las
respuestas de las células CD8* y produccion de anticuerpos por las células B, asi
como a traves de la secrecion de citocinas efectoras como el IFN-y y TNF-a y, en
contextos especificos, a través de la citotoxicidad directa contra las células
tumorales en el fenotipo Thl. La ayuda hacia los linfocitos CTL CD8* ocurre

mediante mecanismos directos, a traves de la secrecion de IL-2, que activa
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directamente los CTL CD8* que expresan la subunidad a del receptor de IL-2 de
alta afinidad (CD25) impulsando su funcion efectora, diferenciacion vy
proliferacion. Y a través de un mecanismo indirecto, al apoyar y mantener las
células dendriticas (CD) por medio de la regulacion al alza del ligando CD40 que
se acopla a su receptor afin CD40 en las DC para inducir y mantener el perfil tipo
| de las DC (expresion de CD70 y secrecion de IL-12). Estas sefales inducen
fuertemente funciones efectoras antitumorales en los CTL CD8*, como la
adquisicion de citotoxicidad y la secrecion de citoquinas citotéxicas como el IFN-
Yy, Yy también estimulan la diferenciacion fenotipica efectora y de estado de
memoria de células T CD8* (llustracién 1) (Tay R et al.,2021). La regulacién de
las respuestas inmunitarias por parte de las células Th se logra a través de la
secrecion de citocinas especificas que, junto con un factor de transcripcion
regulador "maestro”, definen cada subconjunto respectivo de células TCD4*. Los
linfocitos T CD4* naive especificos de antigeno (Ag) se activan primero en los
tejidos linfaticos mediante células presentadoras de Ag profesionales (APC) que
presentan su antigeno especifico en moléculas de clase Il del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) y proporcionan sefiales coestimuladoras (Raphael

| et al.,2020).
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CD8 CTL class-switching
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llustracion 1:Representacion de las funciones del linfocito TCD4* en la inmunidad
antitumoral. Figura a representa mecanismo indirecto de ayuda mediante interaccion con
célula dendritica y mecanismo directo mediante la liberacién de IL-2 hacia el CTL CD8*.
Figura b representa actividad antitumoral directa mediante la liberacion de citoquinas
efectoras. Figura c representa la ayuda hacia células B productoras de anticuerpos,
mediante la interaccion CD40-CD40 ligando, entre el linfocito TCD4* y célula B (Tay R

et al.,2021).

Existe una poblacion de linfocitos TCD4* que corresponden a los linfocitos Tregs,
una poblacién celular que tienen un papel importante en la auto-tolerancia y la
homeostasis inmunoldgicas durante las respuestas inmunitarias patolégicas y

fisiolégicas. Los linfocitos Tregs expresan el factor de transcripcion Foxp3 y
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también algunas moléculas asociadas con la activacion de las células T: CD25,
CTLA-4y LAG-3. Aligual que se han descrito algunos mecanismos de supresion
utilizados que incluyen la modulaciéon de la expresion de moléculas
coestimuladoras, secrecion de citoquinas inmunosupresoras, privacion de IL-2,
induccion del catabolismo de triptofano y citotoxicidad (Olguin J et al.,2018). Los
linfocitos Tregs pueden suprimir la activacion, proliferacidén y funciones efectoras
de numerosos tipos de células, incluidos los linfocitos T CD4* (principalmente
Thl, 2, 17 y Th foliculares), CD8*, CD, los linfocitos B y las NK (Kanicka O et

al.,2018).
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1.1.1 Alteracion de la respuesta inmune antitumoral

A pesar de la respuesta antitumoral de los linfocitos T CD4* y T CD8", muchos
tumores contindan creciendo, incluso con la presencia de células T especificas
al antigeno tumoral infiltradas en el estroma tumoral (Ahmadzadeh M et al.,
2009). Esto puede deberse al alto consumo de glucosa y oxigeno por parte de
las células tumorales que proliferan rapidamente e inhibe la actividad glucolitica
de los linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) privandolos de nutrientes y
conduciéndolos a una funcion efectora y citotdéxica amortiguada (ilustracion 2), la
disminucién del metabolito corriente abajo fosfoenolpiruvato (PEP) que es
necesario para mantener la sefializacion de Ca 2*-NFAT en las células T, lo que
media las respuestas antitumorales disminuidas en el TME pobre en glucosa,
ademas, el pH bajo reprogramado en el TME conduce a la anergia de los
efectores antitumorales seguida de apoptosis y se relaciona con los Tregs

inmunosupresores (Xu Y et al.,2021).
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llustracion 2: Representacion del consumo de nutrientes por parte de células cancerosas

en el microambiente tumoral (Xia L et al.,2021).

Con relacién al HNSCC, el TME consta de una mezcla compleja y heterogénea
de células tumorales y células del estroma, que incluyen células endoteliales,
fibroblastos asociados al cancer (CAF) y células inmunitarias. Las células
tumorales y los CAF producen factores de crecimiento, como VEGF, que reclutan
células endoteliales, estimulando la neovascularizacion y el suministro de
oxigeno y nutrientes al tumor. A su vez, las células endoteliales secretan factores
qgue favorecen la supervivencia y autorrenovacion de las células madre cancer
(CSC). Los tumores HNSCC evaden la vigilancia inmunologica por varios
mecanismos diferentes, ya sea por el alza de crecimiento inmunosupresores y

citoquinas que promueven el reclutamiento o la actividad de células supresoras
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derivadas de mieloides (MDSC), linfocitos Tregs y macréfagos M2 mientras
inhiben los efectos antitumorales de las células T efectoras (Teff) y las células
NK, de las cuales IL-6, IL-10, VEGF y TGF-B son particularmente importantes.
Factores, incluyendo IL-10 y TGFB, también promueven la polarizacién de
macrofagos al fenotipo inmunosupresor M2. Las alteraciones genéticas y
epigenéticas provocan una disminucion de los niveles de antigeno leucocitario
humano (HLA) en las células tumorales y defectos en el procesamiento del
antigeno, lo que conduce a una disminucion del reconocimiento y la citélisis de
las células tumorales. EI componente inmunitario del TME consta de TILs,
incluidas los linfocitos T, B y células NK y células de linaje mieloide (incluidos
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas y MDSC). En general, los tumores
HNSCC estan altamente infiltrados por células inmunes, aunque la extension y
composicién del infiltrado de células inmunes varia segun el subsitio anatémico
y el agente etiologico. La inmunidad antitumoral en el TME esta mediada en gran
medida por las células T eff y las células NK, mientras que la supresion inmune
y el crecimiento de las células tumorales estdn mediados por las Tregs, MDSC y
macrofagos M2. Los niveles elevados de células T eff CD8* y células NK en el
TME se asocian con una mejor supervivencia, por el contrario, los niveles
elevados de linfocitos Tregs, MDSC, neutréfilos o macréfagos M2 se asocian con
HNSCC en etapa avanzada o con mal pronéstico. Ademas, los tumores HNSCC,
particularmente los canceres en etapa avanzada muestran una regulacién al alza

de PDL1, que atenua la actividad citolitica de las células T. De manera similar,
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las MDSC vy los linfocitos Tregs reclutados en TME de HNSCC expresan PDL1y
el antigeno 4 de linfocitos T citotdéxicos (CTLA4) (Johnson D et al.,2020). Entre
los antecedentes de la alteracién inducida en linfocitos T, hay un estudio que
evidencia esta disfuncion de los linfocitos T en HNSCC, donde se observa niveles
reducidos de linfocitos TCD8", asi como una disminucion en la expresion de
complejos mayores de histocompatibilidad o induccién de la apoptosis ya que se
ha demostrado que las células SCC orales contienen vesiculas membranosas
positivas para FasL, que desencadenan la induccion de la apoptosis de las
células T, eludiendo la respuesta citotoxica. Ademas, la respuesta citotoxica
puede amortiguarse por supresion, donde las células T CD8* citotdxicas
intratumorales en HNSCC muestran una mayor expresion de muerte
programada-1 (PD-1), donde su ligando el PDL-1 es una proteina de superficie
gue bloquea la funcién de linfocitos T y se expresa en las células SCC y también

en CAF (Curry J et al.,2014).

Las células tumorales pueden secretar factores solubles que promueven la
induccidén, expansion y reclutamiento de linfocitos Tregs en el microambiente
tumoral (Kanicka O et al.,2018). Se encontr6 que los subconjuntos de células T
de pacientes con OSCC diferian significativamente de los donantes sanos, donde
se observo una disminucion de los linfocitos T CD8* y un aumento de los Tregs

(CD4*CD25"CD127"°%). Los linfocitos T/Tregs también se redujeron en los
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pacientes en comparacion con los donantes sanos. La presencia de Tregs estuvo
acompafada por una disminucién en la secrecion de IL-10 pero no de TGF- en
pacientes con OSCC en comparacion con los donantes (Lim K et al., 2014). En
otro estudio se observo en células T CD4* y CD8" la expresion de PD-1y TIM-3,
asi como la frecuencia de células Tregs Foxp3*CD4* en OSCC (Dong Y et

al.,2021).

El agotamiento de los linfocitos T es un estado de disfuncion que ocurre
comunmente durante las infecciones crénicas y el cancer debido a la persistencia
del antigeno y la inflamacion. La falta de eliminacion del antigeno se asocia con
una pérdida progresiva de las funciones efectoras de las células T, un
metabolismo alterado y un programa transcripcional Gnico en comparacién con
las células T efectoras funcionales (Teff) y de memoria (Tmem) (Pauken K et al.,
2015). Las células T agotadas expresan altos niveles de receptores inhibitorios
(R1), incluida la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1), la proteina del
gen de activacion de linfocitos 3 (LAG-3), inmunoglobulina de células T que
contiene dominio de mucina-3 (TIM-3), antigeno de linfocitos T citotdéxicos-4
(CTLA-4), atenuador de linfocitos T de banda (BTLA) y dominio de motivo
inhibidor basado en inmunoglobulina de células T e inmunorreceptores de tirosina
(TIGIT). Otra caracteristica principal de las células T agotadas es la pérdida de

funcion de forma jerarquica, funciones tales como la produccion de IL-2 y la
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capacidad de destruir en la etapa temprana del agotamiento, mientras que la
produccion del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) se pierde en la etapa
intermedia, la produccion de IFN-y y granzima B (GzmB) se pierden en la etapa
avanzada del estado de agotamiento (Jiang Y et al.,2015), es decir, presentan
una menor capacidad proliferativa, supervivencia y funcion efectora (Lim A et al.,
2020). Una de las causas como se planteo es la expresion de moléculas se
superficie que inducen sefiales reguladoras positivas y negativas a la funcion

efectora del linfocito T.
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1.1.2 Moléculas de superficie

Las células T expresan una amplia gama de receptores coestimuladores y
coinhibidores que pueden proporcionar sefiales positivas que impulsan la
activacion de las células T o sefales inhibitorias que atenuan la funcién y/o
diferenciacion de las células T. Se cree que los receptores inhibitorios (RI) han
evolucionado para prevenir la sobreactivacion de las células inmunitarias durante
una respuesta inmunitaria y/o para ayudar a terminar las respuestas inmunitarias
después de la activacion del efector. Sin embargo, durante la infeccion cronica 'y
el cancer donde persiste el antigeno, los Rl se expresan en niveles altos y
sostenidos, y tienen efectos nocivos sobre la capacidad de las células T
especificas de antigeno para montar o mantener respuestas solidas (McLane L

et al., 2015).

PD-1: El receptor co-inhibidor de muerte programada-1 (PD-1), también conocido
como CD279, es una proteina transmembrana de 55 kDa con 288 aminoacidos
de la familia B7-CD28 que se expresa en una variedad de células incluidos los
macrdéfagos, linfocitos B, células NK, monocitos, CD y linfocitos T, especialmente
aguellos que estan constantemente expuestos al antigeno (Salmaninejad A et al.,
2020). El factor de transcripcion importante que promueve la induccion de la
expresion de PD-1 luego de la activacién de las células T se denomina NFATcl

(Oestreich K et al.,2008). Los ligandos de PD-1 (PD-L1 y PD-L2) son

27



glicoproteinas transmembrana tipo I, que contienen dominios IgC e IgV (Bardhan
K et al., 2016). PD-1 trabaja en conjunto con sus ligandos para regular
negativamente las funciones de las células T, incluida la proliferacion, la
secrecion de citoquinas y supervivencia (Tkachev V et al., 2015), por ende, se
considera un punto de control inmunolégico que protege contra respuestas
autoinmunes a través de la induccion de apoptosis en células T especificas de
antigeno e inhibiendo la apoptosis en células T reguladoras (Salmaninejad A et
al., 2020). Sin embargo, PD-1 ad a tener un efecto protector en procesos
autoinmunes también tiene efectos desfavorables en el contexto del cancer al
promover la proliferacién de las células malignas al interferir con la respuesta
inmunitaria protectora, ya que las células tumorales expresan PD-L1 como un
"mecanismo inmunitario adaptativo" para escapar de las respuestas
antitumorales esto se debe a que actia como factor pro-tumorigénico en las
células cancerosas mediante la union a sus receptores y activando las vias de
sefalizacion proliferativas y de supervivencia. La expresiéon de PDL-1 esta
presente en varios tumores solidos incluidos melanoma, cancer colorrectal,
canceres de cabeza y cuello, cancer de pulmoén, carcinoma pancreético y
carcinoma hepatocelular (Kanicka O et al.,2018). La via PD-1/PD-L1 controla la
induccion y el mantenimiento de la tolerancia inmunitaria dentro del
microambiente tumoral (Han Y et al., 2020). La expresion de PDL-1 es inducida
por inflamacién en el microambiente tumoral dando como resultado el

agotamiento de las células T mediado por PD-1, lo que inhibe la respuesta de las
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células T citotoxicas antitumorales (Ribas A et al.,2018). Tras la estimulacion de
TCR (receptor del linfocito T), los residuos de tirosina en los motivos ITIM e ITSM
en la cola citoplasmica de PD-1 se fosforilan, reclutando SHP-1 y SHP-2, que a
su vez desfosforilan las moléculas de sefializacion proximal cascada abajo del
TCR y CD28. Por ende, cuando la via PD-1/PD-L1 est4 activa en el TME,
promueve la supervivencia de las células cancerosas a través de sefales
antiapoptoticas mediadas por PD-L1 e inhibe la activaciéon de las vias de
sefalizacion, que son fundamentales para la supervivencia, la expansion y
diferenciacion de células T que reconocen antigenos tumorales. La activacion
desequilibrada de los eventos de sefalizacion en las células T da como resultado
la tolerancia tumoral al inhibir la generacion de células T efectoras y de memoria
y promover la diferenciacion de las células T exhausta o agotada y Treg (Bardhan

K et al., 2016) (llustracion 6).

En un estudio se observd un aumento de la expresion de PD-1 en CD8+ TIL
caracteristico de un estado agotado, como se ha sugerido por la disminucién de
la produccion de citoquinas en PD-1* frente a PD-1" TIL de melanomas (Pardoll
D, 2012) (Gros A et al., 2014). En otro estudio se compard las caracteristicas
fenotipicas y funcionales de linfocitos T CD8*y TCD4" en lesiones de melanoma
metastasico con células T de sangre periférica (PBL), cuyo resultado revel6 una

frecuencia y un nivel significativamente mas alto de expresion de PD-1 en TIL en

29



comparacion con los de PBL (ilustracion 3), asociando esta alta expresion de PD-
1 con un fenotipo agotado y funcion efectora deteriorada, con niveles disminuidos
de IFN-y e IL-2, citoquina importante para la proliferacion de linfocitos T

(ilustracién 4) (Ahmadzadeh M et al., 2009).
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llustracion 3: Expresion del receptor inhibitorio PD-1y su relacién con la funcién efectora
en linfocitos T CD8" y TCD4* a través de citometria de flujo. En el gréfico de la figura A
se observa la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8* en tumor y en sangre periférica
(PBL). En el gréfico de la figura B representa la expresion de PD-1 en linfocitos T CD4*
en tumor y en sangre periférica (PBL) y en el grafico de la figura C representa la

expresion de PD1 tanto en linfocito TCD4* y TCD8* (Ahmadzadeh M et al., 2009).
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llustracién 4: Representacion de la secrecion de citoquinas de linfocitos T CD8*PD-1* y
TCD8'PD-1". En el grafico de la figura A y B representan la secrecién de IFN-y e IL-2 en

linfocitos T CD8*PD-1*y TCD8*"PD-1" respectivamente (Ahmadzadeh M et al., 2009).

Asi como en otro estudio se evalué la produccion de citoquinas y moléculas
citotdxicas efectoras como granzima, perforina y marcadores de desgranulacion
citotéxica de superficie (CD107a) de linfocitos T CD8* con PD-1" y PD-1*
(expresion intermedia (™) y alta (*) en carcinoma hepatocelular. Los resultados
obtenidos indicaron una disminucion de produccion de citoquinas
proinflamatorias y un aumento de antiinflamatorias en PD-1*" y expresion
disminuida de las moléculas efectoras y CD107a considerablemente menor que
las células TCD8*PD-1'" tras estimulaciones anti-CD3/CD28 (llustracién 5) (Ma J

et al., 2019).
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llustracién 5: Histogramas de la expresién de moléculas citotoxicas y CD107-a en
linfocitos T CD8* con expresién de PD-1. En los graficos A, B y C representan la
secrecion de granzima B, perforina y CD107-a respectivamente entre linfocitos
TCD8*PD-1", TCD8*PD-1"'y TCD8*PD-1" en carcinoma hepatocelular obtenidos a partir

de citometria de flujo (Ma J et al., 2019).

Ademas, se observé un aumento de la expresion de PD-1 en linfocitos TCD4* y
TCD8" infiltrantes de tumores en cancer de pulmén a diferencia de tejidos sanos
(Lipp J et al.,2022). En un estudio se observé que en OSCC, la expresion de PD-
1 se asocio positivamente con el estadio clinico y la expresién de PD-1 fue mayor
entre los pacientes con metastasis en los ganglios linfaticos, similar al resultado
de la expresion de PDL-1 donde la expresion de PD-L1 y CD86 se asocio
positivamente con el estadio clinico y el grado de diferenciacion tumoral,
indicando que la expresion de PD-L1 y CD86 fue mayor entre los pacientes con
metastasis en los ganglios linfaticos (Dong Y et al.,2021), lo que se asoci6é con
un estudio realizado afios anteriores donde se observé un incremento en la
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expresion de PDL-1 en muestras de pacientes con OSCC de peor prongstico en
comparacién con OSCC de mejor prondstico y control (Kanicka O et al.,2018).
En un estudio se demostro que los TILs CD3* y CD4* estuvieron presentes en el
100% de las muestras de pacientes con HNSCC y que cuyos tumores que
estaban infiltrados por un alto nimero de células T CD4* exhibieron una
supervivencia general (SG) y supervivencia libre de enfermedad (DFS)
significativamente mejores en comparacion con los pacientes que exhibieron una
infiltracion tumoral deficiente. Ademas, se observo expresion de PDL-1, medido
como expresion de proteina y ARNm en las muestras de pacientes y se asoci6

dicha expresion con un SG y DFS desfavorables (Fu Z et al.,2022).

TIGIT es un receptor de la superfamilia Ig (inmunoglobulinas) que se expresa en
las células T efectoras como, asi como células Treg y NK 'y se une a dos ligandos,
CD155yCD112, que se encuentra en varios tipos de células, incluidas las células
tumorales, lo que da como resultado la inhibicién de la respuesta inmunitaria
antitumoral producto de motivos ITIM en su cola citoplasmatica. Juega un papel
fundamental en la limitacion de la inmunidad adaptativa e innata, participando en
una red reguladora compleja que involucra multiples RI, existiendo una cierta
similitud con la via CD28/CTLA-4/CD80/CD86, por la cual los receptores
inhibidores y coestimuladores compiten por unirse a los mismos ligandos
(Chauvin J et al.,2020). TIGIT ejerce su efecto inmunosupresor al suprimir la

activacion de las células T CD8*, proliferacion, produccién de citoquinas y
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metabolismo, mejorar la actividad supresora de Tregs y mediar en las células NK
agotamiento (Tang S et al., 2020), ademas de impedir directamente la funcién de
las células T al interrumpir su activacion al unirse al CD155 en las CD o uniéndose
directamente a CD226 (receptor coestimulador expresado en células
inmunitarias) (Chauvin J et al.,2020). TIGIT esta regulado positivamente en las
células T en una amplia gama de tumores y se correlaciona con un mal
pronéstico. Adicionalmente, la coexpresion de TIGIT y PD-1 en las células T se
asocia con fenotipo disfuncional y menor expresion de citoquinas (Tang S et al.,
2020). La interaccion TIGIT-CD155 induce simultaneamente la produccion de IL-
10 y reduce la produccién de IL-12 por parte de las CD, lo que promueve aun

mas el desarrollo de T agotada (McLane L et al., 2015) (llustracién 6).

CTLAA4: En las células T en reposo, CTLA-4 es una proteina intracelular; sin
embargo, después de la participacién del receptor de células T y una sefial
coestimuladora a través de CD28, CTLA-4 se transloca a la superficie celular
donde supera a CD28 para unirse a moléculas coestimuladoras criticas (CD80,
CD86) y media la sefalizacion inhibidora en la célula T, lo que resulta en
detencion tanto de la proliferacion como de la activacion (Ribas A et al.,2018).
CTLA-4 ejerce actividad inmunosupresora a través de multiples mecanismos:
transmision de sefializacién inversa, lo que induce la produccion de indoleamina-
2, 3-dioxigenasa (IDO) para inhibir T proliferacién celular; supresién mediada por

CTLA-4 de la formacion de ZAP 70 (proteina asociada a zeta de 70 kDa) o
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regulacion ascendente de Cbl (proteina de linfoma b de linaje B de Casitas), las
cuales inhiben la activacion de células T; e inhibicibn mediada por CTLA-4 de la
sefalizacion de NF-kB, PI3K/Akt, CDK4/CDK®6 vy ciclina D3 (Tang S et al.,2020)

(llustracion 6).

LAG3: Lag-3 es un RI no ITIM que puede funcionar a través de un motivo KIEELE
en su cola intracelular para regular negativamente la progresion del ciclo y otras
funciones celulares. Lag-3 es altamente expresado por las células Tex durante
infecciones crénicas y por TIL en muchos tipos de cancer (McLane L et al., 2015)

(llustracion 6).

TIM3: inmunoglobulina de células T que contiene dominio de mucina-3 (TIM-3)
estd regulado por el factor de transcripciobn T-bet y se expresa en varios
subconjuntos de células T, incluidos Thl, CD8*, Tregs, pero también en CD,
macrofagos y monocitos. Aunque se cree que TIM-3 exhibe funciones
supresoras, no contiene un motivo ITIM en su dominio intracelular como PD-1 o
TIGIT. Se une a la molécula soluble lectina tipo S galectina-9 (Gal-9), que esta
regulada positivamente por IFN-y, lo que lleva al reclutamiento corriente abajo de
la familia Src de tirosina quinasa Fyn y el adaptador p85 fosfatidilinositol 3-
guinasa (PI3K). Como resultado, la inmunidad mediada por Thl se ve afectada

por la reduccion de la produccion de IFN-y, el aumento de la apoptosis en Th1 y
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las células T CD8* citotdxicas in vitro. Otros ligandos para TIM3 son la molécula
de adhesion celular del antigeno carcinoembrionario 1 (CEACAM1), HMGB1 y

fosfatidilserina (Catakovic K et al.,2017) (llustracion 6).
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llustraciéon 6: Representacién de las vias de sefalizacion inhibitorias inducidas por
receptores inhibitorios PD-1, CTLA-4, LAG3, TIM3 y TIGIT, y su efecto en el linfocito T

(McLane L et al., 2015).

Otra via asociada a la alteracion de los linfocitos son los estados metabdlicos,
gue estan estrechamente vinculados y son reguladores criticos de las funciones

efectoras de las células T, de modo que, los cambios en la disponibilidad de
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nutrientes pueden afectar la actividad de las células T. Por lo tanto, los efectos
de las células cancerosas y el metabolismo de las células cancerosas en la TME
pueden modular directamente las rutas y actividades metabdlicas esenciales de

las células T (Sugiura A et al., 2018).
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1.2 Metabolismo y respuesta inmune celular:

Recientemente |la dependencia de las células T en la deteccion de nutrientes y el
flujo a través de varias vias metabdlicas han demostrado que el metabolismo
representa un mecanismo clave mediante el cual se puede regular el sistema
inmunitario. El destino y la funcion de las células T estan intrinsecamente ligados
a su metabolismo ya que requiere la maquinaria para generar intermediarios
bioenergéticos para apoyar la proliferacion y la funcién efectora (Scharping N et

al.,2016).

En la respuesta inmune adaptativa, los linfocitos T utilizan diferentes vias
metabdlicas para su diferenciacion y estado de memoria (Rangel G, et al., 2021).
Las células T maduras naive (Tn) se mantienen en bajas tasas de glucolisis y
oxidan predominantemente el piruvato derivado de glucosa a través de la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) o activan la oxidacion de acidos grasos (FAO)
para producir ATP (Pierce E et al., 2015). La activacion de las células Tn con
antigeno y la coestimulacion adecuada genera células efectoras T (Teff) con un
programa metabdlico que se asemeja al de las células cancerosas altamente
proliferativas, en el cual, para satisfacer las demandas bioenergéticas y
biosintéticas de la proliferacion clonal y la funcion efectora, las células se someten
a una reprogramacion metabolica cambiando drasticamente de OXPHOS y FAO

a la glucolisis y glutamindlisis que caracterizan a las células Teff, en este proceso
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al encontrar un antigeno afin, las células Teff absorben rapidamente glucosa y
glutamina para alimentar sus necesidades bioenergéticas, generando lactato
como subproducto y aunque se generan menos moléculas de ATP por molécula
de glucosa, la glucolisis aerdbica permite que las células T construyan los
sustratos necesarios para el crecimiento y la proliferacion y es esencial para la
diferenciacion a efectores (Lim A et al.,, 2020). De hecho, la coestimulacion
mediada por CD28 coordina la expresion y el trafico hacia la superficie celular de
numerosos transportadores de nutrientes, incluidos GLUT-1, transportadores de
glutamina, aminoacidos y transportadores de lactato monocarboxilato para
facilitar la eliminacion del lactato producido en la glucélisis aerdbica. A diferencia
de las células Teff, el programa metabdlico dominante en las células Treg es la
oxidacion mitocondrial de piruvato y FAO ya que presenta una tasa de glucdlisis
mucho menor que en las células Teff. La reprogramacion metabdlica que se
produce en la generacion de Tmem (memoria) a partir de células Teff se asemeja
en cierto modo al proceso inverso de activacion a medida que pasan de un
programa proliferativo altamente anabdlico a un programa catabdlico adecuado
para la supervivencia celular a largo plazo, en la cual OXPHOS y FAO son las
vias principales por las que se genera energia (Sugiura A et al., 2018). Por ende,
como se ha mencionado el metabolismo de las células T es muy dinAmico, donde
las células Tn, Treg y las células T estimuladas cronicamente dependen de
OXPHOS como método de metabolismo principal, mientras que las células

efectoras CD8 y CD4 Th1l dependen principalmente de la glucdlisis (llustracién
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7). Este cambio metabdlico puede ser controlado por ROS (Angajala A et al.,

2018).
/ Metabolism during T cell differentiation Th1 Th2 Thm
oy Glycolysis > OXPHOS
ctivate :
Naive T-cell T-cell High mTORC1
‘ @ Differentiation Treg Memory T-cell
OXPHOS  Glycolysis > OXPHOS OXPHOSIFAC )
k AMPK, variable mTORC

llustracién 7: Representacion del metabolismo del linfocito T durante su diferenciacion,

indicando el metabolismo principal para cada tipo de linfocito T (Angajala A et al.,2018).
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1.2.1 Metabolismo alterado en el microambiente tumoral

Ya que el metabolismo se relaciona con la funcion y estado de diferenciacion del
linfocito T, las mitocondrias, el organelo principal del metabolismo, desempefian
un papel crucial en el mantenimiento y establecimiento de las respuestas
inmunitarias. Ademas, se ha informado que las mitocondrias experimentan
cambios rapidos durante la activacion de las células T, incluido el aumento de la
masa, el numero y el ADN mitocondrial. Esto sugiere ademas que el metabolismo
mitocondrial puede ser crucial para la activacion y proliferaciéon de células T
(Angajala A et al.,, 2018). La dinamica mitocondrial, incluido el trafico de
mitocondrias y remodelacion de la arquitectura mitocondrial, masa y actividad,
son impulsores importantes para mantener la aptitud metabdlica en respuesta a
las perturbaciones metabdlicas. Durante la privacion de nutrientes, como por
ejemplo en el microambiente tumoral, aumenta la fusion mitocondrial y la
biogénesis permitiendo que las células respalden las demandas metabdlicas. Sin
embargo, durante este proceso se acumulan mitocondrias que deben ser
eliminadas por mitofagia. La incapacidad operar la mitofagia da como resultado
un aumento de la masa mitocondrial asociado con un potencial de membrana
mitocondrial reducido, un fenotipo mitocondrial que se observa en células
envejecidas. La acumulacion de mitocondrias dafiadas reprograma aun mas el
epigenoma y transcriptoma a través de sefales retrégradas alteradas que son
controladas por los metabolitos generados a partir de las mitocondrias, y prevenir

biogénesis mitocondrial. Recientemente, la dinamica mitocondrial ha sido
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sugerida para modular la generacion de memoria CD8*. Donde en las células T
con la disminucion de la biogénesis mitocondrial y la produccién robusta de
especies reactivas de oxigeno (ROS) mitocondriales podrian promover la
disfuncion de las células T en infecciones virales crénicas y tumores (Yu Y et
al.,2020). Ademas de apoyar la biogénesis mitocondrial, las mitocondrias son
fuentes importantes de especies reactivas de oxigeno (ROS). Se ha indicado que
los ROS mitocondriales (MROS), particularmente las ROS del complejo lll,
pueden funcionar como intermediarios de sefializacién (Sena L et al.,2014). Las
especies de oxigeno reactivo metabodlico (ROS) producidas durante el proceso
OXPHOS también estabilizan el factor nuclear de células T activadas (NFAT)

(Wang Y et al.,2018).

En un estudio se compararon aspectos de la calidad mitocondrial entre células T
de bazo, ganglio linfaticos de drenaje (dLN) y tumores de ratones injertados con
melanoma (TILs), observandose que la masa mitocondrial y el potencial de
membrana, medidos a través de una tincién de mitotracker green (MG) y Deep
red (MDR), fue mayor en TILs CD8*, sin embargo la proporcién de MDR/MG, una
indicacion de actividad mitocondrial por masa mitocondrial, se redujo en TIL, lo
que sugiere que los TILs no podrian utilizar completamente la actividad
mitocondrial. El aumento de masa mitocondrial se confirmé a través microscopia

electronica y también se observd que los TILs contenian menos numeros de
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copias de ADN mitocondrial (ADNmt), lo que sugiere que la calidad mitocondrial
en los TILs podria verse comprometida. Adicional las mitocondrias en los TILs
exhibieron fenotipos dafiados, incluyendo estructuras de membrana rotas,
estructura de crestas y disminucion del nimero de crestas y longitud de ellas por
mitocondria lo que confirma que los TIL contienen mitocondrias de mala calidad
(llustracion 8).También se observé que la alteracion en membranas puede ser
inducida por el estrés mitocondrial, el que era aumentado en TILs ya que se
observé un aumento en las especies reactivas de oxigeno (ROS) mitocondrial
(llustracion 9) mientras que los ROS intracelulares permanecieron similares entre
las células T de los bazos y tumores. Colectivamente, estos datos revelan que
las células T CD8* son propensas a acumular mitocondrias con potenciales de
membrana mitocondrial comprometidos en el TME. También en el mismo estudio
se observo que los TILs CD8* poseian una mitofagia y autofagia reducida.
También se observo que los TILs con MDR/MG bajas, exhibian un aumento de
la expresion de PD-1 y disminucion de la expresion de T-bet en conjunto con una

menor secrecion de IFN-y y TNF-a (Yu Y et al.,2020).
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llustracion 8: Representacion de la alteracion mitocondrial en linfocitos T infiltrantes de
tumores (TILs) en comparacion con linfocitos de bazo y ganglios linfaticos. (A)
representacion del marcaje con MitoTracker Deep Red (MDR) y MitoTracker Green (MG)
en linfocitos del bazo, de ganglios linfaticos y tumor. (B) Grafico de barras de las medidas

individuales de MDR y MG. (C) Grafico de barras de la relacion MDR/MG, indicador de
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actividad mitocondrial. (D) Visualizacion del n° de mitocondria por microscopia
electrénica de transmisiéon. (E) Medicion del nimero de mitocondrias en linfocitos T de
bazo y tumor. (F) Cuantificacién del ADN mitocondrial (mtADN) en linfocitos T de bazo y
tumor. (G) Visualizacién de la morfologia mitocondrial en linfocitos T de bazo y tumor por
microscopia electrénica de transmision. (H e ) Representacién del nUmero de crestas y

largo en linfocitos T de bazo y tumor (Yu Y et al.,2020).

P=0.013

MitoSOX MFI (relative fold)

llustracién 9: Representacion de la produccién de especies reactivas de oxigeno en

linfocitos T de bazo e infiltrantes de tumor (Yu Y et al.,2020).
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En un estudio se analiz6 la capacidad metabdlica de los TILs al medir la funcion
mitocondrial, la masa y la captacion de glucosa mediante citometria de flujo y
comparandolas con las de ganglios linfaticos, tanto los que drenan al tumor (dLN)
y los que no (ndLN) (llustracién 10). A diferencia del anterior se observé una
reduccion de la masa mitocondrial, asi como de la capacidad de absorber glucosa
en los TILs CD8* de diferentes modelos de tumores incluido el melanoma,
adenocarcinoma, carcinoma de pulmén de Lewis y HNSCC. La pérdida de masa
fue confirmada a través de microscopia electrénica de transmision donde también
se observé una morfologia mitocondrial anormal lo que concuerda con el estudio
anterior. Ademas, se realiz0 un andlisis del metabolismo a través de un
analizador de flujo extracelular Seahorse, donde se observé que los TILs CD8*
exhibian un defecto en el consumo de oxigeno (OCR) y un aumento de la tasa
de acidificacion extracelular (ECAR), indicando una mayor dependencia al
metabolismo glucidico, lo que les impide llevar a cabo funciones celulares criticas
en el microambiente tumoral pobre en glucosa. También se analizé la produccién
de ROS vy el potencial de membrana mitocondrial, observandose que las células
T que respondian al antigeno en el microambiente tumoral mostraron una
despolarizacién mitocondrial, asi como una pérdida de produccion de ROS en
cancer de melanoma. Este estudio también asocio la mitocondria con el fenotipo
de agotamiento ya que se observé una correlacion positiva con la expresion de
moléculas co-inhibitorias como PD-1, LAG3 y TIM-1 en melanoma con la

disminucion de la masa mitocondrial (llustracion 11) (Scharping N et al.,2016).
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llustracién 10: Representacion de la masa mitocondrial y captacién de glucosa en células

TCD8+ de sangre periférica y de HNSCC (Scharping N et al.,2016).
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llustracion 11: Representacion de la relacion entre la masa mitocondrial y la captacion
de glucosa con la expresion de receptores inhibitorios en linfocitos infiltrantes de tumores

(TIL) y linfocitos de ganglio. (Scharping N et al.,2016).
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Estudios previos han demostrado que las células T CD8* son metabdlicamente
flexibles y se someten a una reprogramacion metabdlica a lo largo de cada etapa
de la activacion de las células T, lo que incluye alterar la dependencia de las
mitocondrias para la produccion de energia. En un estudio se observo una
correlacion positiva entre la sefial de TMRM (indicador de potencial de membrana
mitocondrial) con la granzima B y la expresion de IFN-y, moléculas efectoras en
la respuesta antitumoral del linfocito TCD8", lo que indica que el aumento en el
potencial de la membrana mitocondrial puede ser importante para apoyar las

funciones efectoras de las células T CD8* (Amitrano A et al.,2021).
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1.3 Transferencia mitocondrial:

Basado en lo descrito anteriormente de la relacion del metabolismo con la funcion
efectora del linfocito T, las mitocondrias al ser el organelo principal del
metabolismo, cumplen un rol importante en este proceso. Las mitocondrias son
organelos dinamicos unidos de doble membrana que estan presentes en la
mayoria de las células eucariotas y actian en una variedad de funciones para
mantener la homeostasis celular (whitehall J et al., 2019). Son conocidas como
las "centrales eléctricas” de las células porque generan trifosfato de adenosina
(ATP) a través de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), albergan vias de
metabolismo de lipidos esenciales (Pang Y et al.,2021) y tienen funciones clave
en la sefalizacion celular, la proliferacion, el metabolismo y la muerte (Qin Y et
al.,2021). Algunos ejemplos de las funciones celulares importantes de las
mitocondrias incluyen la fosforilacion oxidativa junto con el transporte de
electrones, la regulacién de ROS, la localizacion de proteinas proapoptoéticas y la
polarizacion de la membrana interna para la ATP sintasa. Las mitocondrias
mantienen cada una de estas funciones a través de un equilibrio de biogénesis,
degradacion y eventos de fision y fusion altamente dinAmicos que dependen del
entorno y las necesidades de la célula (Beckermann K et al.,2017). Estos ciclos
constantes de fision y fusion promueven el entremezclado y la homogeneizacion
de proteinas mitocondriales, lipidos y ADN entre diferentes mitocondrias dentro

de la misma célula. Ademas, la dindmica mitocondrial permite la eliminacion
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selectiva de las mitocondrias a través de la mitofagia y la biogénesis mitocondrial
repone la reserva mitocondrial, manteniendo asi un repertorio mitocondrial
saludable dentro de la célula (Shanmughapriya S et al.,2020). Los linfocitos T
deben regular estrechamente el numero y la funcién mitocondrial para permitir la
transicion metabdlica de los linfocitos T virgenes oxidativos a estados efectores
de linfocitos T glucoliticos (Beckermann K et al.,,2017). La maquinaria
mitocondrial, como las vias metabdlicas, el metabolismo de los aminoacidos, los
sistemas antioxidantes, la dinamica mitocondrial, el ADN mitocondrial (mtDNA),
la mitofagia y las ROS mitocondriales (mtROS) son cruciales para las funciones
inmunitarias (Angajala A et al., 2018). La fisibn mitocondrial genera discreta y
fragmentadas mitocondrias que pueden aumentar la produccion de ROS, facilitar
la mitofagia, acelerar la proliferacion celular y mediar la apoptosis. La proteina
relacionada con la dinamina 1 (Drpl) es una proteina citosoélica que se transloca
a la membrana mitocondrial externa (OMM) tras la fosforilaciéon a mitocondrias de
escision. La fusion de mitocondrias en redes lineales o tubulares limita las
mutaciones nocivas en el mtDNA, induce supercomplejos de la ETC (cadena de
transporte de electrones) que maximiza la actividad de OXPHOS y mejora las
interacciones para el flujo de Ca?*. Ademas, las mitocondrias se alargan como
mecanismo de supervivencia en respuesta a hambre de nutrientes y estrés,
vinculando la fusién con la longevidad celular. La fusion OMM esta mediada por
mitofusina 1y 2 (Mfnl, Mfn2), mientras que la fusion de la membrana interna esta

controlada por Optica atrofia 1 (Opal) (Buck M et al.,2016).
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Ademas de estas dinamicas mitocondriales intracelulares, recientemente se
demostro la transferencia horizontal de mitocondrias entre células de mamiferos,
lo que desafia los conceptos actuales de segregacion y herencia de mitocondrias
y ADN. Esta transferencia de mitocondrias promueve la incorporacion de las
mitocondrias transferidas a la red endbégena de las células receptoras
(Shanmughapriya S et al.,2020), que puede conducir a cambios significativos en
el estado bioenergético del huésped y/o alteraciones relacionadas con la
diferenciacion celular, procesos inflamatorios, supervivencia celular o incluso
farmacorresistencia (Zampieri L et al.,, 2021). Ademas, también implica la
transferencia horizontal de genes mitocondriales con implicancia en la
fisiopatologia de la funcion mitocondrial de la célula receptora (Shanmughapriya

S et al.,2020).

Las células vecinas pueden compartir mitocondrias a través de varios
mecanismos, que incluyen (i) la formacion de vehiculos extracelulares (VE), (ii)
nanotubos tunelizados (TNT) formados en los sitios de contacto fisico, iii)
eyeccion mitocondrial, o iv) fusién citoplasmica. Mdltiples estudios han
demostrado que los TNT, puentes citoplasmicos ultrafinos entre células, son el
principal sistema de administracion de mitocondrias en tejidos sanos y tumorales
(Sahinbegovic H et al.,, 2020). Los nanotubos tunelizadores facilitan el

intercambio selectivo de organulos o vesiculas de membrana y pequefias
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moléculas solubles citoplasmaticas y de membrana. Son estructuras
nanotubulares producidas por el crecimiento de protuberancias de la membrana
celular similares a los filopodios que se conectan con la célula objetivo formando
asi un puente que contienen un esqueleto compuesto principalmente de actina F
y proteinas de transporte que facilitan el transporte activo de carga y mitocondrias
a lo largo de estas estructuras (ilustracion 12) (Shanmughapriya S et al.,2020).
La transferencia de mitocondrias a través de TNT suele ser unidireccional, desde
la célula que inici6 la formacion de TNT a la célula, sin embargo, también se ha
informado de transferencia bidireccional. De manera similar, el medio
hiperglucémico o acidificado, asi como las citoquinas que estimulan la transicion
epitelial a mesenquimal, aumentan la transferencia mitocondrial a través de la

formacion de nanotubos tunelizados (Torralba D et al., 2016).

Otro mecanismo corresponde al trasporte mitocondrial a través de vesiculas
extracelulares (EV), que son vehiculos de comunicacion intercelular que
participan en una serie de procesos fisioldgicos y patoldgicos (Torralba D et al.,
2016), estas vesiculas son poblaciones heterogéneas de vesiculas de membrana
gue son liberadas en los espacios extracelulares por la mayoria de las células,
incluidas las células tumorales (Fujita Y et al., 2016), se pueden dividir en
microvesiculas, exosomas y cuerpos apoptoticos, segun su origen, tamafio y

composiciéon molecular (ilustracion 13) (Torralba D et al., 2016). También se
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clasifican en 3 subclases: vesiculas extracelulares pequefias (S-EV), vesiculas
extracelulares grandes (L-EV) y un grupo intermedio conocido como vesiculas
extracelulares pequefios a grandes. Los S-EV tipicos son exosomas de 50 a 150
nm, caracterizados por tetraspaninas CD9, CD63 y CD81, que contienen carga
mitocondrial y otros componentes celulares. Los L-EV incluyen microvesiculas de
100 a 1000 nm, con un alto contenido de anexina Al, y encapsulan mitocondrias
y otros componentes. Los EV autofagicos pertenecen a la subclase de EV
pequefios a mas grandes y tienen las caracteristicas de expresar la cadena ligera
3 de la proteina 1 asociada a los microtubulos (LC3) (Takenaga K et al.,2021).
Numerosos informes ahora identifican a los EV como mediadores importantes de
las vias de sefalizacion extracelular a través de la transferencia directa de su
carga por membrana. La biogénesis del desprendimiento de microvesiculas se
estimula mediante la activacién de la membrana plasmatica, como la entrada de

calcio intracelular (Fujita Y et al., 2016).
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llustracion 12: Representacion del mecanismo de transferencia mitocondrial a través de

nanotubo tunelizado (Sahinbegovic H et al., 2020).
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llustracién 13: Representacion del mecanismo de transferencia mitocondrial a través de

vesiculas extracelulares (Torralba D et al., 2016).

Las transferencias mitocondriales ocurren tanto en condiciones fisioldgicas, por
ejemplo, en la homeostasis tisular y el mantenimiento de la troncalidad como en
condiciones patologicas como la hipoxia, la inflamacién y el cancer. Las cargas
transferidas pueden contener mitocondrias sanas o dafiadas. Las mitocondrias
sanas se transfieren de las células donantes para proteger a las células
receptoras del estrés oxidativo y la apoptosis y para mejorar su respiracion
mitocondrial; a diferencia de las células estresadas, que pueden transferir las
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mitocondrias dafiadas a las células receptoras para aliviar su carga de
mitocondrias dafiadas. Por ejemplo, en un accidente cerebrovascular, los
astrocitos liberan mitocondrias saludables que ingresan a las neuronas para
promover la viabilidad y produccién de ATP (Hayakawa K et al.,2016) , también
se ha indicado que los cardiomiocitos (CM), células de musculo liso altamente
especializadas con una vida util extremadamente larga y una baja tasa de
renovacion, que dependen de una gran reserva de mitocondrias para satisfacer
sus demandas energéticas intensivas y recientemente se propuso la
transferencia mitocondrial intercelular entre los CM y los macréfagos residentes
en el corazén (cMAC) circundantes como una ruta extracelular por la cual los CM
eliminan las mitocondrias disfuncionales (Pang Y et al.,2021). También en un
estudio se observd una transferencia mitocondrial mediante nanotubos
tunelizados desde MSC hacia macréfagos induciendo una mejora en su
capacidad fagocitica (Jackson M et al.,2016), esto similar a otro estudio realizado
posteriormente donde se observé que las MSC humanas suprimen la secrecion
de citoquinas proinflamatorias, mejoran la capacidad fagocitica y promueven la
expresion del marcador de macréfagos M2 en macréfagos humanos en presencia
de liquido de lavado broncoalveolar de pacientes con ARDS (sindrome de
dificultad respiratoria aguda) a través de transferencia mitocondrial a través de
vesiculas extracelulares (Morrison T et al.,2017). En un estudio de observé que
existe transferencia mitocondrial de los eritroblastos hacia los macréfagos via

nanotubo tunelizado (TNT) y vesiculas extracelulares (Yang C et al.,2021). En un
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estudio se observd que las células Jurkat transfieren mitocondrias a través de
nanotubos tunelizados a las MSC, pero reciben pocas mitocondrias de las MSC,

lo que genera quimiorresistencia (Wang J et al.,2018).

Con el avance de la ciencia, la transferencia de mitocondrias se logro realizar
mediante métodos artificiales mediante el protocolo llamado MitoCeption, que
corresponde a una nueva herramienta disefiada para comprender mejor la
dindmica mitocondrial implantada artificialmente y los efectos de las mitocondrias
transferidas a las células receptoras independientemente de otros factores
(Zampieri et al., 2021). El protocolo MitoCeption permite la transferencia de
mitocondrias aisladas del tipo de célula A al tipo de célula B de modo que, al final,
el tipo de célula B contiene tanto su propia mitocondria como la exdgena (Caicedo

et al., 2015).

Enrelaciéon a una transferencia mitocondrial hacia linfocitos T CD4*, en un estudio
se observd transferencia de mitocondrias de las células reguladoras derivadas
de mieloides (MDRC) hacia linfocitos T de sangre periférica tanto de donantes
sanos como asmaticos a través de exosomas, este andlisis fue a mediante un
cocultivo entre exosomas del BAL (liquido broncoalveolar) marcados con Mito
Tracker green con células T CD4* y se observé a través de imageStream

entregada por citometria de flujo exosomas Mito Tracker Green* (MTG™) en el
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interior de linfocitos T CD4* verificando una transferencia exosomal de
mitocondrias y mediante un marcaje con la sonda MitoSox, tinte fluorescente rojo
gue evalla la produccion de superoxido, se observo que las células que adquirian
las mitocondrias exhibian un aumento en la produccién de superoxido
presentando como un marcaje positivo a la sonda MitoSox (Hough K et al.,2018).
También existe otro estudio donde se observdé que la transferencia de
mitocondrias desde MSC hacia linfocitos Th17 induce una disminucion de su
secrecion de IL-17 (Luz-Crawford et al.,2019). Por otro lado, existe un estudio
gue evalud la transferencia entre células madre mesenquimales (MSC) marcadas
con MTG* con células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a través de
cocultivo, que luego a través de FACS se evalud el porcentaje de transferencia
mitocondrial de células T CD3*, B CD19* y natural killer (NK) CD56", medido
como el porcentaje de MTG™* (ilustracién 14), y tal transferencia se confirmé
mediante imagenes de fluorescencia (ilustracién 15). En este estudio también se
realizd transferencia mitocondrial utilizando el protocolo artificial denominado
MitoCeption, siendo la célula dadora de mitocondrias la MSC con previo marcaje
con MTG hacia Linfocitos T CD3*, observando en ambas situaciones que los
linfocitos T CD3* son células permisivas a la transferencia mitocondrial
(ilustracién 16). También se evalué la secrecion de IFN-y desde células T CD4*
y CD8* post-transferencia mitocondrial en un ambiente inflamatorio, observando
un descenso en la secrecién de la citoquina y también se analizo el efecto de la

transferencia mitocondrial artificial sobre la proliferacion de linfocitos T CD3* y no
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se observaron efectos significativos. Enfocandose en los linfocitos T CD4* se
observd que esta transferencia indujo un aumento la expresion de las
transcripciones de ARNm involucrados en la diferenciacion a células Tregs y para
comprobar que la transferencia induce una alteracion en la diferenciacion del
linfocito TCDA4*, se realizaron analisis funcionales con células T CD4* sin
tratamiento previo clasificadas con FACS. Las PBMC humanas se mitoceptaron,
tineron y clasificaron para  poblaciones de células virgenes
(CD4*CD45RA*CD45R0O") Mito* (que adquirieron mitocondrias) y Mito~ y se
observo su diferenciacion in vitro en ausencia o presencia de medios inductores
de Treg (anti-CD3, IL-2 y TGF-31) y se observé que, en ambas condiciones, las
células Mito* presentaban porcentajes mas altos de células T regs con fenotipo
FOXP3*CD25* en comparacion a Mito™ lo que reveld que la MitoCeption sélo era
capaz de impulsar la diferenciacion de las células Tregs (CD25*FoxP3*) (Court A

et al., 2020).
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llustraciéon 14: Representacién de la transferencia mitocondrial desde célula madre
mesenguimal (MSC) hacia células inmunitarias a través de cocultivo y previo marcaje
mitocondrial en las MSC (figura A y B). En C representa el porcentaje de transferencia
mitocondrial hacia células CD45+ desde MSC aisladas de diferentes sectores, tal como
medula 6sea (BM), menstrual y cordon umbilical. En D representa el porcentaje de
transferencia mitocondrial hacia linfocito T CD3+, linfocito B CD19+ y célula NK CD56+.
En E representa el porcentaje de transferencia mitocondrial hacia linfocito TCD4+ y

CD8+ (Court A et al., 2020).
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llustracién 15: Representacion mediante imagenes de fluorescencia de la transferencia

mitocondrial desde célula madre mesenquimal hacia linfocito T (Court A et al., 2020).
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llustracion 16: Representacion de la transferencia mitocondrial artificial hacia el linfocito

T CD3*. La figura A representa el esquema de transferencia artificial de mitocondrias
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obtenidas desde células madre mesenquimales. En la figura B corresponden aimégenes
de microscopia confocal de linfocitos T control y mitoceptados, con la mitocondria de
color verde. En la figura C representa el grafico de transferencia mitocondrial en los
linfocitos T dado por niumero de célula dadora y célula receptora. En la figura D
corresponde a imagenes de microcopia electronica de transmision de linfocitos T CD3+
mitoceptados (mito pos) y control (mito neg). En la figura E representa un gréfico del

numero de mitocondrias en las células mito positiva y mito negativa (Court A et al., 2020).

Retomando el contexto del cancer, la modulacién de las mitocondrias tumorales
es un mecanismo importante que ayuda a las células cancerosas a escapar del
control del sistema inmunolégico y desarrollar resistencia a los farmacos.
Ademas de las células neoplasicas e inmunes, el microambiente tumoral contiene
muchos tipos de células diferentes que pueden controlar el estado de las
mitocondrias en un tumor tanto directamente, por contacto célula-célula, como
indirectamente, por la secrecion de factores solubles y una variedad de vesiculas
extracelulares (Sahinbegovic H et al., 2020) (Takenaga K et al.,2021). Existen
antecedentes que las células cancerosas adquieren mitocondrias de las células
sanas circundantes para optimizar y reparar la maquinaria metabdlica dafada y
promover la supervivencia, siendo uno de sus donantes criticos las células del
estroma mediante la formacién de nanotubos tunelizados (Shanmughapriya S et
al.,2020) (Pasquier J et al.,2013) (Lu J et al.,2017) (Qin Y et al.,2021),

62



(Antanavicitté | et al.,2014) (Zhang Z et al., 2020). Por ende, el transporte de
mitocondrias son un mecanismo por el cual la célula tumoral toma ventaja en el

microambiente tumoral.
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2. PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

2.1 Problema de investigacion:

Se sabe que existen mecanismos de trasferencia mitocondrial entre diversas
células, incluidas las células cancerigenas y se sabe que en el microambiente
tumoral existe un alza de los linfocitos que exhiben un fenotipo exhausto, con una
alza en la expresion de receptores inhibitorios, pero hasta la fecha no se ha
asociado una transferencia mitocondrial desde las células tumorales hacia los
linfocitos T que expliqgue este fendbmeno, ni se han evaluado mecanismos de
transferencia mitocondrial artificial utilizando como célula dadora de mitocondrias
la célula cancerigena, por ende, no se han realizado estudios que analicen el
fenotipo exhausto inducido por transferencia artificial de mitocondrias obtenidas

de lineas celulares de cancer oral hacia linfocitos T.

2.2 Pregunta de investigacion:

¢, Cual es el efecto en la expresion de moléculas de superficie inhibitorias,
proliferacion y secrecibn de citoquinas de la transferencia artificial de

mitocondrias obtenidas desde la linea celular HSC3 hacia linfocitos T CD4*?
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La transferencia artificial de mitocondrias obtenidas de la linea celular HSC3
induce un fenotipo exhausto caracterizado por el alza en la expresién de
moléculas de superficie inhibitorias, disminucién de la proliferacion y disminucion

de citoquinas inflamatorias en linfocitos TCD4* aislados de individuos sanos.

3.2 Objetivo general

Analizar el fenotipo del linfocito T CD4* post transferencia artificial de

mitocondrias obtenidas desde la linea celular de cancer oral HSC-3.

3.3 Objetivos especificos:

1.- Evaluar la eficiencia de la transferencia artificial de mitocondrias obtenidas de

linea de cancer oral HSC-3 hacia linfocitos TCD4*.

2.- Evaluar la proliferacion, expresion de moléculas de superficie y la secrecion

de citoquinas de los linfocitos TCD4* post transferencia mitocondrial artificial.
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4. MATERIALES Y METODOS

1" Objetivo especifico: Estandarizar y evaluar la eficiencia de la transferencia
artificial de mitocondrias obtenidas de linea de cancer oral HSC-3 hacia linfocitos

TCD4".

4.1 Obtencion de muestras:

4.1.1 Aislamiento de linfocitos T CD4*

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC):

Se recolectaron muestras de sangre periférica de donantes sanos con previo
consentimiento informado y se utilizé el medio de gradiente de densidad Ficoll -
Paque PLUS para el aislamiento de células mononucleares (PBMC) a través de
una centrifugacién por gradiente de densidad. La muestra se diluyd en una razén
1:1 con PBS (Tampon fosfato salino), luego lentamente la muestra se incorporé
a un tubo de 50 mL inclinado con ficoll, se centrifugd por 20 minutos y con una
pipeta pasteur se extrajo el anillo de células mononucleares que se encuentra en
la interfaz el cual se traspasoé a un tubo de 50 ml que luego se lavo a través de
dos centrifugaciones a 1000 rpm y 1500rpm por 10 minutos, donde el pellet se
resuspendié con 1 mL PBS, del cual se extrajo 10 ul y deposité en un pocillo de

la placa neubauer que contenia 90 ul del reactivo azul de Tripan, se resuspendi6
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y de ella se extrajo 10 pl que se depositd en una placa de neubauer para el conteo

de células utilizando la formula del anexo n°1.

Aislamiento de linfocitos T CD4* por MACS:

El aislamiento de linfocitos T CD4* se realizO a través de una separacion
magnética de células activadas “MACS”, mediante el uso de perlas magnéticas
gue se encuentran unidas a anticuerpos especificos. La separacion se lleva a
cabo haciendo pasar una muestra previamente incubada con microesferas
paramagnéticas adheridas a la superficie celular mediante un anticuerpo
especifico, a través de una columna que contiene una matriz de esferas
ferromagnéticas recubiertas de un material inerte que no dafa las células.
Cuando se coloca la columna sobre un iman, las esferas crean un campo
magnético de gran intensidad que atrae fuertemente las microesferas MACS y
las células unidas a ellas, mientras que las células que no se unen fluyen

libremente a través de la columna.

El protocolo corresponde a realizar una centrifugacion a la muestra contada de
PBMC, de acuerdo al niumero de células y se resuspende el pellet de células
PBMC en 80 uL de buffer MACS por 10 millones de células, luego se incorpora
20uL de microbeads CD4 por 10 millones de células, se incuba por 15 minutos
en el refrigerador a 4°C en oscuridad, se lava con 1 a 2 ml de buffer MACS por

10 millones centrifugando a 1500 rpm por 10 minutos y el pellet se resuspendi6
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en 500ul de buffer MACS por 100 millones de células. A continuacion, se realizo
la preparacion del equipo MACS, se incorpord la columna MACS al equipo y se
lavé con 3 ml de buffer MACS, posterior a ello, se incorporé la solucion de PBMC
a la columna y se realizaron 3 lavados de 3 ml de buffer MACS, el volumen que
eluy6 de la columna se recibié en un falcon de 15ml rotulado como poblacién
negativa. Una vez terminados los lavados se retiré la columna del equipo MACS
y se incorpor6 en un falcon de 15 ml rotulado como poblacion positiva, ahi se
afiadieron 3 ml de buffer MACS a la columna y se retir6 lo adherido previamente.
Finalmente se centrifugd la poblacion positiva a 1500 rpm por 10 minutos y se
resuspendido en 1mL de buffer MACS para llevar al sorter. (Miltenyi Biotec CD4

MicroBeads Human, N° de catélogo: 130-045-101).

La poblacién enriquecida de linfocitos TCD4* se llevé a placa de 96 pocillos con
medio RPMI 5% SBF (Suero bovino fetal) e IL-2 y se activé con anti CD3/CD28
en una relacion Y4, es decir 6,25ulL por pocillo por millon de células. Luego, se
incubd a 37°C y se expandi6 en placa y en flask T25 con medio RPMI 5% SBF e

IL-2.
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4.1.2 Procesamiento de linea celular de cancer:

La linea de cancer HSC3 se incubd en flask T175 con medio DMEM alto en
glucosa y 5% de SBF para su crecimiento, las células fueron observadas
regularmente, una vez completado un 80-100% de crecimiento se expandieron a
otros flask T175 con el medio de cultivo correspondiente y adicional se
congelaron células tumorales a -80°C para proximos experimentos a través de
un protocolo de congelamiento. El medio se cambi6 cada 2 a 3 dias, dependiendo
de su confluencia y se expandié de acuerdo con las necesidades de células

requerido en los siguientes experimentos.

4.1.3 Aislamiento de mitocondrias de células cancerosas:

Se aislaron mitocondrias de células tumorales de cancer oral utilizando el kit de
aislamiento mitocondrial para células cultivadas (ThermoFisher Scientific) con un
marcaje previo por incubacion con sondas MitoTracker® Green FM realizado tras
una incubacién a 37°C por 30 minutos con la sonda en una concentracion de 100
nM previamente precalentada, una vez terminado el marcaje se lavaron las
células a través de una centrifugacion a 1500 rpm por 10 minutos, se extrajo el
sobrenadante y se dejo el pellet listo para el procedimiento de aislamiento.
(MitoTracker®Green FM, n° catalogo:M7514). El protocolo se basé en

sedimentar 2x107 células centrifugando la suspension de células tumorales en un
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tubo de microcentrifuga de 2,0 mL a ~850g durante 2 minutos. Luego, se desecho
el sobrenadante y se agregaron 800 pL de reactivo de aislamiento de
mitocondrias A con una agitacion en vortex intermedio durante 5 segundos y se
dejé en hielo por 2 minutos exactos. Luego, se agregaron 10 pL del reactivo de
aislamiento de mitocondrias B, se agitd en vortex a velocidad maxima por 5
segundos y se incubd en hielo por 5 minutos agitando a velocidad maxima cada
minuto. Luego se agregaron 800 uL de reactivo de aislamiento de mitocondrias
C, se agitd por inversion y se centrifugé a 700g durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo de 2,0 mL y se centrifugd a 12.000g
durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante resultante (fraccion de citosol) se
transfirid a un nuevo tubo y al pellet (mitocondrias aisladas) se le afiadieron 500
uL del reactivo de aislamiento de mitocondrias C y se centrifugaron a 12.000g
durante 5 minutos a 4°C, donde finalmente se desech6 el sobrenadante, y el
pellet (mitocondrias) se mantuvo en hielo para mantener su integridad.

(Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells n°: 89874)

4.2 MitoCeption

La transferencia mitocondrial hacia linfocitos T CD4* se realiz0 siguiendo el
protocolo MitoCeption adecuado a tubos eppendorf, en donde se centrifugaron
las células receptoras en medio Xvivo o RPMI a 500g por 5 minutos a 4°C, se

desecho el sobrenandante y se resuspendi6 el pellet en la suspension celular de
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mitocondrias en 250 uL de medio DMEM alto en glucosa con 5% de SBF con
vortex por 5 segundos y se centrifugd a 500g por 10 minutos a 4°C. Luego se
incubo a 37°C por 24 horas. Al dia siguiente las células se lavaron a 1500 rpm
por 5 minutos, se contaron y plaguearon en una proporcion de 100.000 células
por pocillo en una placa de 96 pocillos en medio RPMI 5%SBF e IL-2 y se dej6

incubando hasta los préximos analisis.

29 objetivo especifico: Evaluar la proliferacion, expresién de moléculas de
superficie y la secrecién de citoquinas de los linfocitos TCD4* post transferencia

mitocondrial artificial.

4.3 Ensayo de proliferacién

La proliferacién de las células T se midié utilizando el kit de proliferacion de
células CellTrace™ Violet segun las instrucciones del fabricante, que se emplea
para el marcaje de células in vitro e in vivo con el fin de rastrear multiples
generaciones a través de citometria de flujo. Las células vivas se marcaron
covalentemente con un tinte estable muy brillante. Cada generacion de células
aparece como un pico diferente en un histograma de citometria de flujo y a

medida que aumenta la proliferacion la fluorescencia del tinte disminuye.
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El marcaje se basa en primer lugar en preparar la sonda, en este trabajo se utilizd
una concentracion de 2uM de sonda en 1mL, y posterior a ello tanto la sonda
preparada y las células a marcar, los linfocitos TCD4* en 1 mL, fueron
precalentadas a 37°C durante 10 minutos, luego se introdujo la sonda a los
linfocitos TCD4" llegando asi a una concentracion de 1 uM de Cell trace Violet y
se incubo por 20 minutos en el bafio termorregulador protegido de la luz, en
paralelo se deja en un recipiente hielo con un frasco de medio con SBF. Una vez
terminado el tiempo de incubacion, las células marcadas se dejaron en hielo y se
le incorporo 5 mL de medio con SBF frio para detener la reaccion y se dejo en
hielo por 5 minutos y finalmente las células se lavaron a 1500 rpm por 5-10
minutos y las células se resuspenden en medio Xvivo y se contaron para tener el
namero de células y con él, se distribuyé las condiciones de la MitoCeption, tanto
las células que fueron mitoceptadas y las que se utilizaron como control.

(CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit, Ref: C34557).
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4.4 Ensayo de expresion de moléculas de superficie:

La expresion de moléculas de superficie de los linfocitos TCD4* control y
mitoceptados se analizo a través de citometria de flujo, técnica de andlisis celular
gue permite medir las caracteristicas fenotipicas (marcadores de superficie) de
las células a través de un marcaje con anticuerpos monoclonales conjugados a

un compuesto fluorescente.

Para ello se rotularon tubos de acuerdo con los 3 paneles de anticuerpos a utilizar
y las condiciones controles de los paneles, el primer panel correspondié a los
anticuerpos: CTLA4-APC y CD25-PE/Cy7, el segundo panel correspondio a:
TIGIT-APC y PDL-1-PE/Cy7, y el tercero correspondi6 a: Lag3- PE/Cy7, PD1-
APC y Tim3-Alex780. La cantidad de anticuerpos dependi6é de la cantidad de
células y las células a marcar correspondieron a las poblaciones post-
MitoCeption tanto control como mitoceptadas. Para el marcaje se retiraron los
pocillos a utilizar con previa resuspension, se llevaron a cada tubo rotulado y se
centrifugaron a 1500rpm a 5 minutos, donde se obtuvo un sobrenadante que se
guardé para andlisis de citoquinas. El pellet se resuspendié en los paneles de
anticuerpos correspondientes y se incubo por 30 minutos en el refrigerador a 4°C,
luego se lavo centrifugando a 1500rpm por 10 minutos, se retir0 el sobrenadante,
se resuspendié en 200 uL de PBS con 10uL de beads de conteo, se llevo al

citometro de flujo y el analisis se realizo utilizando el software FlowJo.
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4.5 Ensayo de secrecién de citoquinas:

Para la deteccién de citoquinas humanas Th1/Th2/Thl7 se utilizo el kit de
Cytometric Bead Array (CBA), el cual contiene anticuerpos dirigidos hacia las
citoquinas: interleuquina-2 (IL-2), interleuquina-4 (IL-4), interleuquina-6 (IL-6),
interleuquina-10 (IL-10), Factor de Necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interferén
gamma (IFN-y) e interleuquina-17A (IL-17A) en una muestra de sobrenadante de
cultivo pos-MitoCeption. A 50ul del sobrenadante de cada condicién del
experimento de MitoCeption, se agregd un mix de 7 citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17, TNF-a y IFN- y) y del anticuerpo de captura conjugado con
phycoerythrin (PE) del Kit Th1/Th2/Th17 agitados previamente en el vortex de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las distintas citoquinas fueron
representadas por beads que emiten distintas intensidades de fluorescencia en
APC (aloficocianina) y la concentracion de cada citoquina fue definida por el
anticuerpo de captura conjugado con phycoerythrin (PE), donde la muestra, los
beads y el anticuerpo de captura fueron incubados por 3 horas en oscuridad
posterior se lavan con 1 mL de PBS y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos,
para eliminar todo anticuerpo de captura no unido, se retird el sobrenadante y el
pellet se resuspendié con 150 uL de PBS y se llevo la muestra protegida de la

luz al citometro de flujo. (Human Th1/Th2/Th17 CBA Kit, n°catalogo: 560484).
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6. RESULTADOS

Para evaluar la eficiencia de la transferencia mitocondrial artificial, se realizd una
tincion de mitocondrias a partir de las células cancerosas HSC-3 con el reactivo
MitoTracker Green (MTG+), el cual permite visualizar la mitocondria de color
verde fluorescente. En la Figura 1 se observa la eficiencia del marcaje
mitocondrial a través de MitoTracker Green (a una concentracion de 100 nm) en
las células HSC3 (Figura 1), donde se observo plots de citometria de la condicién
control negativo al marcaje y las células que se marcaron con el tinte mitocondrial,
observandose dos poblaciones claramente definidas. Ademas, en la Figura 2
muestra la fluorescencia de color verde de las mitocondrias marcadas con
MitoTracker Green a través de imagenes de fluorescencia obtenidas de las dos
poblaciones anteriormente nombradas (Figura 2), donde se observa claramente
células con mitocondrias verdes en las células tefiidas con el tinte y no se observa

fluorescencia en las células negativas al marcaje.

75



< < 10
oh o
[i=] ==
=T =+
2 3
[T [T
2 2 3
LY ] 10
=T =
o
-IIII:3
-IEIG 1] 103 104 IIII5
REh APC-A
a) HSC-3 control b) HSC-3 marcadas MTG+

Figura 1: Marcaje mitocondrial en células de cancer oral HSC-3 a través de
citometriade flujo. La poblacién positiva para MitoTracker Green se representa a través
del fluoréforo AlexaFluor 488-A y la viabilidad celular a través del LiveDead en el

fluoréforo APC (aloficocianina), resultados obtenidos a través de FlowJo.
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HSC-3 MTG- CONTROL HSC-3 MTG+

Figura 2: Imagenes de fluorescencia del marcaje mitocondrial en células de cancer
oral HSC-3. La flecha roja indica una célula con mitocondrias verdes producto del

marcaje en las células cancerosas con el tinte mitocondrial MitoTrackerGreen.
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Posterior al marcaje los préximos procedimientos correspondieron al aislamiento
y transferencia de mitocondrias hacia el linfocito TCD4*. En la Figura 3 representa
la eficiencia de la transferencia mitocondrial a través del protocolo de
MitoCeption, a través de la adquisicion de mitocondrias marcadas verdes en
linfocitos T CD4* receptores de mitocondrias (Figura 3). En la figura se observan
plots de citometria de la condicidn control negativa a la transferencia mitocondrial
y plots de los linfocitos T positivos a la transferencia mitocondrial, donde se puede
observar el porcentaje de transferencia dado por la expresiéon positiva del tinte

mitocondrial MitoTrackerGreen.

La transferencia también se evalu6 por nimero de célula dadora de mitocondrias,
en la Figura 4 muestra la eficiencia de la transferencia mitocondrial por nimero
de célula dadora de mitocondrias, utilizando 5 a 10 millones de células HSC-3 y
la eficiencia se evalué como positivo a MitoTrackerGreen (Figura 4). Hasta la
fecha se han realizado un total de 9 transferencias mitocondriales representadas
en la Figura 5, donde se observa un promedio de 60% de transferencia

mitocondrial (Figura 5).
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Figura 3: Resultados del proceso de Mitoception hacia linfocitos T CD4* a través
de citometriade flujo. Se muestran los plots de citometria de la condicién control TCD4*
y mitoceptadas, indicando la poblacion positiva a la adquisicion de mitocondrias
marcadas con MitoTracker Green (mito+) de color verde, resultados obtenidos a través

de FlowJo.

79



50-
C
O 40- ..59
5 .
Q 30-
E ¢
S 201
= 10-
2
0'_e | |

Mito -5m 10m

Figura 4: Eficiencia de la transferencia mitocondrial por namero de célula dadora
de mitocondrias. Gréafico que representa la eficiencia a través del porcentaje de
MitoTracker Green adquirido en el linfocito TCD4*, de la condicion control (mito-) y
Mitoceptadas desde 5 y 10 millones de células HSC-3. Estadistica a través de la prueba
estadistica one wey anova, con un p: 0,0211 (*) entre mito- y 10 millones, andlisis a

través de Prism 9.
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Figura 5: Gréfico de la eficiencia de la transferencia mitocondrial hacia linfocitos
TCD4". Se observa la adquisicion de mitocondrias mediante el marcaje de MitoTracker
Green en linfocitos T CD4* control (mito-) y mitoceptadas (mito*). Estadistica a través de

Prism 9, con un n=9, un p<0,0001 (***) por el ensayo estadistico test.
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Para el segundo obijetivo especifico el primer resultado a mostrar es el efecto de
la transferencia mitocondrial en la proliferacion del linfocito TCD4*. En la imagen
A de la Figura 6 representa dos histogramas de citometria de flujo del IFM del
reactivo cell trace violet del dia 1 y 3 post transferencia mitocondrial (Figura 6A).
En cada uno se observa el pick pre-transferencia sin color y post transferencia
de cada grupo a analizar, el que adquiri6 mitocondrias a través de
mitoception(mito+) de color verde y el grupo control no mitoceptado (mito-) de
color gris. En ambos dias se observa una diferencia en la proliferacion entre el
grupo control y el grupo mitoceptado. En la imagen B y C de la Figura 6 se
observa dos graficos que representan el delta del MFI del reactivo cell trace violet
al dia 1 (Figura 6B) y 3 (Figura 6C) pos-transferencia mitocondrial
respectivamente. El MFI esta dado por la diferencia entre el MFI del cell trace
violet pre-transferencia y post-transferencia de cada grupo. Se observo que
existe una diferencia significativa entre el grupo control y el mitoceptado, y esta

diferencia se mantiene en el tiempo.
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Figura 6: Resultados del ensayo de proliferacion a través de citometria de flujo.
En la imagen A representa el histograma representa del indice de fluorescencia media
(MFI) del reactivo cell trace violet (CTV) de la poblacion pre-transferencia (sin color),
control mito- (Gris) y Mito+ (Verde) post transferencia. En la imagen B y C se observa
gréficos del delta de MFI del reactivo CTV al dia 1 y 3 respectivamente. Resultados
obtenidos a través de FlowJo y estadistica a través de Prism9 con un P<0,0001 a través

del test estadistico pareado T test.
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Luego se analizé el efecto de la transferencia mitocondrial en el fenotipo del
linfocito T CD4+, dado por la expresion de diversas moléculas de superficie. En
la Figura 7 representa el histograma de citometria de flujo y el grafico del % de
expresion de cada una de ellas, tanto CD25 (Figura 7A), OX40 (Figura 7B), PD-
1 (Figura 7C), PDL-1 (Figura 7D), LAG-3 (Figura 7E), TIM-3 (Figura 7F), TIGIT
(Figura 7G) y CTLA-4 (Figura 7H), de la poblacion control no mitoceptada (mito-,
color gris) y mitoceptada (mito*, color verde). Se observaron diferencias
significativas en 5 moléculas de superficie: PD-1, PDL-1, LAG-3 TIGIT y CTLA-4,
dada esta diferencia significativa por un alza en el porcentaje de la poblacién con

expresion positiva de estas moléculas en el grupo mitoceptado.
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Figura 7: Expresion de moléculas de superficie en los linfocitos TCD4" a través de
citometria de flujo. Se observa tanto histograma como grafico de la expresion de (A)

CD25, (B) OX40, (C) PD-1, (D) PDL-1, (E) LAG-3, (F) TIM-3, (G) TIGIT y (H) CTLA-4.
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Resultados a través de FlowJo y estadistica a través de PRIMS 9 utilizando la prueba

estadistica T student, con un p<0,05 (*).

Lo ultimo a revisar para el objetivo especifico 2 es el efecto de la transferencia
mitocondrial en la secrecion de citoquinas del linfocito T CD4*. La Figura 8 representa la
secrecién de citoquinas del linfocito T CD4*, tanto control (mito-) y mitoceptado (m+), se
analizaron las siguientes citoquinas: IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-2, IL-4 e IL-17 (Figura
8). Se observé una disminucion significativa en las citoquinas tipo Thly Th2: IFN-y, TNF-
a, IL-10 e IL-4 en linfocitos T CD4* mitoceptados con mitocondrias provenientes de

células cancerosas.
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Figura 8: Secrecién de citoquinas en linfocitos T CD4* mitoceptados a través de

citometria de flujo. Los gréficos indican la concentracion en pg/mL de citoquinas IFN-

y, TNF-a, IL-10, IL-8, IL-2, IL-4 e IL-17 humanas (hu) en poblacion TCD4* Mito- y Mito+.

La estadistica se realizé mediante Prism 9, utilizando la prueba estadistica t test con un

p<0,05 (¥).
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7. DISCUSION:

El sistema inmune cumple un papel clave en la defensa contra diversas
patologias y asi como en las enfermedades autoinmunes (Ostroumov D et al.,
2018). El linfocito T, tanto el linfocito TCD8* y CD4*, mediadores de la respuesta
inmune adaptativa celular, ejecutan sus funciones mediante respuestas tanto
directas, a través de la liberacion de moléculas citotdxicas, como indirectas, en
la modulacién y coordinacion de otras células inmunitarias respectivamente y con
ello realizan una defensa contra diversos patdgenos (Bell R et al.,2016) (Tay R

et al.,2021)

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo (Han Y et al.,
2020) y por ende su estudio es primordial. Con el avance de la ciencia se ha
podido descubrir algunos de sus mecanismos de ataque, de crecimiento y
proliferacion; y también de mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria.
La investigacion acerca de este hecho es amplia, se han observado diversos
mecanismos incluyendo la liberacién de metabolitos desde la célula tumoral al
microambiente tumoral que altera respuestas de los linfocitos T, también existe
una alteracién del pH (Xu Y et al.,2021) e induccién de muerte a células
inmunitarias mediante la liberacion de vesiculas que contienes FAS-L (ligando de

FAS) (Wieckowski E et al., 2013).
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Uno de los canceres que evade la respuesta inmunitaria del linfocito T es el
carcinoma de células escamosas, correspondiente a uno de los canceres mas
frecuentes de los canceres de cabeza y cuello (HNSCC), incluyendo el de la
cavidad oral (OSCC). Este cancer es mas prevalente en hombres que en mujeres
y cada afio se estima que ocurren 3 millones de nuevos casos alrededor del
mundo con una tasa de supervivencia general a los 5 afios para el carcinoma oral
de células escamosas (OSCC) de solo el 50% (Stasikowska-Kanicka O et
al.,2018). Uno de los mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria en este
tipo de cancer es la existencia de un fenotipo exhausto en el linfocito T,
caracterizado por la expresion de receptores inhibitorios (Curry J et al.,2014)
(Dong Y et al.,2021). El fenotipo exhausto se define como un conjunto de
caracteristicas que hacen que una célula inmune no realice su funcién efectora
correctamente, tales caracteristicas son una baja en la proliferacién, secrecién
de citoquinas y un alza en la expresion de receptores inhibitorios (Jiang Y et

al.,2015) (Lim A et al., 2020).

Se sabe que el metabolismo esté asociado con la ejecucion de la funcion efectora
de las células inmunitarias (Scharping N et al.,2016) y la mitocondria, el principal
organelo de los procesos metabolémicos, también se ha visto alterado en el
microambiente tumoral (Yu Y et al.,2020). Adicional, existen antecedentes de que

la transferencia mitocondrial en el microambiente tumoral induce diversos
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beneficios a las células tumorales, tales como la adquisicion de
quimiorresistencia (Pasquier J et al.,2013), un aumento en el poder tumorigénico
(Dong L et al.,2017) y una mejora en la capacidad invasiva en la célula receptora
(Lu J et al.,2017) (Qin Y et al.,2021). En relacion con el carcinoma oral existe un
estudio que indica la presencia de nanotubos tunelizados, un mecanismo de
transferencia mitocondrial, en el carcinoma de células escamosas de laringe
humana (LSCC), dicho estudio también indico la presencia de mitocondrias al
carcinoma de células escamosas orales (Zhang Z et al., 2020) y de un estudio
realizado previamente se observo la presencia de proteinas mitocondriales en el

secretoma del cancer oral.

Sumando el hecho de que la transferencia mitocondrial induce un efecto positivo
en la célula tumoral y el linfocito T en el microambiente tumoral se encuentra en
un estado exhausto, fueron los motivos este estudio para investigar si existe
conexion entre ambos factores y en efecto, en este estudio se observé que la
mitocondria adicional a tener un rol metabolémico también tiene un papel en la

induccion de un fenotipo exhausto, esto a través de un protocolo artificial.

En primer lugar, se observd que el linfocito TCD4* es una célula permisiva a la

transferencia mitocondrial, utilizando una mitocondria marcada y aislada desde
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una célula cancerosa de cancer oral. Esta transferencia fue efectiva en un
promedio de un 60%, porcentaje similar a otro estudio de transferencia
mitocondrial hacia el linfocito T, pero utilizando una célula madre mesenquimal

como célula dadora de mitocondrias (Court A et al., 2020).

Ya que la transferencia en otros estudios induce varios efectos tanto en la
capacidad fagocitica (Jackson M et al.,2016) como en la secrecion de citoquinas
en la célula receptora (Court A et al., 2020), en este estudio se evalud la hipbtesis
si tal adquisicion mitocondrial induce un efecto en el fenotipo del linfocito TCD4*
y en los resultados se observdé que las células mitoceptadas, células que
adquirieron mitocondrias, exhibieron una disminucion significativa en la
proliferacion a diferencia de las células control, no mitoceptadas, esto medido al
dia 1 y 3 post-transferencia mitocondrial artificial, indicando que el hecho de
adquirir una mitocondria desde una célula cancerosa de cancer oral induce que
el linfocito tenga una menor proliferacion en contraste a un linfocito que no
adquiri6 mitocondria. Esto corresponde a una de las caracteristicas de un
fenotipo exhausto expuesto anteriormente, y dado que al cancer le beneficiaria
que el linfocito T no proliferara, se continua con la idea de la conexion de ambos

factores en el microambiente tumoral.
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Dado que la otra caracteristica de un fenotipo exhausto es la expresién moléculas
de superficie inhibitorias, en este estudio se observé que células mitoceptadas,
gue adquieren mitocondrias, esta mitocondria induce una alza significativa en la
expresion de diversas moléculas de superficie inhibitorias tales como: PD-1,
TIGIT, CTLA-4, PDL-1 y Lag3 (p: 0,0088; 0,0184; 0,0299; 0,0205; 0,0232
respectivamente), indicando que tal adquisicion de mitocondria influye en una de
las vias de expresion de estas proteinas, induciendo asi un efecto inmuno-
regulador en la funcion efectora del linfocito TCD4*. Estas moléculas inhibitorias
son moléculas ya conocidas en el contexto del cancer y se han asociado a efectos

negativos en los pacientes (Dong Y et al.,2021).

Dado que, estudios de transferencia inducen una alteraciéon en la secrecién de
citoquinas, en este estudio se analizé el efecto de una mitocondria cancerosa de
cancer oral en la secrecion de citoquinas en el linfocito TCD4*, en donde se
observo que los linfocitos TCD4* que adquieren mitocondrias desde la linea de
cancer HSC-3 les induce una disminucion significativa en la secrecién de 4
citoquinas, correspondientes a IFN-gamma, TNF-alpha, IL-10 e IL-4, citoquinas
de lavia TH1y TH2 (p: 0,0149; p: 0,0149; 0,0150; p: 0,0353 respectivamente) en
comparacion con el control, no mitoceptada. Este hecho indica que la mitocondria
adquirida induce un efecto en alguna via de la expresion de estas citoquinas,

cumpliendo asi con otra de las caracteristicas de un fenotipo exhausto del
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linfocito T. Las citoquinas IFN-gamma y TNF-alpha, corresponden a citoquinas
citotoxicas que secretan los linfocitos T para inducir citotoxicidad hacia una célula
maligna, por ende, fue l6gico asociar una expresion de receptores inhibitorios con
una disminucion de estas citoquinas. La IL-4 e IL-10 son citoquinas de la via TH2
asociadas a la inmunidad humoral y la produccién de anticuerpos, por ende, esta
transferencia podria estar asociada al mantenimiento y regulaciéon de las
respuestas inmunes del linfocito B, pero aun faltan estudios que acrediten este
hecho. La IL-10 causo intriga debido a que corresponde a una citoquina
antiinflamatoria que al cancer le favoreceria elevar, pero al observar esta
disminucién indicaria que este fenotipo exhausto no esta asociado a un alza de

citoquinas antiinflamatorias, sino que disminuir las citoquinas inflamatorias.

Sumando estos resultados, y al ser el primer estudio realizado en esta indole,
podria indicar un nuevo mecanismo utilizado por la célula tumoral para realizar el
escape inmunoldgico de la respuesta inmune adaptativa del linfocito TCD4* a
través de la induccién de este fenotipo exhausto y asi permitir el crecimiento del

tumor con la proliferacion de las células cancerosas.
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8. CONCLUSION Y PROYECCIONES:

Por ende, sumando los resultados obtenidos se concluye que las mitocondrias
tumorales de cancer oral de la linea HSC-3 aisladas y transferidas hacia el
linfocito TCD4* induce en este linfocito un fenotipo exhausto con caracteristicas
de un alza en la expresion de moléculas de superficie inhibitorias, una baja en la
proliferacion y en la secrecion de citoquinas inflamatorias comprobando asi la
hipétesis de este trabajo de investigacion. Este hecho indicaria el primer estudio
en esta indole y al ser un estudio por medios artificiales, aun faltan estudios que
acrediten este hecho a través de sistemas de co-cultivo y con ello identificar el
posible mecanismo de transferencia utilizado y asi afirmar que el cancer utiliza

este método para realizar el escape inmunoldgico.

94



9. GLOSARIO:

HSCC: carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

SCC: carcinoma de células escamosas

OSCC: carcinoma de células escamosas orales

NK: célula asesina natural

CTL: linfocito T citotéxico

ADCC: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

T regs: Linfocitos T reguladores

CD: célula dendritica

PBMC: células mononucleares de sangre periférica

TNF- a: factor de necrosis tumoral a

IFN- y: interferén-y

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

APC: células presentadoras de antigeno profesionales

CAF: fibroblastos asociados a cancer

TME: microambiente tumoral
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CSC: células madre de cancer

VEGF: El factor de crecimiento endotelial vascular

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta

MDSC: células supresoras derivada de mieloides

TILs: linfocitos infiltrantes de tumores

TOX: La proteina de caja de grupo de alta movilidad asociada a la seleccién de

timocitos

NFAT: factor nuclear de las células T activadas

LAG-3: proteina del gen de activacion de linfocitos 3

CTLA-4: antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos

PD-1: proteina de muerte celular programada 1

TIM-3: inmunoglobulina de células T que contiene dominio de mucina-3

IL: interleuquina

SG: supervivencia general

DFS: supervivencia libre de enfermedad

OXPHOS: fosforilacion oxidativa

FAO: oxidacion de acidos grasos
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OCR: tasa de consumo de oxigeno

ECAR: tasa de acidificacion extracelular

ETC: cadena de transporte de electrones

MTG: MitoTrackerGreen

MDR: mitotracker Deep Red

TMRM:

ROS: especies reactivas de oxigeno
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11. ANEXO:

11.1 Anexo n°l: formula para el conteo de células a través de la camara de

neubauer:

n°células

= Factor de dilucion (10) x 10( factor de la camara de neubauer 1000ul (PBS) x células contadas

11.2 Anexo n°2: manejo de residuos bioldgicos:

Todas las muestras bilégicas y material con el cual tuvo contacto la muestra,
utilizados a lo largo del estudio seran eliminados a través del plan de manejo de
sustancias y residuos peligrosos de la Universidad de Concepcién (MATPEL), en
el depdsito dispuesto para ese fin en el departamento de Bioquimica Clinica e

inmunologia, cuya fotografia se adjunta a continuacién.
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llustracién 17: Depésito de desechos biolégicos, Departamento de bioquimica clinica e

inmunologia, Universidad de Concepcion.

11.3 Anexo n°3: documento de proyecto aceptado por el comité de ética,

bioética y bioseguridad de la Universidad de Concepcion.

Este trabajo forma parte de un proyecto de investigacién el cual fue aprobado por
el comité de ética, bioética y bioseguridad de la universidad de Concepcion, se

adjunta foto parte del documento.
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Considerando que el PROYECTO N2 1211480 titulado “STUDY OF THE METABOLIC
REPROGRAMING OF EFFECTOR CD4+T CELLS BY MITOCHONDRIA TRANSFER IN ORAL CANCER AND ITS
EFFECT UPON T HELPER AND T-DEPENDENT B CELL RESPONSES.", postulado al CONCURSO FONDECYT
REGULAR 2021 por la DRA. ESTEFANIA ANDREA NOVA LAMPERTI, cumple con la Ley N2 20.380, sobre
Proteccion de Animales, con el Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados (CONICYT-
FONDECYT, 2018), adoptado por la Agencia Macional de Investigacidon y Desarrollo - ANID, con el
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Universitaria, este Comité resuelve aprobarlo, confiriendo el presente Certificado.
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llustracién 18: Documento de aprobacion del comité de ética, bioética y bioseguridad de

la universidad de Concepcion.
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