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vii. RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el tipo de cancer oral mas
frecuente en Chile y el mundo. COCE es un cancer de alta mortalidad, y se ha
visto que es capaz de modular la respuesta anti-tumoral por un mecanismo
dependiente de la transferencia mitocondrial (She, Z et al, 2021). En este
contexto, se ha observado la inducciéon de linfocitos T CD4* exhaustos al
transferir mitocondrias artificialmente desde células cancerosas por medio de un
protocolo denominado MitoCeption. Sin embargo, a la fecha no se conoce el
mecanismo natural por el cual las células cancerigenas son capaces de transferir
mitocondrias. El objetivo del presente trabajo es analizar el o los mecanismo de
transferencia mitocondrial natural desde células de carcinoma oral de células
escamosas HSC-3 hacia linfocitos T CD4*, y los efectos de esta transferencia
sobre la célula T. Con este fin, se evaluo la transferencia mitocondrial natural de
mitocondrias en un sistema de co-cultivo (dependiente de contacto) o mediante
Transwell (independiente de contacto), ademas de la presencia y ausencia de
estimuladores de la transferencia e inhibidores de nanotubulos (CytoB),
microvesiculas (GW4869), y autofagia (3-MA). La transferencia mitocondrial se

evalué mediante la deteccion por citometria de flujo de mitocondrias marcadas
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con MitoTracker Red. Ademas, se evaluo la induccion de PD-1 en linfocitos T
CD4* posterior a la transferencia. Finalmente, se analizé la presencia de
proteinas asociadas a mecanimos de transferencia en el secretoma de biopsias
de pacientes con COCE. Como resultado se obtuvo que la transferencia de
mitocondrias dependiente de contacto entre células posee una mayor
contribucion que la transferencia independiente de contacto. Por otro lado, se
observé un aumento en la expresion de PD-1 en los linfocitos T CD4* que
adquirieron mitocondrias desde células HSC-3. También se determind la
presencia de diversas proteinas en el secretoma de biopsias de COCE, las cuales
se asocian a mecanismos de transferencias mediado por nanotubos, vesiculas
extracelulares, conexinas y extrusién. De todas estas vias, la que parece
contribuir en mayor propocion son la generaciéon de nanotubos debido a los
resultados obtenidos de los co-cultivos, y por la alta presencia de proteinas

asociadas a este mecanismo en el secretoma.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las patologias mas estudiadas a nivel mundial, sin embargo,
aun se desconocen muchos mecanismos asociados a su desarrollo. Este
proceso fisiopatoldgico tiene diferentes origenes. Uno de ellos es la generacidn
de mutaciones en el genoma de la célula, lo cual desencadena proliferacion
descontrolada, evasion de los puntos de regulacion del ciclo celular y evasion del
sistema inmune del organismo (Hausman, 2019). En el curso de la neoplasia
participa una compleja red de procesos bioquimicos, fisiopatolégicos y
metabdlicos en un espacio fisico denominado microambiente tumoral (TEM)

(Anderson y Simon, 2020).

Cancer oral

El cancer oral es un cancer con alta incidencia a nivel mundial el cual se
caracteriza por ser una enfermedad multifactorial desencadenada por factores
como la genética de cada individuo, habitos como el tabaquismo y alcoholismo,
lesiones de la cavidad oral, desregulacion del sistema inmune, generacion de

especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, entre muchos otros elementos. Dentro
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de los aspectos clinicos, posee una tardia deteccion, pobre prognosis y una

terapia costosa (Antdn y Somacarrera, 2015).

Cerca del 90% los procesos malignos orales corresponden a carcinoma oral de
células escamosas cuyo origen es epitelial, siendo mas frecuentes las lesiones
que se desarrollan al costado lateral de la lengua (Oreamuno, Y. V. B. 2016). En
un inicio se puede presentar como una erosién, masa de apariencia verrugosa o
como una pequenfia ulcera, mientras que en estadios mas avanzados se presenta
como un tumor de gran tamano, una ulcera profunda e irregular o incluso un
infiltrado duro con capacidad de diseminacion hacia los ganglios linfaticos
circundantes, tal y como se muestra en la Figura 1, con la eventual posibilidad de

evolucion a metastasis (Oreamuno, 2016).
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Figura 1. Tipos de lesiones de la cavidad oral en cancer, presencia de ulceras irregulares o
profundas en la lengua, labios, paladar duro, entre otros.

Para los estudios e investigaciones que se realizan acerca del carcinoma oral de
células escamosas existen varios modelos de trabajo, y uno de ellos corresponde
a la linea celular HSC-3, la cual deriva de un carcinoma oral de células

escamosas de la lengua de un paciente masculino de 64 afos.

El microambiente tumoral (TME)

El proceso neoplasico no depende exclusivamente de la célula tumoral, el
microambiente juega un papel muy importante en la progresién de la
carcinogénesis (Xiao y Yu, 2021). En este ambiente coexisten diversos
elementos tales como las células tumorales primarias que proliferaran y formaran
el tumor, células tumorales circulantes que se desprenden del tumor y poseen
alto potencial metastasico (Paoletti y Hayes, 2016). También existen células
presentes en el estroma que funcionan como soporte para el tumor dentro de las
cuales encontramos fibroblastos asociados al cancer (CAFs), subpoblacion
celular que secreta citoquinas y factores de crecimiento que cooperan con la
remodelacion de la matriz extracelular (ECM) y angiogénesis (Arpinati et al.,

2024). También se encuentran células endoteliales que generan vias de nutricion
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y oxigenacion (Hida et al., 2022). Adicional a estas células estromales y de
soporte, el TME también alberga células del sistema inmune tales como células
natural killer (NK) que desempefian funciones antitumorales, reconociendo y
eliminando células malignas (Myers y Miller, 2021). Sin embargo, algunos
inmunocitos ejecutan actividades pro-tumorales como, por ejemplo, macréfagos
asociados al tumor (TAMs), especificamente macrofagos con fenotipo M2 que
secretan citoquinas inmunosupresoras, estimulan angiogénesis, e inducen la
resistencia a tratamientos (Zhu, S et al., 2021), o neutréfilos asociados al tumor
(TANs), especificamente fenotipo N2 los cuales secretan citoquinas que
favorecen la supresion del sistema inmune e incluso pueden interactuar con
TAMs y linfocitos T reguladores (Hou, R et al., 2025). En la Figura 2 se observan

diversos componentes de este ambiente.
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Figura 2. Representacion del microambiente tumoral, con presencia de células propias del tejido y
células del sistema inmune que participan en la patogénesis del proceso neoplasico.

A pesar de los distintos elementos que contribuyen a este proceso, existe una
poblacién esencial en la respuesta celular contra el tumor: los linfocitos T, los
cuales tienen un papel citotéxico o auxiliador dependiendo de la subpoblacion
celular (Nagasaki y Togashi, 2022). No obstante, existe un mecanismos que
favorece el desarrollo tumoral es la alteracion de la funcion linfocitaria (Allison y

Bridle, 2017).
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Respuesta inmune adaptativa: Linfocitos T

Los linfocitos T poseen receptores altamente especificos conocidos como TCR,
que reconocen de forma diferencial antigenos propios de antigenos tumorales
(Baulu et al., 2023). Estos receptores reconocen componentes antigénicos
cuando son presentados por una célula presentadora de antigenos profesional
(APC) en el contexto de la sinapsis inmunoldgica (Calzada-Fraile, D. 2003),
mediante proteinas como el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y una
serie de elementos coestimuladoras que inducen la activacion del linfocito T
(Knight y Stagg, 1993), como se observa en la

Figura 3.

18



Complejo MHC-antigeno
cancerigeno

CD40-CD40L
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Figura 3. Presentacion antigénica entre una célula presentadora de antigenos profesional y un
linfocito T. Interaccion entre el complejo mayor de histocompatibilidad y TCR, con ayuda de la
presencia de moléculas coestimuladoras: IL-2, CD40/CD40L, CD80/CD28.

Existen dos grandes poblaciones de linfocitos T, por un lado, tenemos el linfocito
T CD8" o linfocito citotdxico, con actividad citolitica (Koh et al., 2023), por otro
lado, el linfocito T CD4* o linfocito auxiliador, el cual es encargado de coordinar y
estimular a otras células del sistema inmune con el fin de combatir y eliminar el
agente desconocido (de Ledn y Pareja, 2018). En especifico, los linfocitos T
CD4" son células que responden a la estimulaciéon del medio ambiente y de otros

inmunocitos, por lo cual, dependiendo de las caracteristicas del proceso se
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genera una serie de subpoblaciones celulares dentro de las cuales encontramos

linfocitos Th1, Th2, Treg, Th17 y Th9 (O'Garra et al., 1997).

Respuesta antitumoral mediada por linfocitos T

La inmunovigilancia corresponde al proceso en el cual las células del sistema
inmune detectan y eliminan agentes patdgenos o células anormales incluidas
células con potencial tumorigénico (Vasquez et al., 2020). Este fendbmeno esta
mediado por la accion de las APC, las cuales inspeccionan los distintos érganos
y tejidos con el fin de mantener la homeostasis y prevenir el desarrollo de distintas
enfermedades (Kroemer et al., 2024). Cuando las APC detectan un antigeno
neoplasico desarrollan una serie de modificaciones fenotipicas y metabdlicas que
desencadenara en la activaciéon de la célula (Chuang et al., 2024). Como
consecuencia, estas células migraran a los linfonodos cercanos en donde
presentan el péptido antigénico a los inmunocitos inmaduros en los 6rganos
linfoides secundarios gatillando la inmunidad adaptativa, moderando la respuesta
antitumoral mediada por células CD4* y CD8" activadas y diferenciadas (de Leon
y Pareja, 2018). En este contexto, los linfocitos T CD4* se diferencian
principalmente a un fenotipo Th1, el cual se caracteriza por la secrecion de
distintas citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-2 (Szabo et al.,
2000). En consecuencia a la liberaciéon de estas moléculas, se induce la

apoptosis en células tumorales y aumenta la permeabilidad vascular,
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incrementando el reclutamiento de inmunocitos (Silva et al., 2021). Ademas, se
aumenta la expresion de MHC-l y MHC-Il en las células tumorales y APC
favoreciendo la activacion y expansion de linfocitos T CD8* y fagocitos (Bottcher

y Reis e Sousa, 2020).

Efecto del cancer sobre la respuesta antitumoral mediada por linfocitos T

El tumor y el microambiente son capaces de alterar el funcionamiento de los
linfocitos T, especialmente los linfocitos T CD4", los cuales se ven afectados por
mecanismos inmunosupresores (Tay et al., 2021). En el estado de linfocito T
naive, las células poseen un metabolismo basado en la oxidacion de acidos
grasos similar a las células quiescentes del organismo, ademas de poseer bajos
niveles de glutaminolisis (Allison y Bridle, 2017). Sin embargo, cuando existe
requerimiento de expansion clonal, las células se activan y comienzan a
proliferar. Para ello necesitan una gran cantidad de energia disponible, la que
debe ser generada con rapidez, ademas de contar con vias biosintéticas que
produzcan las macromoléculas necesarias para la division celular, tales como
aminoacidos, proteinas y lipidos en lo que se denomina “bloques de
construcciéon” (Maclver et al.,, 2013). Por lo tanto, el linfocito activado adquiere
un fenotipo metabdlico basado en la glicolisis al igual que las células

cancerigenas (Macintyre et al., 2014).
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A pesar de lo descrito, en el desarrollo de la neoplasia se ha observado que el
linfocito que reside en el TEM posee una capacidad reducida de activacion y
proliferacién, es mas, el linfocito adquiere un fenotipo exhausto en un ambiente
que favorece la inmunosupresion (Thommen y Schumacher, 2018). Esta
subpoblacion de los linfocitos T experimenta una reduccién progresiva de las
funciones efectoras (Lin et al, 2024), las cuales incluyen la secrecion de
citoquinas y expresion aumentada de diversos receptores inhibidores como
CTLA-4, TIM-3, LAG-3 y PD-1 (Huang et al., 2017). En condiciones fisiolégicas,
estas proteinas de superficie ayudan a mantener bajo control las respuestas
inmunitarias (De Sousa Linhares et al., 2018). En especial la proteina PD-1,
también conocida como proteina de muerte programada 1 esta encargada de
regular la funcién de las células que lo expresan constitutivamente (Gianchecchi
y Fierabracci, 2018), con la finalidad de intervenir en los procesos inflamatorios,
ademas de colaborar con la mantencion de la tolerancia periférica (Wang et al.,
2021). PD-1 esta expresada transitoriamente en la superficie de linfocitos T
activados, limitan la funcion y actividad contra las células del organismo
previniendo procesos inflamatorios exacerbados o procesos autoinmunes
(Vagas-Rojas et al., 2008). No obstante, éste también puede ser utilizado como
mecanismo de evasion del sistema inmune, ya que en los linfocitos T exhaustos
(Tex) la expresion de PD-1 es cronica y progresiva (Wang et al., 2024).

Adicionalmente las células cancerosas sobre expresan proteinas inhibitorias tal
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como PD-1L, el cual interacciona con su receptor PD-1 presente en las células
del sistema inmune, generando sefiales inhibitorias que concluyen en
funcionalidad celular disminuida (Han y Li, 2020), como se muestra en la Figura

4.

Figura 4. Interaccion linfocito T-célula cancerigena en el microambiente tumoral, la célula
cancerigena sobre expresa el ligando del receptor PD-1 e inhibe la activacion y expansion clonal del
linfocito T.
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Mitocondria en cancer

Las células neoplasicas exhiben multiples alteraciones como consecuencia de la
inestabilidad genética, que genera modificaciones en los distintos componentes
celulares tanto nivel estructural como funcional (Andrade y Vélez, 2016). En
especial, la mitocondria es susceptible a la desregulacion genética, afectada por
los altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) presentes en estas

células (Bonora et al., 2021).

Fisiolobgicamente, este organelo esta encargado de la produccion de energia
mediante el metabolismo de carbohidratos y lipidos en procesos como la
fosforilacion oxidativa, B-oxidacién de acidos grasos y ciclo de Krebs (Sainero-
Alcolado et al., 2022). Ademas, tiene por funciéon regular la homeostasis
intracelular de calcio, la apoptosis (Osellame et al., 2012) y la produccion de ROS
como subproducto de la respiracion celular a cargo del complejo de proteinas
mitocondriales conocida como cadena transportadora de electrones (ETC)
(Zhang et al., 2022). Sin embargo, las mitocondrias de células cancerosas
presentan una morfologia anormal, de apariencia fragmentada o alargadas, con
crestas mitocondriales desorganizadas (Chu et al., 2022). Incluso se puede

presentar una variacion en el numero de mitocondrias (Senft y Ze'ev, 2016).
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Por su parte, una célula cancerigena opera bajo el efecto Warburg, fendmeno en
el cual las células dependen casi exclusivamente de la glucdlisis aerobia en lugar
de la fosforilacion oxidativa, incluso en presencia de oxigeno (Wallace, 2012).
Mientras tanto, las mutaciones producidas en el ADN mitocondrial (ADNmt) o
nuclear podrian generan alteraciones en las proteinas del ETC. Esto
desencadena en una mayor produccion de ROS y un declive en la produccion de
energia (Bonora et al., 2021). Ademas, se acumulan metabolitos intermediarios
que actuan como oncometabolitos y fomentan la proliferacion celular (Beyoglu y
Idle, 2021). Todas estas modificaciones terminan por impactar el metabolismo
celular, resistencia a la terapia, capacidad tumorigénica e inflamacién, dentro de
muchas otras consecuencias (Godel et al., 2021), como se observa en la figura

5.

La mitocondria a diferencia de otros organelos cuenta con la capacidad de ser
transferida de manera horizontal, es decir, que puede movilizarse de una célula

a otra sin la necesidad de division celular (Dong L et al., 2023).
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Figura 5. Alteraciones en mitocondria de célula cancerigena, disminucion de la estabilidad y
funcionalidad mitocondrial.

Dinamica mitocondrial

En las células existe un equilibrio altamente dinamico entre la generaciéon vy
eliminacion de mitocondrias (Senfty Ze’ev, 2016), asi como también en la fusion
y fisién, todos procesos que estan involucrados criticamente en la regulacion,
adaptacién y respuesta al estrés celular, con el fin de conservar la integridad de

la masa mitocondrial (Ni H et al, 2015).

26



La eliminacion de mitocondrias disfuncionales o dafiadas puede ocurrir mediante
diferentes mecanismos, predominando la mitofagia como el principal (Picca et al.,
2023). En este proceso las mitocondrias son degradadas selectivamente usando
la maquinaria celular de la autofagia, las mitocondrias son encapsuladas en
autofagosomas gracias a la ayuda de proteinas como LC3, y posteriormente se
fusionan con vesiculas citoplasmaticas lisosomales en unas estructuras
denominadas autofagolisosomas, ahi son degradados a moléculas menos

complejas y elementos son reciclados (Onishi et al., 2021).

Otro mecanismo regulatorio es la mitoptosis, que consiste en un proceso de
muerte mitocondrial programada (Chaabane et al., 2013). Sin embargo, a
diferencia de la mitofagia que degrada mitocondrias sin comprometer la viabilidad

celular, la mitoptosis es capaz de desencadenar la apoptosis (Tinari et al., 2007).

Transferencia de elementos celulares

Existen variados mecanismos de comunicacion intercelular que tienen por
funcidn mediar el intercambio de moléculas, nutrientes y elementos celulares (Su

et al., 2024). Dentro de estos mecanismos destacan:
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Nanotubos (TNTs) y dendritas, los cuales corresponden a protrusiones tubulares
membranosas que interconectan dos células, permitiendo la generacion de una
via fisica de transporte (Gurke et al, 2008). A pesar de que la funcién principal de
las dendritas es la sinapsis neuronal mediante la transmision del impulso
eléctrico, esta estructura también puede participar en la transferencia de

moléculas y organelos (Maeder et al., 2014).

Microvesiculas o Vesiculas extracelulares, equivalente a cuerpos celulares que
derivan de la membrana plasmatica y que son capaces de transportar distintos
elementos tanto en su interior como en su superficie (Clancy y D'Souza-Schorey,

2023).

Uniones comunicantes formadas por conexinas, proteinas transmembrana que
se unen formando conexones, permitiendo la constitucién de uniones de tipo gap,
las cuales generan poros o0 canales de comunicacion entre dos células
adyacentes y permiten el intercambio de sustancias y elementos (Nalewajska, et
al., 2020). En ciertos contextos, estas estructuras se han relacionado con la
transferencia de vesiculas extracelulares que contienen proteinas, microARN o

ARNmM (Soares et al., 2015).
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Recientemente, se ha descubierto un nuevo mecanismo de transferencia de
constituyentes celulares, que se conoce como extrusién, fenémeno en el cual
elementos son expulsados hacia compartimientos extracelulares desde una
célula donadora, y son captadas e internalizadas por parte de una célula
receptora (Liu et al., 2021). Los distintos mecanismos se visualizan en la

Figura 6.

TNTs \ _____ ) o S| \ Extrusion

/
/
- \

VEs Conexinas \_/

Figura 6. Mecanismos de transferencia mitocondrial, generacion estructuras membranosas,
conexinas, ademas de la extrusion de mitocondrias hacia compartimientos extracelulares y
captacion por parte de una célula receptora.

29



Transferencia mitocondrial

Se ha constatado en estudios la capacidad de recuperaciéon de funciones
mitocondriales, respiracion aerdbica e incluso de la biogénesis mitocondrial en
células desprovistas de mitocondrias o con mitocondrias disfuncionales al

transferirles mitocondrias sanas (Spees et al., 2006) (Lin et al., 2015).

Diversos estudios reportan el trafico de mitocondrias desde células madre
mesenquimales (MSCs) a una amplia variedad de células, como por ejemplo
cardiomiocitos (Acquistapace et al., 2011), células endoteliales u epiteliales
(Islam et al., 2012) (Liu, K. et al., 2014), células neoplasicas de mama como MDA-
MB-231 y células mieloides en leucemia (Moschoi, R. 2016). En estos estudios
se destaca el impacto de la transferencia de mitocondrias, especialmente la
influencia crucial de este fendmeno en los procesos metabdlicos y funcionales de
la célula receptora. Otro ejemplo de esta dinamica se observd en
adenocarcinoma de células epiteliales alveolares A549 p0O (sin ADNmt) y un
osteosarcoma epitelioide 143B p0 (sin ADNmt). Estas células fueron cocultivadas
con MSCs, evidenciandose un aumento en las actividades mitocondriales tales
como produccién de ATP, tasa de consumo de oxigeno y aumento del potencial

de membrana (Cho, Y. M et al, 2012).
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A pesar de que los estudios mencionados destacan el papel de las MSCs como
donantes de mitocondrias, el trafico de elementos y sefales se destaca por ser
mas bien de caracter bidireccional. Zhang y colaboradores describen la
transferencia de mitocondrias desde células neoplasicas hacia linfocitos T, y al
mismo tiempo el trafico de mitocondrias desde linfocitos T hacia las células

oncogénicas (Zhang et al., 2023).

Adicionalmente, sabemos que los linfocitos infiltrados en tumor (TIL) presentan
un metabolismo ineficiente, incapaz de satisfacer las necesidades celulares de
un linfocito T activado frente respuestas antitumorales (Gholami et al., 2017). Es
por lo que, nuestro grupo de investigacion quiso estudiar el efecto de la
transferencia mitocondrial desde células HSC-3 a linfocitos T CD4" mediante un
mecanismo de transferencia mitocondrial artificial conocido como MitoCeption.
Para ello, se marcaron las mitocondrias de células HSC-3 con MitoTracker Green
y se aislaron mediante el uso de un kit comercial. Posteriormente se incubaron
las mitocondrias aisladas y los linfocitos T CD4*. Como resultado se evidencio
que los linfocitos T que adquirian mitocondrias poseian un fenotipo exhausto, con
un incremento en la expresion de CTLA-4, TIM-3, PD-1, PD-1L, TIGT y LAG-3.
Ademas, el perfil de produccion de citoquinas exhibié un aumento en la
produccion de IFN- y, TNF-qa, IL-10 e IL-4. Esto sugiere que la transferencia de
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mitocondrias disfuncionales, con ADNmt alterado y un exceso de produccion de
ROS podria ser unos de los mecanismos que estarian mediando el fenotipo

exhausto y la disfuncionalidad metabdlica en linfocitos T.

En otros esfuerzos por esclarecer lo que ocurre en el TEM, Fraga y colaboradores
caracterizaron el contenido proteico obtenido de biopsias de carcinoma oral de
células escamosas. Al analizar el secretoma mediante protedmica y al comprarlo
con el secretoma de biopsias control, se encontré una alta expresion de proteinas
y péptidos mitocondriales asociados a la via del ciclo del acido citrico y la cadena
transportadora de electrones. Ademas, realizaron un cocultivo de linfocitos T con
el secretoma de carcinoma oral de células escamosas. Como resultado, los
linfocitos T adquirian un fenotipo exhausto al exponerse los componentes del
secretoma (Fraga et al., 2021). Esto implica que el TEM existen elementos
mitocondriales en compartimientos extracelulares y que potencialmente pueden

interaccionar con las células que coexisten en este espacio fisico.

Inductores de trasferencia mitocondrial

En diversas investigaciones se han estudiado factores que podrian gatillar el
intercambio de mitocondrias entre células. Factores como estrés celular

producido por ROS e hipoxia han demostrado que pueden producir dafio en
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proteinas y material genético incluyendo el ADNmt. Como consecuencia estos
radicales afectan la transcripcion y traduccién de proteinas que conforman
organelos como la mitocondria y alteran el balance de la dinamica mitocondrial
(Juan C et al., 2021). Incluso se ha descrito que estas condiciones podrian gatillar
la eliminacion de mitocondrias disfuncionales con el fin de conservar la densidad

mitocondrial celular (Venditti y Di Meo, 2020).

Por otro lado, existen estudios en donde evaluan el efecto de diferentes
citoquinas y moléculas que se encuentran presente en el TEM sobre la
trasferencia de mitocondrias. Se ha observado que el TNF-a induce la extrusion
mitocondrial mediante la generacion de vacuolas citoplasmaticas durante la
muerte celular, proceso en el cual la mitocondria es fragmentada y expulsada
desnuda hacia el medio extracelular (Nakajima et al., 2008). Adicionalmente, se
encontré que los niveles de TNF-a en la saliva de pacientes con carcinoma oral
de células escamosas esta aumentando (Caruntu, A., & Caruntu, C et al., 2022),
lo que podria apoyar la idea de que esta citoquina aumenta los niveles de
extrusion. Por otro lado, se reconocen mas de 700 especies microbianas
asociadas a la cavidad bucal (Gholizadeh et al., 2016), dentro de las cuales
encontramos bacterias que inducen infecciones crénicas en un proceso de
periodontitis, patologia que se ha asociado fuertemente al desarrollo de cancer

bucal (Li, Q. et al., 2020). Es por estos antecedentes que un grupo de
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investigadores descubrieron que inyecciones repetidas de lipopolisacarido en el
higado de ratones induce la extrusion de contenido mitocondrial desde los
hepatocitos en un mecanismo que involucra la formacion de autofagosomas

(Unuma, et al., 2015).

Por lo tanto, seria interesante investigar que otros factores o moléculas podrian
estar favoreciendo la transferencia mitocondrial entre dos células, y que

condiciones deberian existir para que esta se lleve a cabo.

En resumen

Actualmente se reconocen multiples mecanismos de transferencia de elementos
entre células, incluyendo organelos como las mitocondrias. En un contexto
fisiolégico, la transferencia mitocondrial es capaz de recuperar la respiracion
celular de una célula hipoxica. Sin embargo, en un contexto fisiopatoldgico dado
como el cancer, en el microambiente tumoral esta transferencia podria implicar
un potencial mecanismo de inmunosupresion. En el secretoma de una biopsia
de carcinoma oral de células escamosas existen elementos mitocondriales, y al
exponer a los linfocitos T a este secretoma, estos adquieren un fenotipo exhausto
caracterizado por disfuncionalidad linfocitaria, por lo tanto, ausencia de actividad

antitumoral. Sin embargo, y a pesar de lo descrito, aun se desconoce como
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ocurre esta transferencia mitocondrial entre la célula cancerosa y el linfocito T
CD4" y si es que este fendbmeno ocurre de manera natural. A raiz de lo anterior
surge la incognita ;Cual es el mecanismo involucrado en la transferencia
mitocondrial desde una célula cancerigena hacia un linfocito T CD4*y qué efectos

tiene dicha transferencia en los linfocitos?

2. HIPOTESIS

Células escamosas de cancer oral promueven la expresion de PD-1 en linfocitos

T CD4* mediante la transferencia mitocondrial natural.
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3. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la transferencia mitocondrial natural desde células

escamosas de cancer oral sobre la induccion de PD-1 en linfocitos T CD4*

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la transferencia mitocondrial natural dependiente e independiente

de contacto desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.
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2. Determinar la expresion de PD-1 en linfocitos T posterior a transferencia

mitocondrial desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.

3. Evaluar la expresion diferencial de proteinas asociadas a mecanismos de
transferencia mitocondrial en base de datos protedmicos obtenidos del

secretoma de biopsias de tejido COCE y sano.

5. MATERIALES Y METODO

5.1 Evaluar la transferencia mitocondrial natural dependiente e independiente de

contacto desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.

e Obtenciodn de linfocitos T CD4*

Los linfocitos T CD4* de sangre periférica fueron obtenidos de voluntarios sanos,
después de la aprobacion del consentimiento informado. Se recolectaron
muestras de sangre periférica y se aislaron las células mononucleares de sangre
periférica mediante Ficoll. Se centrifugaron las células a 2000 rpm por 20 min a
4°C a velocidad de aceleracién y desaceleracion [1,0], correspondientemente.
Esto permitio la recoleccion del anillo mononuclear, el cual se lavé con PBS 1Xy

se centrifugd a 1000 rpm por 10 min a 4°C a velocidad de aceleraciéon y
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desaceleracién [9,9] correspondientemente, con el fin de eliminar plaquetas. Por
ultimo, se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en PBS 1X
para centrifugar a 1500 rpm por 10 min a 4°C. El pellet con leucocitos de sangre

periférica se resuspendié en buffer MACS 1X para el siguiente paso.

Para la aislacion de linfocitos T CD4* se utilizd el kit de seleccion positiva: kit
aislacion de células T CD4* del Laboratorio Miltenyi Biotec, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

e Activacion de linfocitos T CD4*

Los linfocitos fueron activados con beads anti-CD3/CD28 a 37°C.

e Eliminaciéon de beads de activacion anti-CD3/CD28

Para analizar la transferencia mitocondrial mediante citometria de flujo fue
necesario eliminar los beads de activacion, ya que estos poseian un grado de
auto-fluorescencia que podia alterar el resultado. Por esta razoén, los beads
fueron extraidos mediante Ficoll. Se centrifugaron las células T a 2000 rpm por

20 min a velocidad de aceleracion y desaceleracion [1,0]. Esto generd el anillo
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que contenia los linfocitos T, se lavaron con PBS 1Xy se centrifugd a 1500 rpm
por 10 min a 4°C a velocidad de aceleracién y desaceleracion [9,9]. El pellet se

resuspendié en medio RPMI 5% SBF con estreptomicina y penicilina.

5.1.1 Co-cultivo de células HSC-3 y linfocitos T CD4* para la evaluacion de la

transferencia mitocondrial natural dependiente de contacto.

Se analizé la transferencia de mitocondrias hacia linfocitos CD4" por citometria

de flujo.

e Marcaje de células HSC-3 con Cell Trace Violet

Las células en suspension fueron marcadas con una solucion de Cell Trace Violet
a una concentracion final de 2,5 yM por 20 minutos a 37°C. Se afiadid6 medio
DMEM 5% SBF a 4°C y se incubaron las células en hielo por 5 minutos.
Posteriormente, se procedidé a lavar las células y se resuspendieron en DMEM

5% SBF con estreptomicina y penicilina.
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e Marcaje de mitocondrias de células HSC-3 con MitoTracker Red

Las células en suspension fueron marcadas en una solucion de MitoTracker Red
1 UM por 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron las células y se

resuspendieron en DMEM 5% SBF con estreptomicina y penicilina.

e Marcaje de linfocitos T CD4* con anti-human CD4* APC-Cy7

Las células en suspension fueron centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. El
pellet obtenido se resuspendid en 500 uL de PBS 1X y se anadié 2 uL de anti-
human CD4*APC-Cy7. Se incub6 a temperatura ambiente por 20 minutos.
Posteriormente, se lavaron las células y se resuspendieron en RPMI 5% SBF con

estreptomicina y penicilina.

e Co-cultivo de células HSC-3 y linfocitos T CD4*

Para llevar a cabo el co-cultivo, las células HSC-3 marcadas con MitoTracker Red
fueron sembradas en conjunto con los linfocitos T CD4* marcados con APC-Cy7
en una placa de 96-pocillos. La transferencia fue evaluada mediante citometria
de flujo. La proporcion de linfocitos T con respecto a las células HSC-3 fue de

10:1 (100,000:10,000).
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5.1.2 Evaluar la transferencia mitocondrial natural independiente de contacto

desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.

El ensayo Transwell nos permite determinar la migracion de elementos celulares,

en este caso la mitocondria, en un sistema in vitro.

Las células HSC-3 fueron marcadas con MitoTracker Red 1uM vy los linfocitos T
con anti-human CD4*APC-Cy7. Estas células fueron cocultivados durante 3h, 6h
y 24 h. Para determinar la migracion de la mitocondria de la célula HSC-3 y la
captacioén esta por parte del linfocito T CD4", la transferencia de mitocondrias fue

determinada mediante citometria de flujo en una razén de 10:1 (100000:10000).

5.1.3 Analizar el efecto de estimuladores sobre la transferencia mitocondrial

natural dependiente de contacto desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.

Una cantidad de 1 x 10* células HSC-3 células HSC-3 marcadas con Cell Trace
Violet y MitoTracker Red fueron sembradas en una placa de 96-pocillos. Se
estimularon y se analizé el efecto de estas moléculas sobre la transferencia

mitocondrial desde las células HSC-3. Se utilizaron los siguientes compuestos:
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Estimulacion Concentracion

IFN-I 50 ng/mL
IL-6 50 ng/mL
LPS 10 ng/mL
TNF-a 20 ng/mL

Tabla I. Estimulos utilizados para el favorecimiento de la transferencia mitocondrial.

Se incubaron por 14 horas y se eliminaron los estimulos, se lavaron las células y

se incluyeron al sistema los linfocitos marcados con anti-human CD4 APC-Cy7.

5.1.4 Analizar el efecto de inhibidores sobre la transferencia mitocondrial natural.

En una placa de 96-pocillos se sembraron 1 x 10* células HSC-3, cuyas
mitocondrias fueron marcadas mediante la expresion de la proteina fluorescente

verde mejorada (EGFP), permitiendo la evaluacion de su movimiento y
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transferencia entre células.

inhibidores:

Inhibidor
Citocalasina B
(CytoB)
Citocalasina B
(CytoB)
3-metiladenina (3-
MA)
3-metiladenina (3-

MA)

GW4869

GW4869

Posteriormente, se anadieron los

Concentracion

1 uM

10 uM

0.1 mM

1mM

10 uM

siguientes

Tabla Il. Inhibidores utilizados para la determinaciéon del mecanismo de transferencia mitocondrial.
CytoB inhibidor de nanotubos, 3-MA inhibidor de la autofagia (extrusion), GW4869 inhibidor de

microvesiculas.
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Se incubaron por 14 horas y se eliminaron los estimulos, se lavaron las células y

se incluyeron al sistema los linfocitos marcados con anti-human CD4 APC-Cy7.

5.2 Determinar la expresion de PD-1 en linfocitos T posterior a transferencia

mitocondrial natural desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.

e Sistema de cocultivo
Para determinar la expresion de PD-1 en linfocitos T posterior a la transferencia
mitocondrial natural dependiente e independiente de contacto entre células, se

genero el mismo sistema de cocultivo descrito en el apartado 9.1.1.

Una vez cumplido el tiempo de coincubacién, cuidadosamente se extrajeron los
linfocitos y se centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en PBS 1X. Posteriormente se le afiadio
2 uL de APC anti-human PD-1. Se incubd con el anticuerpo a 4°C por 15 minutos.
Posteriormente se lavaron las células con PBS 1Xy se centrifugd a 1500 rpm por
10 minutos. El pellet fue resuspendido en 300 pyL de PBS 1X. Se determiné la

expresion de PD-1 mediante citometria de flujo.
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5.3 Analizar la expresion de proteinas asociadas a mecanismos de transferencia

mitocondrial natural dependiente e independiente de contacto en secretoma de

biopsias de cancer oral.

Se realiz6 un analisis protedmico de las proteinas presentes en el secretoma de
biopsias de cancer oral y su relacion con los mecanismos de transferencia

mitocondrial natural dependiente e independiente de contacto.

Con este propésito se realizaron los siguientes procedimientos a las muestras:

e Extraccion de proteina

A cada una de las muestras se le afadioé inhibidor de proteasas/fosfatasas
(#1861284, Thermo Scientific) a una concentracion final 1X. Luego, las muestras
fueron liofilizadas y resuspendidas en 8M urea con 25 mM de bicarbonato de
amonio a pH 8. Posteriormente, fueron homogeneizadas utilizando ultrasonido
durante 1 min, con pulsos de 10 s (on/off) a una amplitud del 50%, utilizando un
bafio frio. Luego, se incubaron en hielo por 5 min y posteriormente se
centrifugaron para eliminar debris a 21.000 x g por 10 min a 4°C. Las muestras

inmediatamente fueron cuantificadas mediante Qubit 4™ (Thermo Scientific)
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usando el kit Qubit Protein Assay. Se utilizé un total de 100 ug para digestion

triptica.

e Preparacion para MS

Las proteinas resultantes fueron precipitadas agregando 5 volumenes de acetona
fria e incubadas durante la noche a -80°C. Luego, fueron equilibradas a
temperatura ambiente por 10 min, centrifugadas a 16.000 x g por 15 min a4°Cy
se descart6 el sobrenadante. El pellet resultante fue lavado 3 veces con acetona
al 80% fria. Posteriormente, se dejo secar el pellet de proteinas en un

concentrador rotatorio.

Las muestras fueron resuspendidas en 30 yL de 8M Urea y 25 mM bicarbonato
de amonio. Luego, fueron reducidas con DTT a una concentracion final de 20 mM
en 25 mM bicarbonato de amonio y fueron incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente. Seguido, se alquilaron agregando iodoacetamida a una concentracion
final de 20 mM en 25 mM bicarbonato de amonio y se incubaron por 1 hora en
oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron diluidas

8 veces con 25 mM bicarbonato de amonio.
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La digestion fue realizada con Tripsina grado secuenciacion (#5071, Promega)
en una proporcion 1:50 de proteasa:proteina (masa/masa) y se incubd por 16 h
a 37°C. La reaccion de digestién se detuvo por pH agregando acido formico al
10%. Luego, las muestras fueron sometidas a Clean Up Thermo Pierce C18 Spin
Columns (cat cod 89870, ThermoFisher), segun indicaciones del proveedor.
Posteriormente, los péptidos limpios fueron secados en un concentrador rotatorio

a 1.000 rpm durante la noche a 10°C.

e LC-MS/MS (Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry)
200 ng de los péptidos obtenidos en el paso anterior fueron inyectados en un
Evosep One (Evosep Biosystems) acoplado a un espectrometro de masas
timsTOF Pro (“Trapped lon Mobility Spectrometry — Quadrupole Time Of Flight
Mass Spectrometer”, Bruker Daltonics), utilizando una columna PepSep Eight (8
cm x 150 um ID, 1.5 um C18, Bruker Daltonics). La cromatografia liquida se
realizé utilizando la modalidad de 30 SPD (“Samples per Day”) en todas las
muestras. El gradiente utilizado fue de 2% al 35% de tampdén B (0,1% acido
férmico — acetonitrilo). La coleccion de resultados fue realizada utilizando el
software TimsControl 2.0 (Bruker Daltonics) bajo 10 ciclos de PASEF, con un
rango de masas de 100-1.700 m/z, ionizaciéon del capilar a 1.500 V y una
temperatura de 180°C en el capilar, con una frecuencia del TOF de 10 KHz a una

resolucion de 50.000 FWHM.
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¢ Identificacién de Proteinas
Los datos obtenidos fueron analizados con el software MSFragger 3.8 (Kong et
al., 2017) por medio de la plataforma Fragpipe v20.1
(https://fragpipe.nesvilab.org/) utilizando el flujo de trabajo “default’”, en un
servidor de analisis de datos compuesto por 48 nucleos y 512 Gb de memoria
RAM. Se utilizaron parametros de tolerancia de masas de precursores de -20 a
20 PPM y tolerancia de fragmentos de masa de 40 PPM. Dentro de las opciones
de digestion, se utilizé tripsina como enzima, modo de digestion especifico y un
maximo de 2 escisiones de pérdidas por péptido (“missed cleavages per
peptides”). Se utilizaron como modificaciones post-traduccionales (PTM):
Carbamidometilacion de la cisteina, como PTM fija; Oxidacion de Metionina (M),
Acetilacion N-terminal, como PTMs variables. Se incluy6 la estimacion de FDR
<1% por medio de una base de datos decoy. Para la identificacion de proteinas,
se utilizd el proteoma humano de referencia, disponible en Uniprot.
Adicionalmente, se adicioné una base de datos de contaminantes comunes en

espectrometria de masas, disponible en la plataforma FragPipe.
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e Analisis de datos

Se utilizaron los programas “REACTOME”y “FragPipe-Analyst” para analizar los
datos obtenidos. También se hizo uso de Ingenuity Pathway Analysis (IPA) de
Qiagen, aplicacidon de software basada en web para el andlisis, la integracion y
la interpretacion de datos derivados de experimentos 6micos, en este caso de los

datos de la protedmica del secretoma cancerigeno versus el secretoma sano.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluar la transferencia mitocondrial natural dependiente e independiente de

contacto desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.

6.1.1Transferencia mitocondrial en sistema de cocultivo

Existen numerosos estudios que analizan la transferencia mitocondrial horizontal
entre células, sin embargo, la mayoria se enfoca en protocolos basados en la
aislacién previa de las mitocondrias. En contraste, son escasos los trabajos que
abordan la transferencia mitocondrial de manera natural, mediada
exclusivamente por el contacto intercelular o factores intrinsecos asociados a la

interaccion entre células.

En este estudio, primero analizamos la transferencia de mitocondrias marcadas
con MitoTracker Red desde células HSC-3 hacia linfocitos T CD4* en un sistema
de cocultivo. Este enfoque nos permiti6 evaluar transferencia mediante
mecanismos dependientes del contacto celular. Se observd que la transferencia
mitocondrial alcanz6 un porcentaje de aproximadamente 14% a las 3 h, con un

punto maximo a las 24 horas, con un porcentaje del 33.6% (Figura. 7a'y 7b).
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Transferencia Mitocondrial
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Figura 7. Transferencia de mitocondrias desde células HSC-3 a linfocitos T CD4* en sistema de
cocultivo. (A) Analisis por citometria de flujo de la transferencia mitocondrial en funcién del tiempo. Los
paneles superiores muestran la adquisicion de MitoTracker Red en células CD4* cocultivadas con células
HSC-3 a 1, 3, 6 y 24 horas, evidenciando un aumento progresivo en la poblacion MTR*. Los paneles
inferiores corresponden al control, HSC-3 sin mitocondria marcada. (B) Cuantificacion del porcentaje de
células CD4* que adquirieron mitocondrias etiquetadas con MitoTracker Red (MTR) en presencia de células

HSC-3. Se observa un aumento significativo en la poblacion MTR* en comparacién con el control (****, p <
0.0001).

6.1.2 Transferencia mitocondrial en sistema de cocultivo-Transwell

En segundo lugar, analizamos la transferencia de mitocondrias marcadas con
MitoTracker Red desde células HSC-3 hacia linfocitos T CD4* utilizando el
ensayo de migraciéon Transwell. Este protocolo permite evaluar la transferencia

sin contacto directo entre células, gracias a sus dos compartimentos separados
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por una membrana porosa. Este sistema facilita la evaluacion de la transferencia
de mitocondrias mediante mecanismos independientes del contacto celular,
como la mediada por vesiculas extracelulares o la extrusion. Se determiné que
la transferencia mitocondrial alcanzé su punto mas alto a las 24 horas, con un

porcentaje del 1.89% (Figura. 8a 'y 8b).
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Figura 8. Transferencia de mitocondrias desde células HSC-3 a linfocitos T CD4* en sistema
Transwell. Andlisis por citometria de flujo de la transferencia mitocondrial en funcion del tiempo. Los paneles
superiores muestran la adquisicion de MitoTracker Red en células CD4* cocultivadas en placas Transwell
con células HSC-3 a 3, 6 y 24 horas, evidenciando un aumento progresivo en la poblacién MTR*. Los paneles
inferiores corresponden al control, en donde la célula HSC-3 no posee mitocondria marcada. (B)
Cuantificacion del porcentaje de células CD4* que adquirieron mitocondrias etiquetadas con MitoTracker
Red (MTR) en presencia de células HSC-3. Se observa un aumento significativo en la poblacion MTR* en
comparacioén con el control (***, p < 0.001).

6.1.3 Estimuladores de la transferencia mitocondrial sistema de cocultivo

Muchas de las células en el microambiente tumoral (TEM) interactuan
dinamicamente mediante sefiales mediadas por citoquinas, factores de
crecimiento y otras moléculas bioactivas. Por lo tanto, evaluamos el efecto de

diferentes moléculas sobre la transferencia de mitocondrias en un sistema de
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cocultivo de linfocitos T CD4" y células HSC-3 previamente tratadas con IFN-I,

IL-6, LPS y TNF-a.

Al determinar el porcentaje de transferencia mitocondrial se observé que aun con
el uso de los estimuladores no aumentd de manera significativa la adquisicion de
mitocondrias en células T CD4* a comparacion con el cultivo realizado con

células HSC-3 sin estimular (MTR*), tal como muestra la Figura 9.
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Figura 9. Efecto de biomoléculas sobre la transferencia de mitocondrias desde células HSC-3 a
linfocitos T CD4".

6.1.4 Inhibidores de la transferencia mitocondrial en sistema de cocultivo

Por otro lado, también quisimos evaluar el efecto de inhibidores de mecanismos
de transferencia de mitocondrias en dos concentraciones diferentes cada uno.
En la grafica de la Figura 10 se muestra el porcentaje de células CD4+EGFP+
tras 3 horas de tratamiento con diferentes inhibidores. Este porcentaje indica la
cantidad de células que han adquirido o incorporado mitocondrias marcadas con
la proteina fluorescente verde mejorada (EGFP). La mayoria de los inhibidores
no generaron variaciones estadisticamente relevantes, a excepcién de 3-MA a 1
mM, que incrementd significativamente el porcentaje de células CD4+EGFP+,
sugiriendo que la inhibicién de la autofagia podria favorecer la transferencia por

parte de las células.
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Figura 10. Efecto de inhibidores sobre transferencia mitocondrial desde células HSC-3 hacia
linfocitos T CD4".

6.2 Determinar la expresion de PD-1 en linfocitos T posterior a transferencia

mitocondrial desde células HSC-3 hacia los linfocitos T CD4*.

Los receptores de caracter inhibitorio desempefian un papel esencial en la
respuesta inmune, modulando los procesos inflamatorios y evitando una
activacion excesiva del sistema inmunoldgico. Diversos estudios han demostrado
que la transferencia mitocondrial puede influir en la expresion de estos
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receptores, como es el caso de PD-1, regulador clave de la respuesta de los

linfocitos T. En este contexto, nuestro objetivo fue evaluar el impacto de la

transferencia mitocondrial natural sobre la expresion de PD-1 en linfocitos T

CD4*, posterior al sistema de cocultivo con células HSC-3 con tiempos de

incubacion de 3, 6 y 24 h como se observa en la Figura 11.
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Figura 11. Expresiéon de PD-1 en linfocitos T CD4* post cocultivo con células HSC-3. (A) Anélisis por
citometria de flujo de la expresiéon de PD-1, los paneles superiores muestran linfocitos T CD4* que
adquirieron mitocondrias marcadas con MitoTracker Red (MTR ) en comparacién con los paneles inferiores
corresponden al control, linfocitos que no recibieron mitocondrias (MTR ). (B) Cuantificacién del porcentaje
de células CD47 que expresan PD-1 en relacion con la transferencia mitocondrial. Los datos indican un
aumento significativo en la expresiéon de PD-1 en la poblacion MTR* en comparacién con MTR ™ (**, p <

0.01).

6.3 Evaluar la expresion diferencial de proteinas asociadas a mecanismos de

transferencia mitocondrial en base de datos protedmicos obtenidos de secretoma

de biopsias de cancer oral y biopsias orales sin cancer.

El analisis del secretoma (el conjunto de proteinas secretadas por las células)

puede proporcionar informacion clave sobre las moléculas involucradas en este
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proceso. Este estudio busca evaluar la expresion diferencial de proteinas

asociadas a la transferencia mitocondrial mediante el analisis de bases de datos

protedbmicas obtenidas a partir del secretoma de biopsias de cancer oral y de

tejido oral sin cancer. Identificar variaciones en la expresion de estas proteinas

podria aportar nueva informacion sobre los mecanismos que favorecen la

comunicacion intercelular en el microambiente tumoral y su posible impacto en la

progresion del cancer. Este analisis se realizé a través del analisis mediante

Ingenuity Pathway Analysis (IPA).

A continuacion, se presentan tablas con la informacion detallada sobre diferentes

vias canodnicas identificadas con expresion aumentada o disminuida:

Ingenuity Canonical Pathways
Extracellular matrix organization
Signaling by ROBO receptors
Degradation of the extracellular matrix

Assembly of collagen fibrils and other multimeric

structures

Collagen degradation

-log(p-value)
2,19E+01
2,05E+01

1,59E+01

1,57E+01

1,30E+01

Ratio
3,18E-01
2,04E-01

3,09E-01

3,61E-01

3,12E-01

z-score
0,686
2,449

0,6

1,279

0,447

60



Actin Cytoskeleton Signaling

RHO GTPases activate PAKs

Collagen biosynthesis and modifying enzymes
RHO GTPase cycle

Collagen chain trimerization

Regulation of Actin-based Motility by Rho
RHO GTPases activate IQGAPs

Signaling by Rho Family GTPases

RHO GTPases activate KTN1

RHO GTPases activate CIT

RHO GTPases Activate ROCKs

RHO GTPases activate PKNs

Actin Nucleation by ARP-WASP Complex
RHO GTPases Activate Formins

RHO GTPases Activate WASPs and WAVEs

Kinesins

1,26E+01
1,03E+01
8,60E+00
8,59E+00
8,33E+00
6,14E+00
5,74E+00
5,53E+00
4,55E+00
4,31E+00
4,31E+00
4,22E+00
3,23E+00
3,09E+00
2,29E+00

1,08E+00

1,55E-01 0,928
5,24E-01 1,508
2,39E-01 0,5

0,1 1,043
2,95E-01 0,277
1,55E-01 1,069
2,81E-01 1,667
1,02E-01 0,853
4,55E-01 1,342
3,16E-01 2,449
3,16E-01 1,633
2,50E-01 1,89
1,21E-01 2,714

0,1 2,673
1,40E-01 1,633

8,06E-02 2,236

Tabla lll. Vias de seializacion asociadas a mecanismos de transferencia mediada por nanotubos

Ingenuity Canonical Pathways

Clathrin-mediated Endocytosis Signaling

Caveolar-mediated Endocytosis Signaling

-log(p-value)

Ratio z-score

1,55E+01 1,84E-01 ns

1,26E+01 2,80E-01 2,121
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Phagosome Maturation

Binding and Uptake of Ligands by Scavenger Receptors
Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic
Clathrin-mediated endocytosis

Cargo recognition for clathrin-mediated endocytosis
Translocation of SLC2A4 (GLUT4) to the plasma
membrane

trans-Golgi Network Vesicle Budding

RAB GEFs exchange GTP for GDP on RABs

1,14E+01
9,64E+00
7,27E+00
6,46E+00

5,06E+00

4,14E+00
4,03E+00

1,71E+00

1,81E-01
1,93E-01
1,27E-01
1,47E-01

1,43E-01

1,53E-01
1,49E-01

8,89E-02

ns

-2,558

0,688

-0,775

2,111
2,714

2,828

Tabla IV. Vias de seinalizacion asociadas a mecanismos de transferencia mediada por microvesiculas.

Ingenuity Canonical Pathways
Integrin cell surface interactions
Remodeling of Epithelial Adherens Junctions
Tight Junction Signaling
Epithelial Adherens Junction Signaling
Cell junction organization
Integrin Signaling
Gap junction trafficking and regulation

Gap Junction Signaling

-log(p-value)

1,64E+01
1,26E+01
7,81E+00
7,63E+00
7,31E+00
6,03E+00
2,55E+00

1,48E+00

Ratio

3,06E-01
2,99E-01
1,40E-01
1,46E-01
1,85E-01
1,17E-01
1,37E-01

5,94E-02

z-score
0,392
1,265

ns

0,426

0,426

1,134

0,5
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Tabla V. Vias de sefalizacion asociadas a mecanismos de transferencia mediada por uniones
estrechas.

Ingenuity Canonical Pathways -log(p-value) Ratio  z-score
Microautophagy Signaling Pathway 1,44E+01 2,04E-01 4,359
Aggrephagy 3,69E+00 1,82E-01 1,414
Chaperone Mediated Autophagy Signaling Pathway 2,25E+00 6,35E-02 -0,426
Mitophagy 1,21E+00 0,1 -1
Autophagy 9,54E-01 5,58E-02 0,333

Tabla VI. Vias de senalizacion asociadas a mecanismos de transferencia mediada extrusion.
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Figura 12. Analisis de vias y mecanismos asociados a la transferencia mitocondrial y procesos
celulares relacionados. Representacion grafica de las vias de sefalizacién y mecanismos moleculares
asociados a la transferencia mitocondrial. El z-score se utiliza para indicar la significancia estadistica de la
activacion o inhibicién de las vias, valores positivos sugieren activacion y valores negativos indican
inhibicién. En rojo aumento de la expresion de la via, en azul disminucion de la expresion de la via. Las
formas representan diferentes tipos de procesos: triangulos para vias asociadas a mecanismos de
transferencia mitocondrial mediada por nanotubos, circulos para vias asociadas a mecanismos de
transferencia mitocondrial mediada por vesiculas extracelulares, cuadrados para vias asociadas a
mecanismos de transferencia mitocondrial mediada por uniones comunicantes, y estrellas para vias
asociadas a mecanismos de transferencia mitocondrial mediada por extrusiéon de organelos Los datos
sugieren una interconexion compleja entre la transferencia mitocondrial y mdltiples vias celulares, lo que
podria tener implicaciones en la homeostasis celular y la respuesta a estimulos externos.
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7. DISCUSION

Las células cancerigenas poseen la capacidad de regular la respuesta
inflamatoria mediante diferentes mecanismos inmunosupresores, sin embargo,
existen ciertos aspectos que aun no se han esclarecido. La comunicacion
intercelular es esencial en la regulacion de la homeostasis, ya que intercambio
de elementos permite la transmision de sefiales de una célula a otra influyendo
en procesos bioquimicos y metabdlicos. En este marco, las células neoplasicas
producen ATP gracias a glicolisis aerobia, lo que le permite a la masa tumoral
incrementar su potencial invasivo, a pesar de contar con mitocondrias funcionales
(Vander Heiden, M. 2009). Sin embargo, muchas de estas mitocondrias estan
sometidas constantemente a factores como la hipoxia y la generacion y
exposicion a ROS en el contexto de un microambiente tumoral proliferante. La
acumulacion de radicales libres que comienza a dafiar el ADNmt e interviene con
procesos como la biogénesis mitocondrial, gatillando un ciclo vicioso de

disfunciéon mitocondrial (Gogvadze, V. 2008).
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No obstante, existe un fenbmeno que podria significar el rescate de estas células
mitocondrialmente impedidas. Se ha constatado que la transferencia de
mitocondrias posee la capacidad restaurar la actividad metabdlica y, en
consecuencia, la funcionalidad de células sometidas a estrés mitocondrial
(Borcherding, N. 2023). Por otra parte, Scharping y colaboradores observaron
que las células T infiltrantes de tumor experimentan una pérdida de la funcion y
masa mitocondrial, un fendmeno previamente descrito en incubaciones

prolongadas en sistemas in vitro (Scharping, N. E. 2016).

En consecuencia a los antecedentes descritos por los diferentes investigadores,
nos dispusimos a estudiar el efecto de la transferencia de mitocondrias desde
células de carcinoma oral de células escamosas, un cancer altamente invasivo,
a linfocitos T CD4* en un sistema de cocultivo. En virtud de esto se pudo apreciar
que el porcentaje de células CD4*"MTR" aumenta en funcién del tiempo. A las 3
h se pudo visualizar una tendencia al ascenso en la transferencia (Figura 7b),
alcanzando un maximo de 33,6% a las 24 horas (Figura 7a). Este sistema de
cocultivo nos permitid evaluar la transferencia facilitada por el contacto entre
células y por vias sin contacto, lo que implicaria la posible intervencion de

estructuras como los nanotubos y uniones comunicantes.
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Los nanotubos son un modelo se ha evaluado en otras investigaciones, en los
cuales se evidencio la generacion de protrusiones membranosas que alcanzaban
los 100 ym de largo y 2 ym de ancho, entre células cancerigenas y células
inmunes (Saha, T 2022). Similares dimensiones se encontraron en nanotubos
generados entre dos lineas de células neoplasicas de vejiga T24 y RT4 (Lu, J.
2017). En ambos casos se confirmo el trafico de mitocondrias facilitado por los

nanotubos.

A pesar de que en esta investigacidon no se utilizaron inhibidores de uniones
comunicantes, es importante considerarlo como potencial mecanismo de
transferencia, puesto a que existe evidencia que demuestra que la proteina Cx43
es requerida en la transferencia de mitocondrias mediada por la incorporacion de
vesiculas de doble membrana llamadas conexosomas, estructura resultante de
la internalizacion de la union comunicante por parte de una las células (Norris, R.
P. 2021). Incluso se demostrado que Cx43 facilita la transferencia mitocondrial
mediante mecanismos que incluyen el trafico directo de Ca2* y ROS (Wang,

C.2024).

Por otra parte, también determinamos el porcentaje de transferencia en sistema

de cocultivo en placas Transwell (Figura 8a y b), sistema que permite cultivar las
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células HSC-3 y linfocitos T separados en dos compartimientos, gracias a una
membrana porosa que media el intercambio de elementos pero que obstaculiza
el contacto directo entre células. Esto nos permite estimar la contribucion que
tienen los mecanismos independientes de contacto sobre el porcentaje total de
transferencia mitocondrial en la célula T receptora. Al cabo de 24 horas la
transferencia alcanzo el 1,89%. Esto nos sugiere que mecanismos de
transferencia como vesiculas extracelulares o extrusion de organelos poseen una

menor contribucién en trafico de mitocondrias completas en estas células.

Sin embargo, existen multiples estudios que evidencian el transporte de
elementos mitocondriales tales como ADNmt y proteinas mitocondriales
mediante vesiculas extracelulares, como el estudio que determind su presencia
en plasma de pacientes con cancer (Li, Yijie. 2020). Inclusive, en el medio
condicionado de células MSCs se encontrd la presencia de microvesiculas y
cuerpos  multivesiculares que contenian mitocondrias  parcialmente
despolarizadas, las cuales se sugieren fueron seleccionadas en el proceso de la
mitofagia debido a su co-localizacién con el marcador de autofagosomas LC3
(Phinney, D. G. 2015). El bajo porcentaje de transferencia en este sistema se
podria deber a que la liberacion de mitocondrias completas mediante en células
HSC-3 podria ser un evento poco frecuente o incluso ineficiente, debido al

tamafno de esta mitocondria en particular que alcanza un diametro de 1 ym.

68



Mecanismos que incluyen la extrusion de la mitocondria ya sea libre o asociada
a microvesiculas, podrian implicar la degradacion de éstas en el espacio

extracelular antes de ser captada por la célula receptora.

No obstante, hay que considerar que estos modelos la transferencia in vitro
dependen casi exclusivamente de las interacciones inherentes entre estas
células, y carece de la influencia de las distintas moléculas bioactivas que se
encuentran presente en el microambiente tumoral. Es por ello, que también
analizamos el efecto de distintas citoquinas como IL-6, IL-15, y TNF-q, las cuales
tienen una expresion elevada en saliva de pacientes con COCE (Adamoyv, A.
2024) (Riccardi, G. 2022), IL-23 que promueve el crecimiento y proliferacion en
COCE (Fukuda, M. 2010), y otras biomoléculas de interés como el
lipopolisacarido, debido a la fuerte asociacién entre el COCE y periodontitis (Di
Spirito, F. 2023). A pesar de lo descrito, ninguno de los moduladores
inmunoldgicos utilizados en este estudio generaron una variacion
estadisticamente significativa en el porcentaje de transferencia (Figura.9). Si bien
se ha postulado que muchas de estas moléculas actian como biomarcadores de
COCE, los resultados obtenidos plantean que estos no poseen influencia sobre
el trafico de mitocondrias entre células HSC-3 y células T CD4", independiente

de su alta expresion en esta patologia.
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Los resultados reflejados en las Figura 7 y Figura 8 nos permitieron estimar el
aporte de los mecanismos de transferencia mitocondrial dependiente e
independiente de contacto sobre el porcentaje total de transferencia, sin
embargo, para esclarecer la contribucion de cada uno, estudiamos el impacto de
inhibidores de nanotubos (CytoB), inhibidor de microvesiculas (GW) e inhibidor
de la autofagia (3-MA) sobre este sistema. A pesar de que no se observan
diferencias estadisticamente significativas con el uso de inhibidores, esto podria
deberse a un fallo experimental o a factores no controlados en el estudio, ya que
para este experimento a diferencia de los otros realizados en este estudio, se

utilizé mitocondrias marcada fluorescentemente con EGFP.

Como mencionamos con anterioridad, nuestro grupo de investigacion determiné
que la transferencia mitocondrial mediante MitoCeption genera un perfil
inmunoregulador en las células T, que se distinguen por su baja secrecion de
citoquinas y la alta expresion de receptores reguladores. Por este motivo,
quisimos determinar si estos resultados se replicaban en el contexto de una
transferencia natural, por lo cual evaluamos la expresion de PD-1 en células T
posterior al cocultivo con células HSC-3. Como resultado se rectificé que los
linfocitos que adquirieron mitocondrias (MTR*) poseian un incremento
estadisticamente significativo en la expresion de PD-1 comparado con los

linfocitos T que fueron cocultivados con células HSC-3 pero que no adquirieron
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mitocondrias (MTR") (Fig. 5). Esto indicaria que la transferencia mitocondrial
juega un papel importante en la regulacion de las funciones anti-tumorales, ya
que PD-1 tiene la capacidad de modular mediadores intracelulares que generan
la atenuacidbn de receptores activadores como TCR 'y receptores
coestimuladores, o, directamente generando competencia por el ectodominio de
otros ligandos, ademas de intervenir en la induccidon de genes inhibitorios

(Wherry, E. J. 2015).

La comunicacion intercelular es un proceso fundamental para mantener la
coordinacion de las respuestas colectivas en los tejidos. En este contexto, los
nanotubos de membrana (TNTs) han emergido como una de las principales
estructuras especializadas que median la transferencia directa de mitocondrias.
La formacién y funcion de estos nanotubos dependen de la reorganizaciéon
minuciosa del citoesqueleto y de la activacion de vias de sefializacidn especificas
que orquestan la generacion de estas prolongaciones. Respecto a las vias de
sefalizacion que podrian estar involucradas en los mecanismos de transferencia
mediada por nanotubos, identificadas a partir del analisis del secretoma de
células de carcinoma oral de células escamosas presentadas en la Tabla I,
destacan la organizacién de la matriz extracelular. Esta via hace referencia a la
red de proteinas que mantienen la organizacién de la matriz. Por lo tanto, la

alteracion de esta puede afectar procesos como la adhesion celular, la reparacion
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de tejidos, e incluso puede favorecer la progresion de ciertas patologias como el
cancer (Larsen, M. 2006). Esta via cuenta con una alta significancia, pero
activacion moderada. Otra via destacada es la sefalizacion mediada por
receptores ROBO, la cual inicialmente se descubrié debido a su papel en la guia
axonal durante el desarrollo del sistema comisural (Friocourt, F. 2017). En el
presente se asocia con procesos de angiogénesis, invasion tumoral, migraciéon
celular y metastasis (Gara, R. K 2015). La activacion de estos receptores
desencadena el reclutamiento de una serie de proteinas adaptadoras, incluyendo
la familia de proteinas Rho GTPasas como RhoA, RAC1 y Cdc42 (Tong, M.
2019). Por lo demas, existe una expresion y actividad relevante en la sefalizacion
por GTPasa de la familia Rho en el secretoma cancerigeno evaluado. Esta via
activa a una serie de proteinas efectoras también presentes en el secretoma
como IQGAPs regulador clave del citoesqueleto de actina y adhesién celular
(Briggs, M. W. 2003), KTN1 que regula la longitud, organizacién y numero de
microtubos al actuar como mediador por medio de RhoG (Vignal, E. 2001).
ROCKSs y PKN quinasas que modulan las vias que alteran el comportamiento del
citoesqueleto en respuesta a estimulos (Guan, G. 2023) (Mukai, H. 1997). Apesar
de que la relacion entre estas quinasas y nanotubos es poco explorada, la
formacion y estabilidad de estos dependen de la dinamica del citoesqueleto,
sumado a la evidencia que relaciona las Rho GTPasas con la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y la formacion de protrusiones membranosas, gracias a

la coordinacién de la polimerizacion y despolimerizacion de actina (Zhang, S.
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2020). La activacion de esta via podria significar que esta promoviendo la

formacién de nanotubos.

Otro de los mecanismos relevantes son las vesiculas extracelulares, que
transportan proteinas, lipidos y material genético, modulando funciones en las
células receptoras. La formacién, liberacion y reconocimiento de estas vesiculas
esta regulada por diversas vias. En la Tabla IV, se presentan las vias de
sefalizacion asociadas a mecanismos de transferencia mediada por
microvesiculas, cuya expresion se encontro alterada en secretoma de células de
carcinoma. En primer lugar, tenemos la sefalizacidn mediada por endocitosis
dependiente de clatrina, que, a pesar de no poseer una activacién significativa
en el contexto estudiado, el p-value indica que las moléculas asociadas a la via
estdn presentes en cantidades significativas. Esta via estd asociada
principalmente a la internalizacion de receptores y transportadores
transmembrana, gracias a lo cual la célula es capaz de modular la duracion e
intensidad de las sefiales que recibe del entorno (Mettlen, M. 2018). No obstante,
también regula la liberacidén y captacion de microvesiculas como los exosomas
mediante la formacion de vesiculas cubiertas de clatrina, facilitado por la hidrolisis
de GTPasas (Gonda, A. 2019) (Mulcahy, L. A. 2014). Esto es posible gracias a
expresion de proteinas y lipidos en la superficie de las microvesiculas, los cuales

se asocian a los receptores en la membrana plasmatica (Tian, T. 2014). Existe
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una relacion entre esta via y la formacion de vesiculas a partir de la red trans-
Golgi la cual también se encuentra regulada positivamente. La network trans-
Golgi clasifica el empaquetamiento de diferentes elementos celulares en
vesiculas cubiertas de clatrina (Robinson, D. G. 2014), las cuales tendran
diferentes destinos como la secrecion a través de la membrana plasmatica, o, la
redireccion a la fusion con endosomas y lisosomas (Gu, F. 2001). También existe
una fuerte activacion de la sefalizacion de la endocitosis mediada por caveolas.
Tanto la caveolas y clatrina son proteinas citosélicas que generan alteraciones
en la membrana plasmatica que permite la internalizacion de diversos
componentes (Conner, S. D. 2003). Sin embargo, la endocitosis facilitada por
clatrina es altamente selectiva y mediada principalmente por receptores, mientras
que la endocitosis gestionada por caveolas se relaciona mas bien con dominios
ricos en lipidos y proteinas asociadas a lipidos (McMahon, H. T. 2011). Los
elementos endocitados por estos mecanismos miden entre 50 y 100 nm (Doherty,
G. J. 2009), por lo cual la captura de una mitocondria completa contenida en MVs
mediante estos mecanismos es muy poco probable, lo cual explicaria el pobre
efecto del inhibidor de microvesiculas GW4869 sobre la transferencia de
mitocondrias marcadas en el sistema estudiado. Sin embargo, se ha observado
la presencia multiples componentes mitocondriales tales como proteinas, ARNmt
y ADNmt dentro de vesiculas extracelulares que cumplen con los diametros
establecidos, por lo cual seria interesante investigar el contenido de las vesiculas

liberadas por estas células. Otra via que destaca en este contexto es la del trafico
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intra-Golgi y trafico retrogrado de Golgi al RE, el cual consiste en un proceso de
transporte intracelular que permite la recaptura de proteinas y lipidos desde el
aparato de Golgi hacia el reticulo endoplasmatico, y juega un rol fundamental en
la regulacion del trafico vesicular, por lo cual esta senalizacion es crucial para la
biogénesis, carga y liberacion de vesiculas (Pantazopoulou, A. 2019). A pesar de
que hay investigadores que han demostrado la presencia de mitocondrias dentro
de vesiculas extracelulares generadas por MSCs (Phinney, D. G. 2015) y
astrocitos (Hayakawa, K. 2016), en este sistema no observamos una

transferencia de mitocondrias significativa mediada por vesiculas extracelulares.

Como se observa en la Tabla V, en el secretoma también se pueden observar
vias de sefializacion asociadas a integrinas, uniones adherentes, uniones
estrechas y uniones comunicantes que muestran una activacion y significancia
moderada en comparacion a otros mecanismos de transferencia evaluados.
Entre ellas, las que mas destacan son las vias asociadas a la sefalizacion, trafico
y regulacion de uniones comunicantes, las cuales facilitan la comunicacién
directa entre células adyacentes permitiendo el intercambio eficiente de iones,
moléculas pequenas y sefiales celulares. Este mecanismo es fundamental para
mantener la sincronizacion y coordinacion de actividades celulares en diversos
tejidos. Existen pocos estudios que describen la transferencia de mitocondrias

mediadas por uniones comunicantes, no obstante, se demostré que en células
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estromales derivadas de médula ésea con conexina 43 disfuncionales fallaban
en transferir mitocondrias a células epiteliales alveolares (Islam, M. 2012), e
incluso, otros autores han sugerido que conexina 43 favorece la formacién de
nanotubos pro-tumorigénicos en cancer de mama (Tishchenko, A. 2020). A pesar
de ello, este mecanismo en general no parece aportar de manera significativa a

la transferencia de mitocondrias entre células HSC-3 y linfocitos T CD4*.

La Tabla VI muestra las principales vias de sefalizacion asociadas a mecanismos

de transferencia mediados por extrusion.

Como se observa, se ve un comportamiento distinto en el perfil de proteinas de
la biopsia de tejido normal. Se observa un aumento en la expresion en via de la
mitofagia, asi como la autofagia mediada por chaperonas. Esto podria implicar
un mayor control de la masa mitocondrial, siendo la mitofagia mediada por
chaperonas una de las principales rutas de eliminacidn de mitocondrias

disfuncionales o danadas en células sanas (Hammerling y Gustafsson, 2014).

Por otro lado, en células cancerosas se suelen concentrar agregados proteicos y
componentes toxicos debido a la alta tasa de proliferacion y actividad metabdlica,
por lo cual la sefializacién de la microautofagia parece ser la mas relevante en

este contexto. La fuerte activacion de esta via se relaciona con la degradacion
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rapida y directa de componentes celulares como pequefios organelos dafados o
proteinas agregadas (Wang, L. 2023). Esta via pude ser activada en condiciones
en las cuales la célula deba reciclar elementos celulares sin comprometer la
integridad de organelos, al remover componentes mitocondriales dafiados u
oxidados como una forma de control de calidad mitocondrial (Lemasters, J. J.
2014). La regulacion de todos estos procesos podria ser una respuesta
adaptativa a condiciones celulares especificas como el estrés oxidativo o sefales
de pro-sobrevivencia. A pesar de la extrusidn es un proceso que se asocia
principalmente a la maquinaria de la autofagia, aun es un mecanismo
pobremente estudiado, por lo cual aun falta estudiar cdmo es que se lleva a cabo

este proceso.

Los resultados obtenidos en este estudio nos indica que la transferencia de
mitocondrias desde células HSC-3 y linfocitos T CD4* ocurre de manera natural,
sin la intervencién de procesos artificiales e independiente de estimuladores
externos como citoquinas y moléculas de origen bacteriano. Esta transferencia
modula la expresion de PD-1 en la superficie de linfocitos disminuyendo la
actividad pro-tumoral en estas células, sin embargo, es imperativo evaluar otras
moléculas inhibitorias y las facultades secretoras post-trasferencia para catalogar
a estos linfocitos como exhaustos. Por otro lado, también se observd que la

transferencia es potenciada mediante el contacto directo entre las células, por lo

77



que el trafico estaria siendo generado principalmente por estructuras que
conectan ambas células como los nanotubos. Existe plena evidencia que
respalda la transferencia intercedida por estas estructuras, sin embargo, también
seria de particular interés evaluar la bidireccionalidad de este fendmeno en este
sistema, ya que hay investigadores que han demostrado que la transferencia de
mitocondrias también ocurre desde células T a células cancerigenas (Zhang, H.
2023). Si bien existen pruebas que sugieren que la transferencia de mitocondrias
completas también puede ser mediada por otros mecanismos, sigue siendo
necesario esclarecer si esta contribucién es lo suficientemente relevante para
inducir efectos significativos en la célula receptora. Ademas, se debe considerar
la presencia de otros componentes mitocondriales que podrian estar siendo
transferidos mediante estructuras como vesiculas y uniones estrechas. No se
tiene claridad con respecto a los factores intrinsecos que gatillan esta
conversacion, no obstante, estudios se ha propuesto que la transferencia de
mitocondrias desde células apoptoéticas endoteliales y cardiacas hacia MSCs
pueden actuar como mensajeros, ya que la degradacion de estas mitocondrias
mediante mitofagia dentro de las MSCs se asocia con la estimulacion de las vias
de senalizacion, las cuales estan vinculadas a la biogénesis mitocondrial y el
aumento de la donacidén de mitocondrias sanas desde las células mesenquimales
hacia las células dafiadas (Rodriguez, A. 2018). Esto puede suponer que existe
una conversacion finamente regulada entre células durante la transferencia de

mitocondrias.
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Estos descubrimientos son al menos de interés, ya que se ha observado que
existe un numero significativo de pacientes oncologicos en los cuales las terapias
con bloqueadores del axis PD-1/PD-1L son ineficientes, e incluso generan
resistencia lo que pude conllevar a la progresion tumoral. Es por ello, que estudiar
las causas que contribuye al aumento de la expresion de PD-1 parece ser un

sello distintivo relevante para considerar en la inmunoterapia.
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12. ANEXOS

a. Manejo de residuos

El material biolégico de residuo remanente a la separacién de células sera
eliminado segun las normas establecidas por el Plan de manejo de sustancias y

residuos peligrosos de la Universidad de Concepcion (MATPEL).

b. Consentimiento informado

La obtencion de las muestras de sangre periférica fue obtenidas gracias a por

voluntarios sanos después de la aprobacion del consentimiento informado.
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Acta de Consentimiento

Titulo del Estudio: "ESTUDIO DE LA REPROGRAMACION METABOLICA DE
CELULAS T HELPER EN LA RESPUESTA ANTI-TUMORAL EN PACIENTES
CON CANCER ORAL”

1. Confirmo que lei y entendi toda la informacion detallada en
el folleto informativo que explica el estudio y tuve la
oportunidad de hacer todas las preguntas necesarias.

2 Autorizo v doy mi consentimiento para uma toma de
muestra de sangre de 10mL (equivalente a 4 cucharadas de
té) v el uso del tejido de mi procedimiento quinirgico
odontologico.

3. Entiendo y estoy de acuerdo, que se estudiardn varios
parametros relacionados con el proceso del desarrollo del
cancer v el sistema inmune desde el material obtenido de
mis mueskras,

4. Entiendo que mi participacién es libre ¥ voluntaria v que
puedo retirarme cuando quiera del estudio, dando aviso al
investigador principal para excluir mis datos.

5. Entiendo que los datos de mi ficha clinica relacionados con
el estudio, deberin ser revisados por el Investigador
Responsable y los odontdlogos indicados para este estudio,
tinicamente por motivos cientificos, por lo que acepto v doy
mi autorizacién para que ellos tengan acceso a este historial
middico.

6. Estovy de acuerdo con informar mi participaciton en este
estudio a mi médico tratante.

7. Estoy de acuerdo con ser parte de este estudio y entiendo,
autorizo y acepto que mis muestras pueden ser guardadas
y usadas para investigaciones, parte de este estudio.

Fecha ¢ 7

Menbre dil Pacsibef Pacticzpasde Firma Pacsenbe Particapands:

Mambre dil Firma Investigador Risguemsalsli
Investigador responsabile

Mambre Denectioe died Cenlro Desweior dild Centeo o didigaabs
i Jdelegado) Meusien Ji Fi Bellirn ekl
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