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Resumen 

La Vitamina D es una hormona liposoluble que participa principalmente en la 

regulación del metabolismo del calcio y el fosforo, sin embargo, también es capaz 

de modular el sistema inmunológico, tanto a nivel de respuesta innata como 

adaptativa, y promover principalmente los linajes T helper (Th) de tipo Th2 y Treg. 

El metabolismo del linfocito Th activado es principalmente glucolítico, utilizando 

la glucosa como fuente principal de energía para sustentar sus procesos 

proliferativos. En presencia de Vitamina D, se ha observado un aumento en el 

recuento celular de los linfocitos T CD4+ activados, pero una disminución en la 

captación de glucosa y producción de lactato, dejando la interrogante de cuál vía 

metabólica podría estar otorgando energía a expensas de la reducción de la vía 

glucolítica. La Glutaminólisis es una vía metabólica asociada a la proliferación 

celular de linfocitos T que se basa en la obtención de energía mediante la 

degradación de la glutamina. El objetivo de este trabajo es analizar la 

participación de la Glutaminólisis sobre el recuento, viabilidad y transporte de 

glutamina en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. Para ello, 

se extrajeron linfocitos T CD4+ de sangre periférica de donantes sanos y se 

activaron con anti-CD3/CD28 en presencia o ausencia de Vitamina D. El efecto 

de la Vitamina D sobre la expresión de enzimas que participan en la 

Glutaminólisis y el transportador de glutamina, además del efecto de los 
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inhibidores de la Glutaminólisis sobre el recuento celular, se analizaron por 

proteómica y citometría de flujo en linfocitos T CD4+. El transporte de glutamina 

en presencia de Vitamina D se midió en linfocitos T CD4+ utilizando glutamina 

marcada con tritio en un contador de centelleo. Los resultados revelaron un 

aumento en el recuento celular y una disminución de la glucólisis en linfocitos T 

CD4+ en presencia de Vitamina D al cuarto día de activación. Resultados 

proteómicos revelaron un aumento en la cuantificación de dos enzimas claves de 

la Glutaminólisis, la Glutaminasa y la Glutamato deshidrogenasa, al igual que la 

expresión del transportador ASCT2 en presencia de Vitamina D. Inhibidores de 

la Glutaminólisis, GPNA, Inh 968 y BPTES, redujeron el recuento celular en 

linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina D. Finalmente, el transporte de 

glutamina se vio aumentado en linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina D. En 

conclusión, nuestros resultados demostraron que tras la reducción de la vía 

glucolítica en los linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, estos 

reprograman su metabolismo hacia uno glutaminolítico, compensando el alto 

requerimiento energético de la proliferación celular.  
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Introducción 

La Vitamina D es una vitamina liposoluble, que en el último tiempo se ha 

considerado también como hormona, debido a las diversas funciones que 

ejerce en varias células del organismo. Esta hormona se puede obtener desde 

2 fuentes, desde la dieta a partir de pescados grasos, huevos y quesos, y por 

exposición a la luz ultravioleta B en un rango de 280-320 nm (Lehmann & 

Meurer, 2010). La exposición solar en el queratinocito induce un cambio 

conformacional del 7-Dehidrocolesterol (7-DHC) a Pre-Vitamina D. Esta Pre-

Vitamina D es transformada rápidamente en Vitamina D por un proceso 

dependiente de calor, lo que le permite su ingreso a circulación de dos formas, 

como Vitamina D3 (colecalciferol) o Vitamina D2 (ergocalciferol) (Jamali et al., 

2018). La Vitamina D3 es hidroxilada en el hígado por la enzima Cyp27A1, 

formando el compuesto 25-hidroxivitamina D3 la cual corresponde a la principal 

forma circulante, y que continua al riñón donde sufre una segunda hidroxilación 

por la enzima Cyp27B1, la que como resultado genera el compuesto 

metabólicamente activo de la Vitamina D o 1,25-dihidroxivitamina D3 

(Ilustración 1) (Deluca & Cantorna, 2001) 
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Ilustración 1: Metabolismo de la Vitamina D. 

Proceso de síntesis de la forma activa de la Vitamina D a partir de la exposición a la radiación 

UVB en la piel, en donde 7-DHC (7-dehidrocolesterol) sufre un cambio conformacional a Pre-

Vitamina D3, y que por una reacción dependiente de calor es transformada a Vitamina D3, esta 

ingresa a circulación donde sufre 2 hidroxilaciones, una en el hígado, y otra en el riñón, por las 

enzimas Cyp27A1 y Cyp27B1 respectivamente, para obtener así la forma activa, la 1,25 

dihidroxivitamina D3. 
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La Vitamina D cumple su función tras unirse al receptor de Vitamina D (VDR) 

correspondiente a la familia de receptores nucleares de la hormona tiroidea, el 

cual se encuentra expresado en diferentes tejidos (huesos, hígado, riñón, 

intestino, sistema inmune, etc.) y que tras la interacción del receptor con su 

ligando, genera una hetero-dimerización con el receptor X retinoide (RXR), el cual 

se transloca al núcleo generando una acción reguladora a nivel transcripcional 

(Coronato Solari et al., 2005). (Ilustración 2). 
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Ilustración 2: Señalización molecular de 1,25-dihidroxiVitamina D3 en la célula. 

1,25-dihidroxivitamina D3 ingresa a la célula por sus propiedades liposolubles y se une a un 

receptor VDR, el cual genera un heterodímero con el receptor retinoide tipo X (RXR), este 

heterodímero se transloca al núcleo para generar su efecto regulador a nivel transcripcional. 
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La función principal que se le atribuye a la Vitamina D es la regulación en el 

metabolismo del calcio (Khazai et al., 2008) y el fosforo, que junto a algunas 

hormonas como la Paratohormona (PTH) regulan la excreción de calcio a nivel 

renal, estimulan su absorción a nivel intestinal y potencian la acción de los 

osteoclastos para obtener calcio desde el hueso (Zappulo et al., 2022), Por otro 

lado, se han asociado otras funciones extraóseas, entre ellas se pueden 

mencionar la regulación del desarrollo muscular y la contractilidad (Bischoff-

Ferrari, 2012). También, la Vitamina D ha sido asociada con la proliferación, 

angiogénesis, migración e invasión de líneas celulares malignas de algunos tipos 

de cáncer (Deeb et al., 2007). En el contexto de enfermedades metabólicas, se 

ha reportado que esta vitamina tiene efectos positivos en la diabetes, reduciendo 

el riesgo de sufrir diabetes mellitus tipo 2 y mediando efectos antidiabéticos 

debido a que las células beta pancreáticas expresan VDR y éste es capaz de 

estimular la secreción de insulina, mejorando su sensibilidad a través de un 

aumento en la expresión de receptores insulínicos (von Hurst et al., 2010; 

Wolden-Kirk et al., 2011). La Vitamina D puede asociarse también con obesidad 

ya que se encuentra disminuida en pacientes obesos, los cuales presentan una 

mejora a la sensibilidad a la insulina con suplementos de Vitamina D (Belenchia 

et al., 2013). Además, en los últimos años se ha reportado que la Vitamina D 

ejerce una amplia inmunomodulación en diversas células del sistema inmune 

(Gómez de Tejada Romero, 2014; Skrobot et al., 2018) 
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Vitamina D y sistema inmune. 
 

La Vitamina D es un modulador de la respuesta inmunológica, debido a que el 

receptor VDR es expresado en la mayoría de las células inmunes, tales como los 

monocitos, células presentadoras de antígeno (APC), linfocitos T y B. Además, 

las células del sistema inmune pueden expresar la enzima Cyp27B1 encargada 

de realizar la segunda hidroxilación que genera el metabolito activo de la Vitamina 

D (Chen et al., 2007). 

La inmunidad innata es considerada la primera línea de defensa contra la 

invasión de algún patógeno (Bonilla & Oettgen, 2010), en ésta participan varias 

células en las cuales la Vitamina D puede generar un efecto modulador. En 

células fagocíticas como monocitos y macrófagos, la Vitamina D regula los 

procesos de autofagia, diferenciación y maduración (Abu-Amer & Bar-Shavit, 

1993; Yuk et al., 2009). Además, también se ha visto que regulan el proceso 

tardío de infecciones bacterianas reduciendo receptores tipo Toll2 (TLR2) y Toll4 

(TLR4) (Sadeghi et al., 2006). Los neutrófilos son células reclutadas desde 

circulación hacia el sitio de invasión de algún patógeno, en donde con sus 

mecanismos que incluye la producción de ROS, fagocitosis y formación de 

trampas extracelulares pueden eliminar el patógeno (Manda et al., 2014; 

Mantovani et al., 2011). En estas células se ha observado que la Vitamina D es 

capaz de reducir la capacidad migratoria, aumentar su capacidad anti-microbial 

y reducir el daño producido por la formación de trampas extracelulares de 
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neutrófilos en pacientes con Lupus eritematoso sistémico (Hoe et al., 2016; 

Skrobot et al., 2018). En otras células como por ejemplo en eosinófilos, la 

Vitamina D es capaz de regular su homeostasis a través del alza de inhibidores 

de quimiocinas (Hiraguchi et al., 2012), inhibe la necrosis y la liberación de 

gránulos citotóxicos (Ethier et al., 2016). En células dendríticas se ha observado 

un potente efecto inhibitorio sobre su maduración y diferenciación, y siendo capaz 

de reducir la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 2 (MHC-

ll) y otras moléculas co-estimuladoras que participan en la captación y 

procesamiento de antígenos (Canning et al., 2001; Hewison et al., 2003). 

(Ilustración 3). 
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Ilustración 3: Vitamina D en células inmunes innatas. 

Efecto de la Vitamina D frente a células de la inmunidad innata. Neutrófilos: reduce la migración 

y aumenta la capacidad anti-microbial; Eosinófilos: inhibe la necrosis, y reduce la liberación de 

gránulos citotóxicos; Monocito/Macrófago: aumenta la maduración, diferenciación y autofagia; 

Células dendríticas: inhibe su maduración y diferenciación. 
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Vitamina D y Linfocitos T. 
 

Si bien la respuesta inmune primara es capaz de enfrentar rápidamente a los 

patógenos, su capacidad de eliminación es limitada, por lo que es necesaria una 

respuesta inmune especializada que corresponde a la inmunidad adaptativa. Las 

células del sistema inmune adaptativo incluyen las células T efectoras de la 

respuesta inmune, y las células B capaces de diferenciarse a células productoras 

de anticuerpos contra los antígenos del patógeno. Los linfocitos T se pueden 

dividir en 2 tipos, los citotóxicos (CD8+) y los auxiliares o helper (CD4+) de los 

cuales existen distintos linajes en los cuales la Vitamina D puede tener función 

reguladora (Bonilla & Oettgen, 2010). 

Se requiere interacción entre la Vitamina D y su receptor, sin embargo, este 

receptor no se encuentra expresado en linfocitos T no activados. Se ha descrito 

que tras la activación de los linfocitos T, se genera un aumento en la expresión 

del receptor VDR, permitiendo así la unión de la Vitamina D y produciendo su 

efecto inmunomodulador (Correale et al., 2009; Provvedini et al., 1983). La 

capacidad inmunomoduladora que tiene la Vitamina D está dada por su 

capacidad de regular factores de transcripción y la liberación de citoquinas. De 

esta forma se observa que la Vitamina D es capaz de metilar el gen que codifica 

para IFN- γ, inhibiendo así la diferenciación del linaje Th1 (Das et al., 2014; Jiao 

et al., 2019). También se ha visto una disminución en la producción de IL-17, 

reduciendo la diferenciación de Th-17. Por otro lado, aumentan las interleuquinas 
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que promueven la diferenciación a Th2 y Treg como son IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13 

(Fraga et al., 2021; Sheikh et al., 2018).  
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Vitamina D y regulación metabólica. 
 

Las células T tienen la capacidad de encontrarse en diversos estadios, por 

ejemplo, cuando la célula no presenta ningún estimulo que requiera de sus 

acciones efectoras, se encontrara en un estado quiescente. Las células T 

quiescentes se encuentran en este estadio por largos periodos de tiempo en 

circulación, por lo que utilizan los pools de ATP y los nutrientes que se encuentran 

en el medio, principalmente glucosa, pero también por distintos procesos 

enzimáticos pueden generar ATP a partir de la cadena carbonada de aminoácidos 

o ácidos grasos(Plas et al., 2002), los cuales pueden ingresar a distintos niveles 

del ciclo del ácido cítrico para obtener el ATP desde la fosforilación oxidativa 

(Frauwirth & Thompson, 2004) 

El linfocito T debe encontrarse preparado para responder de forma inmediata a 

una respuesta frente a un antígeno, de esta forma cuando el organismo reconoce 

un antígeno, el linfocito se activa y aumenta su proliferación para poder ejercer 

su función efectora. Los mecanismos de proliferación son energéticamente 

demandantes, por lo que el linfocito aumentara hasta 20 veces la captación de 

glucosa y si bien se esperaría que utilizara la ruta metabólica convencional de la 

fosforilación oxidativa, estas células usan un metabolismo que es prácticamente 

por completo glucolítico, ya que éste no entra al ciclo de Krebs, si no que el 85% 

de la glucosa que ingresa, es luego excretada en forma de lactato (Brand et al., 

1988). Los otros nutrientes que se pueden obtener se encuentran participando 
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en otro tipo de procesos metabólicos que permiten la proliferación. Así, los ácidos 

grasos estarán participando en la síntesis de membranas, y los aminoácidos, en 

la síntesis de proteínas (Ilustración 4) (Fox et al., 2005). Si bien el linfocito utiliza 

la glucólisis como fuente principal de energía en su estado activo, éste aún puede 

realizar fosforilación oxidativa, por lo que tras la activación de las células T existe 

una elevación en los procesos de biogénesis y función mitocondrial (D'Souza et 

al., 2007) 
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Ilustración 4: Metabolismo de linfocitos T quiescente y activado. 

A) Célula T que se encuentra en quiescencia, que utiliza los nutrientes glucosa, ácidos grasos y 

aminoácidos para obtener ATP por el ciclo del ácido cítrico. B) Célula T activada que utiliza la 

glucólisis como fuente de energía, y ácidos grasos como aminoácidos son utilizados en 

procesos de síntesis. 

  

A B 
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Respecto a los mismos procesos de activación de los linfocitos T activados, se 

ha demostrado que en presencia de Vitamina D se observa un mayor recuento 

celular en comparación a aquellas que no se encuentran en presencia de 

Vitamina D, siendo indicio de un aumento del proceso proliferativo (Ilustración 5). 

Por lo que sus requerimientos energéticos deberían ser aún más elevados, sin 

embargo, al estudiar la captación de glucosa y la liberación de lactato, estos no 

fueron elevados como se esperaba, si no que, por el contrario, existe una 

disminución de estos dos parámetros (Ilustración 6). Lo que propone que la 

Vitamina D utiliza otras rutas metabólicas para obtener energía para desarrollar 

el proceso proliferativo (Llerena, J. 2021). Además, al analizar la masa 

mitocondrial relativa que existe en estas células, no se observó una diferencia 

significativa que indique que existe mayor biogénesis mitocondrial (Bishop et al., 

2022) 
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Ilustración 5: Proliferación y recuento celular de linfocitos T CD4+ activados en 

presencia o ausencia de Vitamina D. 

A) Índice de proliferación de células T CD4+en presencia (rojo) o ausencia (azul) de Vitamina D 

(10 nM) al día 1, 3 y 5 post activación (*) p<0.0037. B) Recuento celular de linfocitos T CD4+ en 

presencia (rojo) o ausencia (azul) de Vitamina D (10 nM) al día 5 post activación (**) p<0.0064). 

(Extraído de Tesis MSc en Bioquímica Clínica e Inmunología de Faryd Llerena). 
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Ilustración 6: Estudio de la vía glucolítica. 

A) Porcentaje de expresión de 2-NBDG en linfocitos T CD4+ activados en presencia (rojo) o 

ausencia (azul) de Vitamina D (10 nM) al día 5 post activación. B) Concentración de lactato en 

sobrenadante de cultivos de linfocitos T CD4+ activados en presencia o ausencia de Vitamina D 

(10 nM). (Extraído tesis MSc en Bioquímica Clínica e Inmunología Faryd Llerena). 
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Glutaminólisis. 
 

La glutamina es el aminoácido más abundante presente en la sangre humana, 

representando una concentración entre 10 a 100 veces más en comparación a 

otros aminoácidos, lo que representa aproximadamente entre un 40-60% del total 

de aminoácidos en plasma y tejidos(Feng et al., 2022). Las concentraciones de 

glutamina en sangre dependen del estado nutricional. En condiciones normales, 

los niveles de glutamina suelen estar en el rango de 500-900 umol/L. Sin 

embargo, estas pueden disminuir en situaciones de estrés metabólico, como 

ejercicio intenso, traumatismos, o por procesos infecciosos donde la demanda de 

glutamina por parte de las células inmunitarias es mayor (Walsh et al., 1998).  

Se ha descrito que este aminoácido es esencial para los procesos de 

proliferación, diferenciación y sobrevivencia de las células inmunes, 

particularmente para los linfocitos T CD4+ por lo que se considera un aminoácido 

irremplazable para los procesos de activación del linfocito T (Feng et al., 2022; 

Newsholme, 2001). El transporte de glutamina hacia el interior de los linfocitos T 

CD4+ se lleva a cabo principalmente a través de transportadores específicos de 

aminoácidos donde pueden transportar glutamina con buena afinidad, como son 

el transportador ASCT2 (SLC1A5) (Ma et al., 2017)y el transportador SNAT1 

(SLC38A1)(Pochini et al., 2014). La cinética de estos transportadores es un 

aspecto fundamental para su función. ASCT2 presenta una alta afinidad hacia 

glutamina con una constante de afinidad (Km) entre 10 a 50uM, lo que le permite 
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transportar glutamina eficazmente incluso a bajas concentraciones extracelulares 

la velocidad máxima de este transportador está optimizado para transportar 

rápidamente en situaciones de alta demanda celular, como es la proliferación 

(Scalise, Pochini, Console, Losso, et al., 2018; Scalise et al., 2016). Por otro lado, 

SNAT1 tiene una cinética que le permite transportar eficientemente en un rango 

de concentraciones más amplio, con una Km aproximadamente 20 a 100 uM y 

una Vmax adaptada para asegurar un suministro constante de glutamina a las 

células satisfaciendo las necesidades energéticas en diversas condiciones 

metabólicas. Una vez ingresa la glutamina a los linfocitos T puede servir como 

fuente de energía, y precursores en la síntesis de distintas moléculas cruciales 

para la proliferación y la función de los linfocitos (síntesis de glutatión, nucleótidos 

o proteínas). La glutamina también participa en la regulación de la señalización 

celular y la producción de citoquinas, contribuyendo en la coordinación de la 

respuesta inmune (Wang et al., 2024). 

En el interior de los linfocitos T CD4+, la glutamina es metabolizada 

principalmente a través del proceso de Glutaminólisis. Durante este proceso la 

glutamina es convertida a glutamato, proceso que puede ocurrir tanto a nivel 

citosólico como mitocondrial por la enzima glutaminasa que desamina la 

glutamina. Luego en la mitocondria por la acción de la enzima glutamato 

deshidrogenasa, el glutamato se transforma en α-cetoglutarato (α-KG) 

(Newsholme et al., 1985). Existe también la opción de que glutamato sea 

metabolizado por las transaminasas GOT2 para generar α-KG y aspartato, el cual 
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puede salir al citosol y por GOT1 aportar al ciclo del ácido cítrico en forma de 

piruvato(Ardawi & Newsholme, 1983). El α-KG ingresa al ciclo del ácido cítrico 

(TCA), generando energía y precursores biosintéticos necesarios para el proceso 

proliferativo (Ilustración 7). De esta forma el α-KG también puede utilizar la 

carboxilación reducida, en donde éste se convierte en citrato donde puede ser 

utilizado para la síntesis de lípidos y otros componentes necesarios para la rápida 

proliferación celular (Steinert et al., 2021). 
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Ilustración 7: Ruta glutaminolítica en linfocitos T. 

La glutamina (azul) puede ingresar a la célula por distintos transportadores como son ASCT2 y 

SLC38A2. Una vez dentro de la célula ingresan a la mitocondria por una variante de ASCT2, la 

glutamina es metabolizada por glutaminasa generando glutamato (amarillo). El glutamato puede 

ser metabolizado por GLUD y GOT2, en ambos generara α-Kg (verde), ingresando al ciclo del 

ácido cítrico. Al ser metabolizado por GOT2 se genera aspartato, que puede salir al citosol y por 

GOT1 ingresar nuevamente en forma de piruvato para aportar al ciclo del ácido cítrico. 
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La Glutaminólisis es una ruta metabólica de gran relevancia, ya que también es 

crucial en el metabolismo de las células cancerosas (Ratnikov et al., 2015). Las 

células cancerosas también tienen una alta demanda energética y necesitan de 

precursores biosintéticos que gracias al aporte de los nitrógenos que puede 

aportar la glutamina aporta a las vías metabólicas que promueven este 

crecimiento celular (Hensley et al., 2013). Las proteínas y enzimas que participan 

en la Glutaminólisis se encuentran altamente expresadas en células cancerosas, 

esto dependiendo del tipo de cáncer se puede asociar al aumento en la taza 

proliferativa (Qing et al., 2012), o por el lado contrario suprimiendo el crecimiento 

de estas células tras una regulación de la actividad antioxidante (Suzuki et al., 

2010). 

Esta desregulación energética que ocurre en el cáncer, puede ser un buen 

marcador de la malignidad del cáncer que se encuentre en estudio, logrando 

asociarse con señales proliferativas, facilitando la inmortalidad replicativa, o 

afectando en los procesos de invasión y metástasis (Hensley et al., 2013). Dado 

esto se han evaluado estrategias farmacológicas para inhibir la ruta de la 

Glutaminólisis con el fin de reducir la proliferación de aquellas células cancerosas 

que utilizan la glutamina en altas concentraciones. Siendo uno de los inhibidores 

más utilizados GPNA (ү-L-glutamil-p-nitroanilida), un análogo de glutamina que 

inhibe el transportador ASCT2 de manera competitiva, evitando el ingreso de 

glutamina hacia el interior de las células, inhibiendo así el crecimiento y 

proliferación de las células cancerosas(Hassanein et al., 2013). También se han 
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utilizados inhibidores específicos para otros puntos de la vía, como los inhibidores 

específicos de la glutaminasa, donde está el inhibidor-968 y BPTES, que se unen 

alostéricamente a la glutaminasa, lo que la inactiva. Se ha visto que esto reduce 

los niveles de ATP y las tasas de crecimiento de las células en varios tipos de 

cáncer (Masisi et al., 2020). Se ha demostrado que, un polifenol de té verde 

llamado galato epigalocatequina (ECGC) es capaz de eliminar células 

cancerosas glutamino-adictas durante la privación de glucosa o la inhibición de 

la glucólisis a nivel de la glutamato deshidrogenasa (Xiao et al., 2016). 

El aumento del recuento celular y proliferación de linfocitos T CD4+ activados en 

presencia de Vitamina D observada en la tesis de MCs de Faryd Llerena, nos 

presentó que estos linfocitos se encuentran en procesos de alto requerimiento 

energético. Pero esto no tiene relación con la captación de glucosa y producción 

de lactato, ya que esta descrito que la Vitamina D suprime la glucólisis en 

Linfocitos T CD4+ (Bishop et al., 2022). Al estar suprimida, estos linfocitos T deben 

obtener su energía por otra ruta metabólica, en donde la Glutaminólisis es una 

ruta que podría estar cumpliendo como la fuente de obtención de energía para el 

proceso proliferativo. 
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Presentación del problema: 

Se ha descrito que la activación de las células T genera un aumento en el 

recuento celular a expensas de un aumento de la vía glucolítica. Sin embargo, 

en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D se observa una 

disminución en la captación de glucosa y producción de lactato, al mismo tiempo 

que un aumento en el recuento y viabilidad celular. 

 

Pregunta de investigación: 

¿Cuál es la relevancia de la Glutaminólisis sobre el recuento, la viabilidad y 

transporte de glutamina en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina 

D?  
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Hipótesis 

 La Vitamina D aumenta el recuento, viabilidad y el transporte de glutamina en 

linfocitos T CD4+ activados mediante la Glutaminólisis. 
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Objetivos 

Objetivo general: 
 

Analizar la participación de la Glutaminólisis sobre el recuento, viabilidad y 

transporte de glutamina en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina 

D. 

Objetivos específicos: 
 

1. Determinar la captación de glucosa y producción de lactato en linfocitos T 

CD4+ activados en presencia de Vitamina D. 

2. Analizar el efecto de la inhibición de la Glutaminólisis en el recuento de 

linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina D. 

3. Cuantificar los niveles de expresión del receptor de Glutamina en linfocitos 

T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. 

4. Evaluar la captación de glutamina en linfocitos T CD4+ activados en 

presencia de Vitamina D. 
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Materiales y métodos 

1.- Separación de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) por 

gradiente de densidad por Ficoll. 

Se obtuvieron células a partir de aproximadamente 40 mL de sangre, la cual se 

puso en tubo Falcon de 50 mL y se llevó a 50 mL añadiendo PBS. La muestra se 

separó en 2 tubos añadiendo aproximadamente 25 mL a cada uno y diluyéndolos 

a la mitad con otros 25 mL de Ficoll, protegiéndolos de la luz directa debido la 

fotosensibilidad del Ficoll. Se agregó gota a gota la sangre diluida al tubo con 

Ficoll, con el tubo inclinado para luego seguir con un flujo continuo, para acelerar 

la separación se centrifugaron los tubos a 2000 rpm por 30 minutos a una 

aceleración y desaceleración [1_0]. La separación generó 4 fases, en orden 

desde arriba hacia abajo: suero, anillo mononuclear, Ficoll y células rojas. 

Usando una pipeta Pasteur se recolectó el anillo mononuclear en un tubo Falcon 

de 15 mL, y luego se lavó con PBS en la centrifuga a 1500 rpm por 10 minutos a 

una aceleración y desaceleración [9_9]. Se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió el Pellet en 1 mL de PBS. 10 uL de la suspensión se mezclaron con 

90 uL de azul de tripán, para contar las células mononucleares en una cámara 

de Neubauer. 
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2.- Separación de células T CD4+ de memoria. 

 

Para la separación de células T CD4+ se utilizó el protocolo “Memory CD4+ T Cell 

Isolation Kit Human”. Según el conteo de células en la cámara de Neubauer, se 

ajustó el protocolo según el número millones de células a utilizar, determinando 

así los mL correspondientes a la cantidad de células a procesar. Dada las células 

contadas se agregarán 500 uL de PBS y se centrifugan a 330 g por 10 minutos. 

Se aspiró el sobrenadante y las células se resuspendieron en 40 uL de buffer por 

cada 107 totales. Luego se añaden 10 uL de “Memory CD4+ T Cell Biotin-Antibody 

Cocktail” por cada 107 células totales. Se resuspendió para mezclar y se incubó 

por 10 minutos a 2-8 °C. Luego, se agregaron 30 uL de Buffer por cada 107 células 

totales, y 20 uL de “Anti-Biotin MicroBeads” por cada 107, y se incubaron por 15 

minutos a 2-8 °C, Las muestras se lavaron agregando entre 1-2 mL de Buffer por 

cada 107 células totales y se centrifugaron a 300 g por 10 minutos, para luego 

aspirar el sobrenadante y las células se resuspendieron finalmente en 500 uL de 

Buffer. 

Para la separación magnética se utilizó la columna adecuada a la Tabla 1. 
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Tabla 1: Columnas para separación que se deben utilizar dependiendo los 

millones de células a procesar. 

Esta columna se acopló al magneto, y se cebó con Buffer MACS agregando 500 

uL en caso de utilizar columnas MS o 3 mL en caso de que se use la columna 

LS.Una vez finalizando el paso de cebado, se procedió a pasar las células por la 

columna, seguido de 3 mL de Buffer MACS 3 veces para asegurar el paso de las 

células por la columna. Se retiró el tubo colector de los 9 mL de Buffer, se colocó 

un nuevo tubo colector y se agregaron 5 mL de Buffer MACS y con un embolo se 

hizo pasar todo por la columna para recuperar las células T CD4+. 

 

3.- Separación por Cell-Sorting 

 

Se tomó una porción de las células obtenidas y se marcaron con 2 uL de 

anticuerpos fluoróforos anti-CD4 FITC. Se incubarán a 4°C durante 30 minutos y 
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luego se enviaron al Cell Sorter (Aria ll, BD)(Lehmann & Meurer, 2010) donde las 

células fueron sorteadas, y tener así una población pura de células T CD4+ de 

memoria. Como control negativo se utilizó un FMO. 

4.- Cultivo celular y análisis de proliferación.  

 

El cultivo se realizó en placa de 96 pocillos de fondo redondo. Donde 

aproximadamente se trasvasijaron 100 uL de las células en cada pocillo, 

equivalentes entre 50.000 y 5.000.000 de células. Las células se cultivaron en 

medio RPMI suplementado con glutamina 2 mM, tanto en presencia como en 

ausencia de Vitamina D. Estas fueron activadas con anticuerpos anti-CD3 y anti 

CD28 de los cuales se agregaron 6.25 uL por cada 1 millón de células (Relación 

1:4) 

La 1,25 dihidroxivitamina D viene a una concentración inicial de 2 micromol/L y 

se agregó a una concentración final de 10 nmol/L, y el control sin Vitamina D debe 

tener la misma proporción agregada del Carrier (etanol). 

Para estudiar la proliferación se preparó un stock de “CellTrace Violet” 

(Invitrogen) agregando 5 mM de vial a 20 uL de DMSO, de esta solución stock, 

se agregó 1 uL a cada mL de células en suspensión en PBS precalentadas para 

quedar con una concentración final de 1 uM. Se incubaron durante 20 minutos a 

temperatura ambiente o a 37°C, protegidas de la luz. Luego se agregó 5 veces 

lo agregado de tinción, pero de medio de cultivo y se incubó durante 5 minutos 
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en hielo para remover el exceso de tinción. Finalmente se formó el pellet de 

células por centrifugación a 1500 rpm por 5 minutos y se resuspendió en medio 

de cultivo precalentado, se incubaron las células por al menos 10 minutos antes 

de analizar la proliferación, la cual se estudió desde el día 2, hasta el día 4.  

Para el estudio de la viabilidad las células se separaron del sobrenadante, y se 

recolectaron en tubos de citometría. A las células se les agregaron 200 uL de PBS 

con 1 uL del fluoróforo Live/Dead (invitrogen) en APC a una concentración 

1:1000, y se incubaron a 4°C durante 15 minutos en oscuridad. Posteriormente 

se lavaron por 5 minutos a 1500 rpm con 1-2 mL de PBS, se descartó el 

sobrenadante y se resuspendieron las células en 100 uL de PBS con 5 uL de 

Beads de conteo (invitrogen). Y se analizó en el citómetro de flujo (LSR-Fortessa 

X20. BD). 

5.- Medición de glucosa y lactato. 

 

Para medición de glucosa y lactato en los linfocitos T en cultivo, el sobrenadante 

fue recolectado desde el día 2, y el día 4. Para luego diluirlo en una relación 1:10 

con agua bidestilada. De esta dilución se agregaron 10 uL en una placa de 96 

pocillos. Para la medición de glucosa se agregaron 200 uL del reactivo de glucosa 

de BioSystem y se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos para luego 

medir en el lector de microplacas a 500 nm. Para la medición de lactato se 

preparó una mezcla de los reactivos A y B del kit de BioSystem en la proporción 
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de 80uL del reactivo A y 20 uL del reactivo B para cada uno de los pocillos a los 

que se le medirá lactato. Tras agregar el mix se esperaron 5 minutos a 37°C y se 

leerá absorbancia en el lector de microplacas (SYNERGY 2 BIOTEK) a 600 nm. 

En ambos casos se utilizaron curvas estándar para obtener la concentración 

correspondiente. 

6.- Marcaje con 2 NBDG. 

 

Para el marcaje con 2-NBDG (Invitrogen) las células se colectaron en tubos de 

citometría y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos, se eliminó todo el 

sobrenadante y las células se resuspendieron en 100 uL de PBS para privarlas 

de glucosa, lo cual se realizó durante 1 hora a 37°C. transcurrido el tiempo, se le 

agregaron 100 uL de PBS que contiene 2-NBDG a una concentración de 20 uM, 

generando una concentración final de 10 uM y se incubaron a 37°C durante 30 

minutos. La reacción será detenida con 800 uL de PBS frio, luego se centrifugó a 

1500 rpm durante 10 minutos, para posteriormente hacer marcajes con 

Live/Dead y agregando los 5 uL de Beads de conteo.  

7.- Cultivo con inhibidores. 

 

Para el estudio con los inhibidores, primero se estandarizó la concentración 

necesaria de los inhibidores a utilizar realizando una curva de concentraciones. 
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Se utilizaron los inhibidores GPNA que inhibe a ASCT2 en un rango de 

concentración entre 100-250 uM, inhibidor 968 y BPTES que inhiben la 

glutaminasa en un rango de concentración entre los 5-25 uM. 

Con estas concentraciones se realizó la incubación de los linfocitos a partir de los 

2 días, para que los cambios metabólicos de la Vitamina D ya estén presentes. 

Posteriormente, se estudió la viabilidad con los marcadores Live/Dead mediante 

citometría de flujo. 

 

8.- Preparación con marcador de ASCT2. 

 

Para el estudio del nivel de expresión del transportador de aminoácidos ASCT2 

en superficie, se utilizó un anticuerpo policlonal acoplado a fluoroforo FITC 

(Invitrogen), Se tomaron del cultivo celular los linfocitos que se encuentren en los 

periodos entre 2 y 4 días en presencia y ausencia de Vitamina D. A estos se le 

añadirán 100 uL de PBS con una concentración del fluoróforo de 5ug/mL y se 

incubaron a 4°C durante 1 hora en oscuridad, para luego medir por citometría de 

flujo.   
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9.- Transporte de glutamina por glutamina 3H. 

 

El transporte de glutamina marcada con tritio [3H], se realizó por viales con 

linfocitos T CD4+ activados en presencia y ausencia de Vitamina D. Antes del 

ensayo de transporte, las células fuero lavadas dos veces con PBS tibio con el 

fin de remover la glutamina extracelular. La captación de glutamina marcada 

(5uCi 3H glutamina/mL) a concentraciones de glutamina fría de 0 a 150 uM en 

PBS se realizó durante 1 minuto a 37°C. posteriormente, las células fueron 

lavadas 3 veces con 800 uL de PBS frio con glutamina a una concentración de 

2mM. Luego, se agregaron 200 uL de NaOH a 0.2 N al pellet de linfocitos y se 

agitó durante 30 minutos para lisis celular.100 uL se trasvasijaron en vial de 

centelleo a las cuales se agregaron 2.8 mL de líquido de centelleo para ser 

analizado en el contador de centelleo: LS 6500 MULTI-PURPOSE 

SCINTILLATION COUNTER. Los 100 uL restantes fueron utilizados para la 

medición de proteínas. Se realizó una curva estándar de 0 a 1 mg/mL agregando 

10 uL del estándar a distintas concentraciones en una placa de 96 pocillos, a 

cada pocillo se le añadieron 10 uL de muestra. Posteriormente, se agregaron 25 

uL del reactivo A a cada pocillo, seguido de 200 uL del reactivo B. La placa se 

dejó en oscuridad y temperatura ambiente durante 15 minutos, se analizó la 

absorbancia en el lector de microplacas (SYNERGY 2 BIOTEK) a 750 nm. 

La captación total se determinó utilizando la siguiente expresión: 
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Captación = (Rs * St * T)/(Rst *X) 

Donde Rs es la radioactividad (dpm) en la muestra, St es la cantidad de 

Glutamina agregada por cada pocillo (umol), Rst es la radioactividad del estándar 

(dpm), X la concentración de proteínas por pocillo (ug) y T es el factor de 

corrección por el tiempo. La captación se expresó como pmol (ug proteína)-1min-

1. 

Una vez calculada la captación celular de glutamina, se generaron curvas de 

saturación para estimar los parámetros de velocidad máxima (Vmax) y saturación 

media (Di Lorenzo et al.).La presencia de un componente no saturable para el 

transporte de glutamina se derivó a partir de la captación obtenida de la ecuación 

de Michaelis-Menten más un componente lineal no saturable dado por la 

siguiente expresión: 

v ={(Vmax * [Glutamina]) / (Km+[Glutamina]} + (m * [Glutamina]) 

donde v es la captación total de glutamina, m es la pendiente del componente 

lineal para la captación de glutamina y [Glutamina] representa la concentración 

de glutamina. La clásica ecuación de Michaelis-Menten representa el 

componente saturable para el transporte de glutamina y m*[Glutamina] es el 

componente lineal no saturable. 

El componente saturable para el transporte de glutamina se calculó mediante la 

expresión: 
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Sat = v – (m * [Glutamina]) 

Donde Sat es el componente saturable para el transporte total (v) de Glutamina. 

Los parámetros cinéticos para el componente saturable se calcularon como: 

v = (Vmax * [Glutamina]) / (Km + [Glutamina]) 

Y se expresaron como: 

Vmax en pmol (ug de proteína)-1min-1 

Km en uM 

Las variaciones fueron calculadas por error estándar. 

10.- Proteómica. 

 

Tras el cultivo, a cada una de las muestras se le añadió inhibidor de 

proteasas/fosfatasas (#1861284, Thermo Scienrific) a una concentración final 1X. 

luego las muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en 8M urea con 25 mM de 

bicarbonato de amonio pH 8 y posteriormente homogeneizadas utilizando 

ultrasonido por 1 min con pulsos de 10 s (on/off) a una amplitud del 50% utilizando 

un baño frio. luego, se incubaron en hielo por 5 min y posteriormente se 

centrifugaron para eliminar debris 21.000 x g por 10 min a 4°C. las muestras 

inmediatamente fueron cuantificadas mediante Qubit 4TM (Thermo Scientific) 
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usando el kit Qubit Protein Assay. Se tomo un total de 100 µg para digestión 

tríptica. 

Las proteínas resultantes fueron precipitadas agregando 5 volúmenes de acetona 

fría e incubadas overnight a -80°C. Luego, fueron equilibradas a temperatura 

ambiente por 10 min, se centrifugaron a 16000 x g por 10 min a 4°C y se descartó 

el sobrenadante. El pellet resultante fue lavado 3 veces con acetona 80% fría. 

Posteriormente, se dejó secar el pellet de proteínas en un concentrador rotatorio. 

Las muestras fueron resuspendidas en 30 µL 8M Urea y 25 mM bicarbonato de 

amonio. Luego, fueron reducidas con DTT a una concentración final de 20 mM 

en 25 mM bicarbonato de amonio e incubadas por 1 hora a temperatura 

ambiente. Seguido, se alquilaron agregando lodoacetamida a una concentración 

final de 20 mM en 25 mM de bicarbonato de amonio e incubaron por 1 hora en 

oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras son diluidas 8 

veces con 25 mM bicarbonato de amonio. 

La digestión fue realizada con Tripsina grado secuenciación (V#5071, Promega) 

en una proporción 1:50 de proteasa:proteína (masa/masa) se incubo por 16 h a 

37°C, la reacción de digestión se detuvo por pH agregando acido fórmico al 10%. 

Luego, las muestras fueron sometidas a Clean Up Thermo Pierce C18 Spin 

Columns (cat cod 89870, ThermoFisher), según indicaciones del proveedor. 

Posteriormente, los péptidos limpios fueron secados en un concentrador rotatorio 

a 1000 rpm overnight a 10°C. 
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200 ng de los péptidos obtenidos en el paso anterior fueron inyectados a un 

Evosep One (Evosep Biosystems) acoplado a un espectrómetro de masas 

timsTOF Pro (“Trapped Ion Mobility Spectrometry – Quadruple Time Of Flight 

Mass Spectrometer”, Bruker Daltonics) utilizando una columna PePSep Eight (8 

cm x 150 µM ID, 1.5 µm C18, Bruker Daltonics). La cromatografía liquida se 

realizó utilizando la modalidad de 30 SPD (“Samples per-Day”) en todas las 

muestras. El gradiente utilizado fue de 2% al 35% de tampón B (0.1% Ac. Fórmico 

– Acetonitrilo). La colección de resultados fue realizada utilizando el software 

TimsControl 2.0 (Bruker Daltonics) bajo 10 ciclos de PASEF, con un rango de 

masas de 100-1700 m/z, ionización del capilar 1500V y una temperatura de 

180°C en el capilar, frecuencia del TOF 10 KHz a una resolución de 50000 

FWHM.  

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 análisis de datos compuestos por 48 núcleos y 512 Gb de memoria 

RAM. Se utilizaron parámetros 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 digestión se utilizó tripsina como enzima, modo de digestión especifico y un 

máximo de 2 escisiones de perdidas por péptido (“missed cleavages per 

peptides”). Se utilizaron como modificaciones post-traduccionales (PTM): 
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carbomidometilación de la cisteína, como PTM fija: oxidación de Metionina (M), 

Acetilación N-terminal, como PTMs variables. Se incluyó la estimación de FDR 

<1% por medio de una base de datos decoy. Para la identificación de proteínas 

se utilizó el proteoma humano de referencia, disponible en Uniprot. 

Adicionalmente, se adiciono una base de datos de contaminantes comunes en 

espectrofotometría de masas, disponible en la plataforma FragPipe. 

11.- Análisis de datos. 

 

Los datos obtenidos por el citómetro de flujo fueron analizados por el programa 

FlowJo 7.6, junto a los otros datos obtenidos en lector de microplacas (SYNERGY 

2 BIOTEK) la comparación de valores se realizó utilizando la distribución t de 

Student (dos lados) de datos pareados, y un valor P<0.05 fue considerado 

estadísticamente significativo. Los datos fueron analizados utilizando el programa 

GrahPad Prism 10. 
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RESULTADOS 

Objetivo específico 1: Determinar la captación de glucosa y producción de 

lactato en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. 

Separación de linfocitos T CD4+ para cultivo celular. 

Para confirmar los hallazgos asociados al efecto de la Vitamina D sobre la 

glucólisis reportados anteriormente, (Tesis de MSc, Faryd Llerena), se realizaron 

experimentos para evaluar el recuento, la captación de glucosa y producción de 

lactato en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. Todos los 

estudios se llevaron a cabo utilizando linfocitos obtenidos de donantes sanos.  

La selección de la población de linfocitos T CD4+ vivos se realizó mediante 

separación de gradiente Ficoll, el enriquecimiento con beads magnéticos y el 

aislamiento con cell sorting. Las células fueron cultivadas en condiciones 

controladas durante 4 días. Utilizando citometría de flujo discriminamos entre 

células vivas y muertas, permitiendo aislar con precisión la población viva de 

linfocitos CD4+ viables estudios realizados, se consideró la población de linfocitos 

T CD+ vivos. 
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Las imágenes de los plots de citometría de flujo (Figura 1) muestran la selección 

de la población de células vivas, y asegurar que solo células viables fueran 

utilizadas para el recuento celular y los experimentos posteriores, asegurando la 

validez de los resultados obtenidos. 
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Figura 1: Plots de linfocitos T CD4+. 

Representación gráfica por dot plots obtenida por citometría de flujo, mostrando la selección de 

linfocitos T CD4+ vivos. Se visualizan los plots que indican la separación de linfocitos T CD4+, 

luego los singletes, y finalmente la separación de células vivas y muertas con el marcador 

(LIVE/DEAD (LD), asegurando que solo las células viables sean utilizadas para el recuento 

celular y experimentos posteriores. 
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La Vitamina D incrementa el recuento celular de los linfocitos T CD4+. 

Una vez obtenidos nuestros linfocitos T CD4+ se activaron con anti-CD3/CD28 y 

se cultivaron en placa de 96 pocillos, sembrando aproximadamente 100.000 

células por pocillo durante 4 días. Se establecieron dos condiciones, Vitamina D 

a una concentración de 10 nM y para el control se agregó el mismo volumen, 

pero de etanol, el que corresponde al Carrier en el cual se encuentra disuelta la 

Vitamina D.  

 Los resultados del recuento celular (Figura 2) son congruentes con la bibliografía 

y lo observado anteriormente en nuestro laboratorio. Estos resultados indican que 

la población de linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D muestra 

un aumento en su recuento celular a los 4 días de cultivo. 
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Figura 2: Recuento celular de linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina D. 

Gráfico de símbolos y líneas que muestran el recuento celular de linfocitos T CD4+ activados en 

presencia o ausencia de Vitamina D (10 nM) por 4 días (n=4, p<0.0423, t-student pareado). 
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La Vitamina D reduce la utilización de glucólisis a pesar de su 

aumento en el recuento celular. 

Dado el aumento celular en linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina D, se 

realizó el mismo protocolo de cultivo celular, y se tomaron los sobrenadantes de 

las células cultivadas tras los 4 días de incubación, para evaluar el consumo de 

glucosa. Se midió la diferencia entre la glucosa inicial que tenía el medio de 

cultivo RPMI (200mg/dL) y la glucosa remanente tras los 4 días. Así se calculó la 

cantidad de glucosa consumida por los linfocitos (Figura 3A). Los resultados 

mostraron que el consumo de glucosa fue significativamente reducido en 

linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina D. 

Luego, se midió la concentración de lactato en sobrenadante, el cual es el 

producto final de la ruta glucolítica, y es liberado al medio extracelular. Los 

resultados mostraron que, al igual que la glucosa, el lactato extracelular presentó 

una disminución significativa en presencia de Vitamina D (Figura 3B). 

Otro método utilizado para medir la captación de glucosa fue mediante un 

análogo fluorescente de glucosa (2-NBDG). Las células, tras los 4 días de cultivo, 

fueron privadas de glucosa durante 1 hora y luego se le agrego el análogo 

fluorescente a una concentración de 10 uM, para posteriormente ser analizadas 

por citometría de flujo. Se evaluó el porcentaje de células positivas para la 
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captación de este análogo. Este método directo mostró una disminución 

significativa en la captación de glucosa en presencia de Vitamina D (Figura 3C).  
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Figura 3: Captación de glucosa y producción de lactato. 

A) Gráfico de símbolos y líneas del consumo de glucosa por linfocitos T CD4+ activados en 

presencia de Vitamina D (10 nM), evaluado por la diferencia de glucosa en el medio de cultivo 

(n=6, p<0.0171, t-student pareado). B) Gráfico de símbolos y líneas de la concentración de 

lactato en el sobrenadante de los cultivos de linfocitos T CD4+ activados en presencia de 

Vitamina D (10nM) por 5 días (n=6, p<0.0012, t-student pareado)). C) Gráfico de símbolos y 

líneas del porcentaje de linfocitos T CD4+ para el análogo fluorescente de glucosa (2-NBDG) en 

presencia y ausencia de Vitamina D (10nM) por 4 días (n=4, p<0.0123, t-student pareado).  
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Análisis proteómico del efecto de la Vitamina D sobre las proteínas 

que participan en la Glutaminólisis en linfocitos T CD4+ activados. 

 

Con los resultados obtenidos, se observa que la glucólisis no se favorece en los 

linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, a pesar del aumento en 

el recuento celular. Esto sugiere que estos linfocitos podrían estar empleando 

rutas metabólicas alternativas para satisfacer sus demandas energéticas durante 

la proliferación. 

Una de las rutas metabólicas más utilizadas por células altamente proliferativas 

es la glutaminólisis, que utiliza la glutamina como fuente rápida de energía. La 

glutamina ingresa a través de varios transportadores de aminoácidos, siendo los 

principales SLC38A1, SLC38A2, y especialmente, SLC1A5 (ASCT2), que es el 

principal en el transporte de células altamente proliferativas. 

Los análisis proteómicos realizados en linfocitos T CD4+ tras 5 días de cultivo no 

revelaron diferencias significativas en los transportadores de (Figura 4). 

  



 
 

58 
 

 
Figura 4: Análisis proteómico de los transportadores de glutamina en linfocitos T 

CD4+ activados en presencia de Vitamina D. 

A) Gráfico de símbolos y líneas de la cuantificación del transportador SLC1A5 (ASCT2) de 

linfocitos T CD4+ activados en presencia y ausencia de Vitamina D (10nM) por 4 días. B) Gráfico 

de símbolos y líneas de la cuantificación del transportador de glutamina SLC38A2 de linfocitos T 

CD4+ activados en presencia de Vitamina D (10 nM) por 4 días. 
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Metabolismo de la glutamina en linfocitos T CD4+ activados en 

presencia de Vitamina D. 

Tras el ingreso de glutamina al interior de la célula, está debe ser metabolizada 

por la glutaminasa para convertirse en glutamato. Este proceso puede ocurrir 

tanto en el citoplasma como en las mitocondrias. Las isoformas citoplasmáticas 

pueden participar en el proceso de la Glutaminólisis y también puede contribuir a 

la producción de glutamato para involucrarse en la regulación del estrés oxidativo 

mediante la producción de glutatión. 

En las mitocondrias, encontramos las isoformas GLSK y GLS, que generan 

glutamato. Los resultados de la proteómica mostraron un aumento significativo 

en la isoforma GLSK (Figura 5ª) y la isoforma GLS (Figura 5B) en los linfocitos T 

CD4+ que fueron activados en presencia de Vitamina D. 

Una vez dentro de la mitocondria, el glutamato se convierte hacia α-cetoglutarato 

(α-KG). Este proceso puede ser realizado por GOT2, que genera α-KG y 

aspartato, o por la glutamato deshidrogenasa (GLUD1). En el primer caso, el 

aspartato puede salir al citoplasma y, mediante GOT1, transformarse en piruvato. 

Los resultados de la proteómica mostraron una disminución significativa en GOT1 

(Figura 5C), más no un cambio significativo en GOT2 (Figura 5D) lo que sugiere 

que esta ruta alternativa no es la principal utilizada por el glutamato para 

participar en el ciclo del ácido cítrico. Por otro lado, GLUD1 presento un aumento 
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significativo en presencia de Vitamina D (Figura 5E), lo que indica que esta ruta 

directa es la que se propone para el aporte de α-KG al ciclo del ácido cítrico 

(Ilustración 7).  
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Figura 5: Análisis proteómico de las enzimas participantes en la Glutaminólisis en 

linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. 

Gráfico de símbolos y líneas de la cuantificación de A) la isoforma de glutaminasa GLSK (n=3, 

p<0.0261, t-student parado), B) la isoforma de la glutaminasa GLS (B8ZZA8) (n=3, p<0.0133, t-

student pareado), C) la Glutamato Oxaloacetato Transaminasa 1 (GOT1) (n=3, p<0.0003), t-

student pareado), D) la Glutamato Oxaloacetato Transaminasa 2 (GOT”) (n=3, p<0.1545, t-

student pareado) y E) la Glutamato deshidrogenasa 1 (GLUD1) (n=3, p<0.0075, t-student 

pareado) en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D (10nM) por 4 días.  
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Ilustración 8: ruta propuesta para el uso de glutamina en linfocitos T CD4+ 

activados en presencia de Vitamina D. 

A) el ingreso de glutamina por los transportadores ASCT2 y SLC38A2 no muestran diferencias 

significativas en presencia de Vitamina D (en gris), tras el ingreso de la glutamina, la ruta que se 

encuentra favorecida es por Glutaminasa (GLS) y Glutamato deshidrogenasa 1 (GLUD) 

ingresando de esta forma al ciclo del ácido cítrico (ruta en rojo). GOT2 no presento diferencias 

significativas (en gris), y su salida al citosol para ser metabolizada por GOT1, se encuentra 

reducida (ruta en azul). 
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Objetivo específico 2: Analizar el efecto de la inhibición de la Glutaminólisis 

en el recuento de linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina D. 

 

Evaluación de la concertación optima de inhibidores. 

Tras observar que la ruta glutaminolítica se encuentra favorecida en los linfocitos 

T CD4+ activados en presencia de Vitamina D se procedió a evaluar el efecto de 

la inhibición de esta ruta en el recuento celular de estos linfocitos. Para ello se 

realizaron curvas de concentraciones con distintos inhibidores, para determinar 

la concentración optima que se debía utilizar en los experimentos (Figura 6). 

Los inhibidores fueron añadidos a partir del día 2 de incubación ya que la adición 

desde el día 0 resultaba en una muerte celular excesiva. Se seleccionaron las 

concentraciones que redujeron el recuento celular en aproximadamente un 50%. 

La concentración optima del inhibidor del transporte de glutamina (GPNA) fue de 

250 uM, mientras que para los inhibidores de glutaminasa (Inhibidor 968 y 

BPTES) fue de 5 uM. 
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Figura 6: Selección de concentraciones para los inhibidores. 

Curva de concentración de los inhibidores utilizados para evaluar el efecto en linfocitos T CD4+ 

activados en presencia de Vitamina D. Se seleccionaron las concentraciones optimas, que 

redujeron el recuento celular en aproximadamente un 50%. 
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La inhibición del ingreso de glutamina a los linfocitos T CD4+ 

activados en presencia de Vitamina D afecta el recuento celular. 

Para evaluar la efectividad del inhibidor GPNA en bloquear el ingreso de 

glutamina en linfocitos T CD4+ activados, utilizamos glutamina tritiada a una 

concentración de 1000uM siguiendo protocolos establecidos para este tipo de 

ensayos. Los resultados mostraron que la presencia de GPNA redujo 

significativamente la captación de glutamina marcada en comparación con las 

células no tratadas. Lo que sugiere que GPNA es eficaz en inhibir el transporte 

de glutamina al bloquear el transportador ASCT2 (Figura 7A). 

Para comprender como la inhibición del transporte de glutamina afecta la 

proliferación de linfocitos T CD4+, se realizó un recuento celular tras el tratamiento 

con GPNA a la concentración seleccionada (250 uM). Los resultados indicaron 

una disminución significativa en el recuento celular en comparación con el grupo 

tratado con Vitamina D (Figura 7B). Esto sugiere que la captación de glutamina 

desempeña un papel crucial en la proliferación de estas células y que el bloqueo 

del transporte de glutamina impide su crecimiento adecuado. 
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Figura 7: Inhibición del ingreso de glutamina en el recuento celular 

A) Gráfico de barras de la captación de glutamina tritiada en linfocitos T CD4+ activados en 

presencia y ausencia de Vitamina D (10nM) y GPNA (250 uM) (n=3, **p<0.0011, ***p<0.0006, 

ANOVA pareado). B) Gráfico de símbolos y líneas del recuento celular de linfocitos en presencia 

y ausencia de Vitamina D (10nM) y GPNA (250 uM) (n=6, *** p<0.0002) 
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Efecto de los inhibidores BPTES y 968 en el recuento celular de 

linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. 

Para determinar el impacto de la inhibición de la Glutaminólisis en la proliferación 

de linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, se utilizaron los 

inhibidores BPTES y 968. Ambos inhiben la glutaminasa, una enzima clave en la 

conversión de glutamina a glutamato, un paso crucial en la ruta glutaminolítica. 

Tras dos días de activación con las condiciones de nuestro experimento se 

administraron los inhibidores a la concentración elegida (5 uM), y se realizó el 

recuento celular al finalizar los 4 días de cultivo. 

 Los resultados mostraron que el tratamiento con BPTES y inhibidor 968 resulto 

en una reducción significativa del recuento celular de los linfocitos T CD4+ en 

comparación con el grupo control tratado únicamente con Vitamina D. Esto indica 

que la inhibición con BPTES y 968 afecta negativamente la proliferación celular 

(Figura 8). Estos hallazgos sugieren que la Glutaminólisis es esencial al 

crecimiento de los linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, y que 

este efecto no solo depende del ingreso de glutamina hacia el interior de la célula, 

sino que también su metabolismo a través de la glutaminasa. 
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Figura 8: Efecto en el recuento celular con inhibidores de la glutaminasa. 

A) Gráfico de símbolos y líneas del recuento celular de los linfocitos T CD4+ activados en 

ausencia y presencia de Vitamina D (10 nM) con el inhibidor BPTES (n=6,* p<0.0173, 

**p<0.0022) ANOVA pareado). B) Gráfico de símbolos y líneas del recuento celular de los 

linfocitos T CD4+ activados en ausencia y presencia de Vitamina D (10nM) con el inhibidor 968 

(n=6, ** p<0.016; **** p<0.0001, ANOVA pareado). 
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Objetivo específico 3: Cuantificar los niveles de expresión del receptor de 

Glutamina en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. 

 

Cuantificación de la Expresión del transportador de glutamina. 

Para evaluar los niveles de expresión del receptor de glutamina (ASCT2) en 

linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, se realizó citometría de 

flujo. Tras 4 días de cultivo, los linfocitos fueron marcados con un anticuerpo 

conjugado a fluorocromo FITC específico para el receptor de glutamina a una 

concentración de 5 ug/mL. Se compararon los porcentajes del control con 

respecto a las tratadas con Vitamina D. Las células marcadas fueron analizadas 

mediante citometría de flujo para cuantificar la expresión del receptor de 

glutamina en términos de porcentaje de células positivas (Figura 9). 
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Figura 9: Dot plots de citometría de flujo representando el marcaje de ASCT2. 

Representación de los resultados obtenidos por citometría de flujo, mostrando el análisis de la 

expresión del receptor de glutamina ASCT2 en linfocitos T CD4+ activados en presencia de 

Vitamina D. tras la selección se encuentran los plots que reflejan la señal del marcador ASCT2-

FITC. 
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Aumento del porcentaje de expresión del transportador de glutamina. 

Los resultados de los análisis de citometría de flujo indicaron un aumento en el 

porcentaje de expresión del receptor ASCT2 en los linfocitos T CD4+ activados 

en presencia de Vitamina D en comparación con el control sin Vitamina D (Figura 

10).  

A pesar del incremento observado, el porcentaje de expresión del transportador 

ASCT2 fue relativamente bajo, esto nos llevó a cuestionar la confiabilidad del 

protocolo utilizado por no contar con un control de la verdadera expresión del 

receptor a nivel de membrana. Esto sugiere que puede existir limitaciones en el 

protocolo de marcaje que podrían haber afectado los resultados obtenidos.  
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Figura 10: Expresión del receptor SLC1A5 (ASCT2) en presencia de Vitamina D. 

A) Gráfico de símbolos y líneas de los porcentajes de expresión del transportador de glutamina 

ASCT2 en linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D. (n=3, ** p<0.0016, t-student 

pareado). 
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Objetivo específico 4: Evaluar la captación y transporte de glutamina en 

linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D.  

Evaluación de la captación de glutamina. 

Para evaluar la captación de glutamina en linfocitos T CD4+ activados en 

presencia de Vitamina D, se llevó a cabo una serie de experimentos utilizando 

glutamina tritiada. Se colectaron los linfocitos tras los 4 días de cultivo y se 

removió la glutamina presente en el medio. Luego éstos fueron sometidos a 

glutamina tritiada (5 uCi/mL), acompañada de glutamina fría (no marcada) a 

distintas concentraciones (0 a 250 uM) durante 1 minuto a 37°C. La cantidad de 

glutamina transportada al interior de las células se midió con un contador de 

centelleo. 

Los datos obtenidos se ajustaron a la ecuación de Michaelis-Menten, la cual 

describe la cinética enzimática y de transporte en términos de velocidad máxima 

(Vmax) y constante de afinidad (Km). Para el grupo control, los valores obtenidos 

fueron: Vmax = 1389.03 ± 416.34 pmoles/min y Km = 201.33 ± 66.49 uM. En el 

caso de los linfocitos tratados con Vitamina D, los valores fueron: Vmax = 1703.93 

± 506.5 pmoles/min y una Km de 178.64 ± 51.33 uM. Para una descripción más 

detallada de las constantes cinéticas, se utilizó la representación de lineweaver 

Burk, que linealiza la ecuación de Michaelis-Menten (Figura 11A). 
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La representación de lineweaver-burk mostro que los linfocitos tratados con 

Vitamina D tenían una pendiente menor y una intersección con el eje y más baja, 

indicando una mayor velocidad máxima y eficiencia enzimática en comparación 

con el control. Además, la intersección con el eje X fue ligeramente mayor, 

sugiriendo una menor Km, lo que implica una mayor afinidad por la glutamina en 

presencia de Vitamina D (Figura 11B). Estos resultados sugieren que la Vitamina 

D no solo incrementa la captación de glutamina, si no también mejora la eficiencia 

del transporte contribuyendo al aumento en la proliferación celular observada en 

los linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D.  
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Figura 11: Constantes cinéticas de los linfocitos T CD4+ activados en presencia 

de Vitamina D.  

A) Curva de Michaelis-Menten ajustada a los datos obtenidos de la captación de glutamina 

tritiada. B) Representación de Lineweaver-Burk, indicando una mayor eficiencia enzimática y 

afinidad, reflejada en la menor pendiente (Km/Vmax). 
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La actividad enzimática (Vmax/Km) mejora en presencia de Vitamina D 

Para comparar la eficiencia del transporte de glutamina, se calculó la relación 

Vmax/Km., que es una medida de la actividad enzimática y de transporte donde un 

valor más alto indica una mayor eficiencia. Los resultados mostraron que la 

actividad de captación de glutamina aumenta significativamente en los linfocitos 

activados en presencia de Vitamina D.  

En concreto, los datos revelaron que la relación Vmax/Km mejoro en 

aproximadamente un 60 ±11.3% en comparación con el grupo control sin 

Vitamina D (Figura 12). Este hallazgo indica que la Vitamina D no solo incrementa 

la captación de glutamina, como se observó previamente, sino que también 

mejora significativamente la eficiencia del transporte de glutamina en estos 

linfocitos activados.  

Estos resultados subrayan el papel crucial de la Vitamina en la regulación del 

metabolismo de la glutamina en linfocitos T CD4+, sugiriendo que puede ser un 

factor determinante en la adaptación metabólica durante la activación celular y la 

proliferación.  
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Figura 12: Relación Vmax/Km en linfocitos T CD4+ activados en presencia de 

Vitamina D. 

A) Gráfico de símbolos y líneas de la relación Vmax/Km entre el grupo control y 

el grupo tratado con Vitamina D (10nM) (n=5, **p<0.002, t-student pareado).  
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Discusión 

El papel de la Vitamina D en la regulación del sistema inmunológico ha sido objeto 

de investigación en las últimas décadas, revelando que cumple efectos 

adicionales a la tradicional regulación del metabolismo del calcio y el 

fosforo(Chen et al., 2007; Correale et al., 2009). Estudios recientes han ampliado 

este entendimiento al demostrar su influencia en la función inmunológica, 

particularmente en la modulación de la respuesta de los linfocitos T (Correale et 

al., 2009). Este estudio se centra en la influencia de la Vitamina D en el 

metabolismo energético de linfocitos T CD4+ activados, explorando como la 

intervención con esta vitamina puede afectar la inmunidad celular, desde una 

perspectiva de inmunología y bioquímica metabólica (Bishop et al., 2022). 

Los linfocitos T CD4+ juegan un papel crucial en la orquestación de la respuesta 

inmune, y su activación y función están reguladas por señales que incluyen 

cambios en el metabolismo energético (Frauwirth & Thompson, 2004). La 

capacidad de estos linfocitos para cambiar su metabolismo de fosforilación 

oxidativa a glucólisis aeróbica tras la activación es bien conocida; sin embargo, 

la participación de la Vitamina D en este cambio metabólico y sus consecuencias 

funcionales continúan en exploración (Bishop et al., 2022; BRAND et al., 1988) 

este estudio aporta evaluando como la presencia de Vitamina D puede alterar la 
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captación de glucosa y promover vías metabólicas alternativas como la 

Glutaminólisis, en linfocitos T CD4+ activados. 

Además, la implicación de la Vitamina D en la regulación de transportadores 

específicos de nutrientes y enzimas metabólicas ofrece un nuevo ángulo desde 

el cual se puede examinar su papel como modulador inmunológico (Deluca & 

Cantorna, 2001; Fox et al., 2005). Al investigar estos aspectos, este estudio no 

solo contribuye al conocimiento básico de la biología de los linfocitos T sino 

también tiene implicaciones potenciales para la manipulación de la respuesta 

inmune en contextos clínicos, especialmente en condiciones asociados a 

enfermedades autoinmunes y cáncer (Feng et al., 2022; Fraga et al., 2021). 

Los resultados obtenidos en el estudio corroboran indirectamente la hipótesis, 

que propone que la Vitamina D modula el recuento celular y la actividad 

metabólica de los linfocitos T CD4+ activados. Se observó un aumento en el 

recuento celular de estos linfocitos cuando se encuentran en presencia de 

Vitamina D, sugiriendo una promoción de un estado proliferativo (Chen et al., 

2007; Correale et al., 2009). Este hallazgo indica que la Vitamina D está 

involucrada en favorecer la proliferación celular a través de la modulación de vías 

celulares que son cruciales para la división y la supervivencia de los linfocitos 

(Frauwirth & Thompson, 2004). 

Además, la disminución observada en la glucólisis, medida como la reducción en 

la captación de glucosa y la producción de lactato, proporciona evidencia 
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adicional de que la vitamina D podría estar influyendo en el cambio metabólico 

de los linfocitos hacia rutas menos dependientes de glucolisis aeróbica (Deluca 

& Cantorna, 2001). Este cambio podría representar una adaptación metabólica 

que permite a los linfocitos T sostener una función prolongada o intensificada en 

un entorno inmunológico activo, reduciendo su dependencia de la glucólisis 

rápida que típicamente se asocia con estados de activación aguda (Fox et al., 

2005; Kempkes et al., 2019). 

La capacidad de la Vitamina D en influir en el metabolismo energético de los 

linfocitos T CD4+ puede tener implicaciones significativas para la comprensión de 

cómo se pueden manipular las respuestas inmunes en tratamientos para 

enfermedades autoinmunes, infecciosas, o incluso en el contexto del cáncer, 

donde la modulación de la función de linfocitos puede ser crucial (Fraga et al., 

2021; Rao et al., 2021). 

Aunque Bishop et al., (2022) confirma la disminución de la dependencia a la 

glucólisis, indican que la glutaminólisis no es una vía metabólica utilizada por los 

linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, nuestros resultados 

sugieren lo contrario. Es crucial destacar que en el estudio de Bishop, los 

resultados se obtuvieron tras solo 2 días de cultivo, un periodo que podría ser 

demasiado temprano para observar los efectos completos de la modulación 

metabólica inducida por la Vitamina D. En contraste, nuestro estudio proteómico 

extendió la observación hasta 4 días de cultivo, lo que permite observar cambios 
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significativos por la modulación de la vitamina D sobre el metabolismo de los 

linfocitos. 

Nuestros hallazgos revelan que, en presencia de Vitamina D, hay una notable 

disminución en la dependencia de la glucólisis, con una tendencia al uso de otra 

ruta metabólica. Esto sugiere la glutaminólisis como una alternativa para 

satisfacer las demandas energéticas durante estados prolongados de activación. 

Esta modificación podría explicarse por la capacidad de la Vitamina D en influir 

en la expresión de enzimas claves involucradas en esta vía, como las que 

observamos en nuestros resultados, aspecto que no podría observarse en 

evaluaciones tempranas del cultivo.  

Esto no solo desafía las conclusiones de estudios anteriores, sino que también 

destaca la importancia de considerar el tiempo al evaluar los efectos 

moduladores de la Vitamina D. Recordemos que, tras la activación, la expresión 

del receptor de Vitamina D (VDR) aumenta considerablemente, alcanzando un 

pico de expresión al día 2, lo que sugiere que los efectos moduladores de la 

Vitamina D serían más visibles después de este punto (Baeke et al., 2010). 

Extender el periodo de observación hasta el día 4 en nuestro estudio permitió a 

la Vitamina D ejercer su influencia, revelando una modulación significativa en el 

metabolismo celular no observada en estudios con periodos más cortos. 

Además, Bishop et al., también analizaron la masa mitocondrial de los linfocitos 

T CD4+ activados al día 2 de cultivo, sin observar significativas. Sería interesante 
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extender este análisis a un periodo 4 días de cultivo, para observar si la vitamina 

D induce un aumento en la masa mitocondrial, lo que podría relacionarse con la 

eficiencia energética asociada a la dependencia a la glutaminólisis. 

Los resultados proteómicos para los transportadores SLC38A2 y SLC1A5 

(ASCT2) no mostraron diferencias significativas, lo que sugiere que la proteómica 

no dirigida podría no captar cambios en estos transportadores debido a 

limitaciones en sensibilidad o especificidad. Es interesante destacar que el 

ingreso de glutamina al interior de la mitocondria no ha sido ampliamente 

descrito(Scalise, Pochini, Console, Losso, et al., 2018); sin embargo, se ha 

descrito una variante de ASCT2 en células cancerosas que podría ser 

responsable del transporte de glutamina al interior de las mitocondrias en los 

linfocitos T CD4+ (Yoo, Park, et al., 2020; Yoo, Yu, et al., 2020), regulando así el 

ingreso de este aminoácido, lo cual podría ser critico bajo la influencia de la 

Vitamina D. Aunque no se observaron modificaciones evidentes en los niveles de 

estos transportadores, es posible que estén ocurriendo alteraciones en la 

actividad o regulación post-traduccional. 

Nuestros hallazgos destacan un aumento en las glutaminasas GLSK y GLS 

(B8ZZA8), pertenecientes a glutaminasas mitocondriales, las cuales apoyan la 

utilización de glutamina como un importante precursor biosintético bajo la 

influencia de la Vitamina D, mientras que la expresión de GOT2 no cambió 

significativamente, la disminución de GOT1 sugiere una reducción en la 
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conversión de aspartato a piruvato en el citosol y un posible aumento en la 

retención de glutamato dentro de la mitocondria, indicando una preferencia por 

la utilización de este glutamato por glutamato deshidrogenasa (GLUD1) para la 

síntesis de α-cetoglutarato, facilitando así su entrada en el ciclo del ácido cítrico 

(Brand et al., 1988). Esto apoya la hipótesis que, bajo la influencia de la Vitamina 

D, los linfocitos T CD4+ activados pueden preferir la Glutaminólisis para la 

optimización del metabolismo, asegurando la disponibilidad de intermediarios del 

ciclo del ácido cítrico necesarios para la proliferación y función celular. 

El uso de inhibidores específicos en nuestro estudio proporcionó perspectivas 

claras sobre la dependencia funcional de los linfocitos T CD4+ activados en la 

ruta glutaminolítica. El inhibidor GPNA, que impide el transporte de glutamina, 

mostro ser crucial para la proliferación celular (Hassanein et al., 2013; Liu et al., 

2023; Wang et al., 2022). Esto subraya que otros procesos metabólicos 

dependientes de glutamina, como la síntesis de ácidos nucleicos y el 

mantenimiento redox, quedan comprometidos al bloquear el transporte de 

glutamina (Liu et al., 2021). Al inhibir el transporte de glutamina con GPNA, 

nuestros resultados demostraron una reducción significativa en la proliferación 

celular de los linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, 

confirmando así la importancia de la glutamina en estos procesos vitales (Liu et 

al., 2023). 



 
 

84 
 

Por otro lado, la inhibición de la glutamina mediante BPTES y el inhibidor 968 

impidió la conversión de glutamina a glutamato, un paso clave que facilita no solo 

la producción de energía, sino también la síntesis de biomoléculas criticas como 

nucleótidos y glutatión (Wang et al., 2020). Este enfoque bifurcado de la inhibición 

resalta la importancia de cada paso en la ruta glutaminolítica y su impacto en la 

proliferación celular. Estos hallazgos sugieren que la manipulación de la 

Glutaminólisis podría ser una estrategia terapéutica viable para modular la 

respuesta inmune en diversas enfermedades, incluyendo cáncer y trastornos 

autoinmunes (Feng et al., 2022; Kao et al., 2022; Wang et al., 2021; Xiao et al., 

2023). 

Además de los estudios realizados, se sugiere la realización de experimentos 

que utilicen inhibidores de etapas posteriores a la acción de la glutaminasa en el 

metabolismo de la glutamina, como la inhibición de las enzimas que procesan el 

glutamato, para proporcionar una confirmación más específica de que los efectos 

observados son directamente atribuibles a la Glutaminólisis. Inhibidores 

específicos, como EGCG (epigalocatequina galato) que actúa sobre glutamato 

deshidrogenasa (Zhang et al., 2016) o el AOA (aminooxyacetato) que inhibe las 

transaminasas como GOT1 y GOT2 (Sun et al., 2019; Zhou et al., 2018), podrían 

ser utilizados para este propósito. Esto ayudaría a determinar si la conversión de 

glutamato a α-cetoglutarato podría tener efectos comparables o adicionales sobre 

la proliferación y funcionalidad de los linfocitos T CD4+ activados en presencia de 

Vitamina D. Tales estudios podrían ofrecer una visión más completa de la 
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importancia de la Glutaminólisis en la respuesta inmune y abrir nuevas vías al 

desarrollo de terapias dirigidas en enfermedades autoinmunes y cáncer. 

La utilización de inhibidores específicos trae consigo desafíos inherentes, 

incluyendo la posibilidad de efectos no deseados que pueden influir en otros 

aspectos del metabolismo celular. Por ejemplo, inhibidores como el GPNA, que 

se dirige al transportador de glutamina ASCT2, pueden afectar otros 

transportadores no relacionados directamente con la Glutaminólisis, como los 

transportadores LAT1, SNAT1 y SNAT 2, alterando la interpretación de los 

resultados (Teixeira et al., 2021). Estos resultados deben ser interpretados con 

cautela, y futuros estudios deberían incluir enfoques que permitan una evaluación 

más detallada de la red metabólica global activa en estos linfocitos. Técnicas 

como la metabolómica y el uso de inhibidores combinados podrían proporcionar 

una visión más completa del metabolismo celular bajo la influencia de la Vitamina 

D. 

Además, es importante considerar las variaciones en la expresión enzimática 

inducida por la Vitamina D, lo que puede influir en la respuesta a los inhibidores 

utilizados. Estudios previos han demostrado que la Vitamina D puede modular la 

expresión de enzimas clave en la glucólisis, lo que sugiere que también podría 

influir indirectamente en la Glutaminólisis al alterar el balance energético y 

metabólico global de las células (Bishop et al., 2022). Estos factores deben ser 
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tenidos en cuenta para diseñar experimentos futuros que minimicen sesgos y 

proporcionen datos más robustos. 

En suma, nuestros hallazgos, junto con la literatura existente, indican que la 

regulación de la Glutaminólisis puede tener aplicaciones clínicas importantes, 

tanto en la potenciación de la respuesta inmunitaria como en la supresión de la 

proliferación en células tumorales, dependiendo del contexto clínico (Wang et al., 

2024). 

El análisis de la expresión del transportador de glutamina ASCT2 por citometría 

de flujo mostró un aumento en la proporción de linfocitos T CD4+ activados 

cuando son cultivados en presencia de Vitamina D. 

Aunque se observó un aumento significativo en el porcentaje de células que 

expresan ASCT2 en presencia de Vitamina D, el porcentaje de expresión global 

del transportador en todas las células fue relativamente baja (entre 1 a 5%). Este 

hallazgo podría reflejar limitaciones en el protocolo experimental empleado. Es 

posible que las condiciones experimentales necesiten optimizarse para reflejar 

más fielmente los efectos moduladores de la Vitamina D sobre la expresión del 

transportador ASCT2. Reevaluar la sensibilidad de los anticuerpos, la 

concentración utilizada y la duración de la incubación podría asegurar que los 

niveles de expresión de ASCT2 sean medidos de manera precisa. 

En resumen, el incremento observado en la expresión de ASCT2 en linfocitos T 

CD4+ activados en presencia de Vitamina D resalta el potencial de esta vitamina 
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para influir en el metabolismo inmunitario y ofrece un fundamento solido para 

investigaciones futuras sobre su papel en la regulación de la inmunidad celular y 

la respuesta a la terapia en implicaciones clínicas de ASCT2. 

Habiendo discutido el aumento en la expresión del transportador ASCT2 en 

linfocitos T CD4+ activados en presencia de Vitamina D, es pertinente analizar 

cómo esto afecta la cinética del transporte de glutamina. 

Para comprender más a fondo la función del transportador ASCT2 en linfocitos T 

CD4+ activados, se realizaron estudios de cinética para evaluar cómo la Vitamina 

D influye en la captación de glutamina. Se observo que la actividad de ASCT2, 

medida como la relación Vmax/Km, se ve alterada por la presencia de Vitamina D. 

Los resultados indicaron que la Vmax para la captación de glutamina, aumentó 

significativamente en presencia de Vitamina D, mientras que la Km disminuyó, 

sugiriendo un incremento en la afinidad del transportador por su sustrato. 

Este aumento en la Vmax puede reflejar una mayor capacidad de los linfocitos T 

CD4+ para transportar glutamina, esencial para soportar las demandas 

metabólicas elevadas durante la activación. En contraste, la disminución en la 

Km sugiere una mayor afinidad por la glutamina, lo que podría ser crucial en 

entornos donde la concentración de glutamina es limitante, permitiendo a los 

linfocitos mantener una eficiencia metabólica óptica (Feng et al., 2022; Wang et 

al., 2024). 
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La literatura indica que los valores de Km y Vmax del transportador ASCT2 pueden 

variar dependiendo del tipo celular y las condiciones experimentales. En 

proteoliposomas que simulan la orientación natural del transportador ASCT2, se 

determinó una Vmax basal de 3.2 ± 1.2 nmol/min*mg de proteína (Scalise, 

Pochini, Console, Pappacoda, et al., 2018). Adicionalmente, el valor de Km para 

la glutamina en el lado externo fue de 0.097 mM, reflejando la afinidad del 

transportador en este modelo (Pingitore et al., 2013). En estudios con oocitos de 

X. laevis expresando ASCT2, se demostró una alta afinidad de este transportador 

por la glutamina, con un valor de Km aproximadamente de 70 uM. Este dato refleja 

la capacidad del ASCT2 para acumular glutamina contra un gradiente de 

concentración de manera eficiente ("The Astroglial ASCT2 Amino Acid 

Transporter as a Mediator of Glutamine Efflux," 1999). Estas diferencias reflejan 

variaciones significativas en la afinidad y capacidad de transporte del ASCT2 

según el tipo celular y sus requerimientos metabólicos específicos. 

En nuestro estudio, los valores de Km y Vmax del transportador ASCT2 en linfocitos 

T CD4+ activados también mostraron variaciones significativas dependiendo de 

la presencia de Vitamina D. En ausencia de Vitamina D, se obtuvo una Vmax de 

1389.03 ± 416.34 pmoles/min y un Km de 201.33 ± 66.49 uM. Estos valores son 

considerablemente diferentes a los reportados en otras líneas celulares, lo que 

sugiere una menor afinidad del ASCT2 por la glutamina en linfocitos T CD4+ 

activados, pero con una capacidad de transporte aún sustancial. 
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Por otro lado, en linfocitos T CD4+ activados tratados con Vitamina D, la Vmax fue 

de 1703.93 ± 506.5 pmoles/min y el Km fue de 178.64 ± 51.33 uM. Estos 

resultados indican un aumento en la capacidad máxima de transporte del ASCT2 

en la afinidad del transportador por la glutamina. La comparación de estos valores 

sugiere que la Vitamina D puede tener un efecto modulador sobre el 

transportador ASCT2, mejorando su capacidad de captar glutamina, lo cual 

podría ser crucial para la función y proliferación de los linfocitos T CD4+ activados. 

En resumen, mientras que los valores de Km y Vmax del ASCT2 en otras líneas 

celulares destacan su alta afinidad y capacidad para la captación de glutamina, 

nuestros hallazgos en linfocitos T CD4+ activados, tanto en presencia como en 

ausencia de Vitamina D, revelan un patrón diferente de regulación. Las 

diferencias observadas en la velocidad máxima y constante de afinidad del 

ASCT2 pueden atribuirse al tipo especifico de células en el que se realiza el 

estudio. Además, nuestros hallazgos revelan que la Vitamina D parece potenciar 

la capacidad de transporte del ASCT2, lo cual podría tener importantes 

implicaciones para la modulación del metabolismo inmunitario y el diseño de 

estrategias terapéuticas. 

El aumento en la actividad de ASCT2 tiene importantes implicaciones clínicas. 

En enfermedades autoinmunes, la modulación de la actividad de linfocitos T 

podría regular la patología (Elkoshi, 2022; Wang et al., 2021), mientras que en 
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cáncer, alterar la disponibilidad de nutrientes puede impactar la supervivencia y 

proliferación de células tumorales (Halama & Suhre, 2022; Li et al., 2024). 

Finalmente, mientras estos resultados ofrecen una visión valiosa sobre la 

influencia de la Vitamina D en la función de los transportadores de aminoácidos 

en linfocitos T, también subrayan la necesidad de estudios adicionales para 

explorar los mecanismos exactos a través de los cuales la Vitamina D afecta la 

actividad de ASCT2, ya que estos cambios pueden deberse tanto a un aumento 

de la afinidad y velocidad máxima, o, por otro lado, que estos resultados estén 

siendo alterados por el aumento de la expresión del transportador. 

Los hallazgos de este estudio no solo enriquecen nuestra comprensión del 

metabolismo de los linfocitos T CD4+ bajo la influencia de la Vitamina D, sino que 

también abren nuevas perspectivas para la aplicación clínica, particularmente en 

el tratamiento de enfermedades autoinmunes y cáncer. La capacidad de la 

Vitamina D para modular rutas metabólicas críticas sugiere potenciales 

estrategias terapéuticas que podrían optimizar la respuesta inmunológica y 

mejorar los resultados clínicos en diversas patologías. 

La competencia por nutrientes entre células cancerosas y células del sistema 

inmune es un factor crítico en la dinámica del microambiente tumoral. Las células 

cancerosas, conocidas por su alta demanda metabólica, a menudo compiten con 

los linfocitos T por la glutamina, un nutriente esencial para ambas (Elkoshi, 2022). 

Se sabe que la dependencia de glutamina en células cancerosas es de gran 
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importancia, incluso induciendo la competencia por glutamina contra el sistema 

inmune, lo que induciría a la desregulación vía mTOR, provocando un estrés 

metabólico que afecta la proliferación celular de los linfocitos T (Wang et al., 

2024). Nuestros hallazgos muestran que la Vitamina D aumenta la captación de 

glutamina en linfocitos T CD4+, lo que mejoraría la competitividad frente a células 

cancerosas. Esto podría tener importantes implicaciones clínicas, ya que 

potenciar la capacidad de los linfocitos T para captar glutamina podría aumentar 

su eficiencia en la eliminación de células tumorales, ya que es sabido que una 

reducción o inhibición de los procesos glutaminolíticos en células de cáncer 

promueven el microambiente inmunitario, promoviendo un fenotipo altamente 

activo en un entorno de competencia metabólica intensa (Leone et al., 2019). 

Además de su influencia en los linfocitos T, la Vitamina D también podría afectar 

directamente en las células cancerosas. Se ha demostrado que en células 

cocultivadas con el secretoma de OSCC presenta una relación con la 

señalización de Vitamina D(Fraga et al., 2021). También se ha demostrado que 

puede inhibir la proliferación de ciertas líneas celulares cancerosas y promover 

la apoptosis, lo que sugiere un efecto antitumoral directo, lo cual podría estar 

mediado por la modulación de rutas metabólicas clave, incluidas la 

Glutaminólisis. La vitamina D puede interferir con señales de factores de 

crecimiento y vías de señalización oncogénicas como Wnt/β-catenina, TGF-β y 

EGF, que son cruciales para la progresión del cáncer. Estos efectos no solo 
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inhiben la proliferación celular, sino que también promueven la diferenciación y 

apoptosis de las células tumorales (Fernández-Barral et al., 2020). 

En estudios preclínicos, se ha observado que la Vitamina D induce arresto en la 

fase G1 del ciclo celular en varias líneas celulares, lo cual está asociado con la 

activación de inhibidores de cinasas dependientes de ciclina como p21 y p27, y 

la disminución de la expresión de c-myc (Beer & Myrthue, 2004). La capacidad 

de la Vitamina D para influir en la expresión de enzimas metabólicas y 

transportadores de nutrientes podría reducir la disponibilidad de glutamina para 

las células cancerosas, limitando su capacidad para proliferar y sobrevivir en un 

entorno competitivo. 

En resumen, la Vitamina D tiene el potencial de actuar como un agente 

antitumoral mediante la modulación de la proliferación, diferenciación y apoptosis 

de las células cancerosas, así como la reducción de la disponibilidad de 

nutrientes esenciales como la glutamina. Estos hallazgos resaltan la importancia 

de considerar la Vitamina D en estrategias terapéuticas para combatir el cáncer. 

Estudios de co-cultivo que involucren linfocitos T CD4+ y células cancerosas en 

presencia de Vitamina D podrían proporcionar información valiosa sobre las 

interacciones directas e indirectas entre estas poblaciones celulares. Estos 

estudios podrían revelar si la suplementación con Vitamina D favorece a los 

linfocitos T en términos de proliferación y función efectora, o si tiene un impacto 

más significativo en la reducción de la viabilidad de las células cancerosas. 



 
 

93 
 

Además, el análisis de la competencia por glutamina en estos co-cultivos podría 

demostrar cómo la Vitamina D modula esta dinámica competitiva, potenciando la 

respuesta inmunitaria antitumoral y sugiriendo posibles combinaciones 

terapéuticas que incluyen la Vitamina D y otros moduladores metabólicos o 

inmunológicos.  

La variabilidad en las respuestas de los donantes sanos es una limitación 

significativa, aunque se tomaron medidas para estandarizar las condiciones 

experimentales, las diferencias individuales en la expresión de enzimas y 

transportadores pueden haber influido en los resultados. Este factor es crucial al 

considerar la aplicabilidad de los hallazgos a una población más amplia, ya que 

las variaciones genéticas y epigenéticas entre individuos pueden afectar la 

respuesta a la Vitamina D y la regulación metabólica de los linfocitos T CD4+. 

Las diferencias individuales en la expresión de genes relacionados con el 

metabolismo de la Vitamina D y los transportadores de aminoácidos pueden 

resultar en una variabilidad significativa en la eficiencia de la Vitamina D para 

modular la actividad de los linfocitos T CD4+. Estudios previos han demostrado 

que las variaciones en los genes que codifican para el receptor de Vitamina D 

(VDR) y las enzimas involucradas en su activación pueden influir en la respuesta 

inmunológica de los individuos (Fernández-Barral et al., 2020). Además, las 

influencias epigenéticas, como la metilación del ADN y las modificaciones de 
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histonas, también pueden jugar un papel importante en la modulación de la 

expresión génica y la respuesta a Vitamina D (Forouhari et al., 2023). 

Estas variaciones subrayan la importancia de considerar factores individuales al 

interpretar los resultados de estudios sobre la Vitamina D y su impacto en la 

función inmunitaria. Para mejorar la aplicabilidad de estos hallazgos, futuros 

estudios podrían beneficiarse de un enfoque más personalizado que tenga en 

cuenta las características genéticas y epigéneticas de los individuos, lo que 

podría llevar a estrategias terapéuticas más personalizadas. 

El tiempo de cultivo celular es otra variante para tener en cuenta en este estudio. 

Estudios a largo plazo podrían modular de manera diferente el metabolismo 

celular. Numerosos estudios han observado que la Vitamina D suprime la 

proliferación y modula la síntesis de citoquinas, promoviendo un estado 

inmunológico más tolerogénico y menos proinflamatorio, en comparación con los 

efectos observados a corto plazo en nuestro estudio a los 4 días (Gallo et al., 

2023; Vikram Singh, 2021). 

La investigación en cáncer también se beneficia enormemente de enfoques e 

interpretaciones que revelan los complejos roles de la vitamina D en diferentes 

contextos biológicos. La Vitamina D regula tempranamente un aumento en la 

proliferación celular y en la captación de glutamina en linfocitos T CD4+. Sin 

embargo, a largo plazo, la proliferación celular se encuentra disminuida y se 

genera un ambiente inmunológico más tolerogénico. Este efecto bifásico de la 
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Vitamina D en linfocitos sugiere que la vitamina tiene un rol regulador complejo, 

donde inicialmente estimula la proliferación y actividad de las células 

inmunitarias, pero con el tiempo promueve un equilibrio inmunológico que puede 

prevenir respuestas inflamatorias excesivas. 

En contraste, la Vitamina D reduce la proliferación en células cancerosas, lo que 

sugiere su potencial como agente antitumoral. Sin embargo, se ha observado que 

la expresión de VDR se reduce progresivamente durante la progresión de 

diferentes tipos de cáncer, como el de piel, mama y próstata, proceso 

denominado como un desarrollo de resistencia a la Vitamina D (Apprato et al., 

2020). Esta represión de VDR podría ser un mecanismo por el cual las células 

cancerosas modulan su supervivencia frente a la terapia con Vitamina D. 

La capacidad de la Vitamina D para influir en la captación de glutamina en 

linfocitos T, combinada con su efecto inhibidor sobre la proliferación de células 

cancerosas, subraya su potencial dual en la terapia del cáncer. Por un lado, 

puede fortalecer la respuesta inmunitaria antitumoral al mejorar la competitividad 

de los linfocitos T por nutrientes críticos como la glutamina. Por otro lado, su 

capacidad para reducir la proliferación de células tumorales directamente ofrece 

un enfoque terapéutico adicional. No obstante, la resistencia a la Vitamina D en 

células cancerosas a través de la reducción de VDR, y el cambio a un fenotipo 

más regulador plantea un desafió que necesita ser abordado para maximizar la 

eficacia de esta estrategia terapéutica. 
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Volviendo al metabolismo celular, los linfocitos T CD4+ en presencia de Vitamina 

D utilizan rutas metabólicas alternativas que son fundamentales para su 

proliferación y función. La importancia de la glutamina en estos procesos es 

destacable, ya que este aminoácido es crucial para múltiples vías metabólicas 

esenciales. 

Un área que sería importante evaluar en presencia de Vitamina D es la 

carboxilación reductiva. En este proceso, la Glutaminólisis deriva a la formación 

de citrato luego de una serie de reacciones enzimáticas. Cuando la glutamina ya 

ha sido convertida en α-cetoglutarato (α-KG), éste entra al ciclo del ácido cítrico 

(TCA). Dentro del TCA, el α-KG es transformado en isocitrato por la enzima 

isocitrato deshidrogenasa (IDH) mediante una reacción inversa al ciclo habitual 

de TCA, y luego a citrato, este puede ser exportado al citoplasma, donde es 

utilizado para la biosíntesis de lípidos, esenciales para la formación de 

membranas. Este proceso es crucial para células con alta tasa de proliferación, 

como las células cancerosas y las células del sistema inmune (Li et al., 2024; 

Steinert et al., 2021). 

Además, la glutamina es crucial para la generación de nucleótidos, 

fundamentales para la síntesis de ADN y ARN durante la proliferación celular. 

Este proceso es vital para la replicación y reparación del ADN, así como para la 

síntesis de ARN mensajero, necesario para la transcripción de genes y la 

producción de proteínas. La glutamina proporciona el esqueleto de carbono y 
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nitrógeno necesario para la síntesis de nucleótidos de purina y pirimidina, 

componentes esenciales de los ácidos nucleicos. La regulación de estos 

procesos está mediada por la vía mTOR, una importante señalización celular que 

integra señales de nutrientes y regula el crecimiento y la proliferación celular, 

sería interesante observar si la Vitamina D puede generar alguna regulación de 

la vía mTOR generando alteraciones en la homeostasis celular (Takahara et al., 

2020). 

Otra función importante de la glutamina es su papel en la regulación redox, en el 

proceso de carboxilación reductiva, la IDH genera NADPH, que es esencial para 

la regeneración de glutatión (GSH) y otras defensas antioxidantes, asegurando 

que las células manejen el estrés oxidativo. La síntesis de glutatión, un 

antioxidante clave, también depende de la disponibilidad de glutamina. GSH se 

oxida a glutatión disulfuro (GSSG) al neutralizar especias reactivas de oxígeno 

(ROS) y luego se regenera a partir de GSSG por la enzima glutatión reductasa, 

utilizando NADPH como cofactor. Esta regulación redox es crucial para mantener 

un ambiente celular adecuado y prevenir el daño oxidativo (Cruzat et al., 2018; 

de Oliveira et al., 2016). 

Explorar como la Vitamina D afecta estas vías metabólicas podría revelar nuevos 

mecanismos que apoyen la proliferación y función inmunitaria, ofreciendo 

potenciales blancos para intervenciones terapéuticas. Estos estudios no solo 

ayudarían a entender mejor el impacto de la Vitamina D en la función 
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inmunológica, sino que también podrían identificar nuevas estrategias para 

potenciar la respuesta inmunitaria en enfermedades como el cáncer o 

enfermedades autoinmunes. 
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Conclusión 

 

En conclusión, este estudio proporciona una visión integral de cómo la Vitamina 

D modula el metabolismo energético y la función de los linfocitos T CD4+ 

activados, revelando que esta vitamina puede favorecer rutas metabólicas para 

compensar el requerimiento energético, como la Glutaminólisis, esenciales para 

la proliferación y función de estas células inmunitarias. Nuestros hallazgos 

confirman que la Vitamina D no solo aumenta la captación de glutamina y mejora 

la eficiencia del transportador ASCT2, sino que también influye en la expresión 

de enzimas clave involucradas en la Glutaminólisis, lo que sugiere una 

reprogramación metabólica significativa.  

La capacidad de la Vitamina D para influir en la actividad de los linfocitos T CD4+ 

podría tener implicaciones clínicas importantes, especialmente en el contexto de 

enfermedades autoinmunes y cáncer. Al mejorar la competitividad de los linfocitos 

T frente a las células tumorales en la captación de glutamina, la Vitamina D podría 

potenciar la respuesta inmunitaria antitumoral y ofrecer una estrategia terapéutica 

adicional para combatir el cáncer. Sin embargo, las variaciones individuales en la 

respuesta a la Vitamina D subrayan la necesidad de enfoques personalizados en 

futuras investigaciones y aplicaciones clínicas.  
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Además, la inhibición de la Glutaminólisis mostro una reducción significativa en 

la proliferación de linfocitos T CD4+ activados, destacando la importancia de esta 

ruta metabólica para la función y viabilidad celular. La posibilidad de manipular la 

Glutaminólisis ofrece nuevas perspectivas para el desarrollo de terapias dirigidas 

que puedan mejorar la respuesta inmunitaria en diversas patologías. (Ilustración 

8) 

Finalmente, los resultados de este estudio abren nuevas líneas de investigación 

sobre el papel de la Vitamina D en la regulación de otras vías metabólicas, como 

la carboxilación reductiva y la síntesis de glutatión, que son cruciales para la 

función inmunitaria y la homeostasis celular, o por el efecto de la Vitamina D en 

modelos celulares cancerígenos y el co-cultivo con linfocitos T. La exploración de 

estos mecanismos podría proporcionar nuevas estrategias para potenciar la 

respuesta inmunitaria y desarrollar intervenciones terapéuticas más efectivas. En 

resumen, la Vitamina D emerge como un modulador clave del metabolismo 

inmunitario, con un potencial significativo para mejorar las estrategias 

terapéuticas en diversas enfermedades. 
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Ilustración 9: Esquema resumido del impacto de la Vitamina D en la glutaminólisis 

y proliferación de linfocitos T CD4+. 

El esquema muestra al lado izquierdo como los linfocitos T CD4+ cuando se encuentran 

activados, utilizan principalmente la ruta glucolítica para el requerimiento energético, en este 

proceso pueden participar otras rutas metabólicas aportando a la proliferación celular como la 

glutaminólisis. Cuando las células están en presencia de Vitamina D, y junto a su heterodímero 

se traslocan al núcleo generando su modulación. Donde podemos ver la reduccion de la 

glucólisis, el aumento de enzimas importantes en el ciclo glutaminolítico como son Glutaminasa 

(GLS) y Glutamato deshidrogenasa (GLUD1), también aumenta la expresión del transportador 

ASCT2, el cual mejora la actividad enzimática con la cual transporta glutamina. La inhibición de 

estas rutas tanto por parte del transporte con GPNA o a nivel de la glutaminasa (inhibidor 968 y 

BPTES) generan una reducción significativa en el recuento de linfocito, indicando que son rutas 

cruciales para el proceso proliferativo durante su activación en presencia de Vitamina D  
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