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2-0G / a-KG / KG: a-cetoglutarato

4T1: linea celular murina de cancer de mama

7-AAD: 7-aminoactinomicina D

Ac-CoA: acetil-coenzima A

ADP: adenosina difosfato

AA: antimicina A

ATP: adenosina trifosfato

ATP dep: consumo de oxigeno dependiente de ATP
ATP indep: consumo de oxigeno independiente de ATP
ATPsin: ATP sintasa

Basal OCR: velocidad de cnsumo de oxigeno basal
B7-1 (CD80): ligando coestimulador/inhibitorio CD80
BCA: acido bicinconinico

CAF / CAFs: fibroblastos asociados a cancer (Cancer-Associated Fibroblasts)
CAIX: anhidrasa carbdnica IX

CBP: Cancer de pulmon (cancer bronquio pulmonar)

CoQ / UQ: coenzima Q/ ubiquinona

CMYC: factor de transcripcion c-Myc

ConA: Concanavalina A

CTC / CTCs: células tumorales circulantes (Circulating Tumor Cells)

Cyt c: citocromo ¢

DBA: lectina Dolichos biflorus

DCA: dicloroacetato

DHR123: dihidrorodamina 123

DLD (E3): dihidrolipoamida deshidrogenasa (subunidad E3 del complejo PDH)
DLAT (E2): dihidrolipoamida acetiltransferasa (E2 del complejo PDH)

DLST (E2k): dihidrolipoamida S-succiniltransferasa (subunidad del KGDHC)

E3BP / PDHX: proteina de unién a E3 (E3-binding protein; componente del complejo PDH)
ECAR: tasa de acidificacion extracelular (Extracellular Acidification Rate)

ECPCP: nanoparticulas/polimeros basados en PEG

EMT: transicion epitelio-mesénquima (Epithelial-Mesenchymal Transition)

ER / RE: reticulo endoplasmaético

ETC: cadena de transporte de electrones (Electron Transport Chain)

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor)

F6P (F-6-P): fructosa-6-fosfato

FACS: citometria de flujo

FAD / FADHj,: flavin adenin dinucledtido (oxidado / reducido)
FCCP: carbonil cianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona

FDA: Food and Drug Administration

Fe-S: centro hierro—azufre

FMN: flavina mononucledtido

FucT / FucTs: fucosiltransferasa(s)

GA: glicosilacion aberrante

GALA: via de activacién GalNAc-T

GALNT / ppGalNAc-T: polipéptido-GalNAc transferasas

GalNAc: N-acetilgalactosamina

GCNT / GCNTs: B1,6-N-acetilglucosaminiltransferasas

GFAT: glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa

GFPT1 / GFPT2: glutamina—fructosa-6-fosfato aminotransferasa 1/ 2



GlcNACc: N-acetilglucosamina

GlcNACc-6P: N-acetilglucosamina-6-fosfato

GLS: glutaminasa

GLUD: glutamato deshidrogenasa

GLUL: glutamina sintetasa

GLUT / GLUTSs: familia de transportadores de glucosa
GLUT1: transportador de glucosa 1

GNK: glucosamina quinasa

GNPNAT / GNPNAT1: glucosamina-6-fosfato N-acetiltransferasa
GPI: fosfoglucosa isomerasa

G-6-P: glucosa-6-fosfato

Glyc: glucdlisis

Glyc ferm: glucdlisis fermentativa

Glyc ox: glucdlisis oxidativa

GSH: glutation reducido

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte Growth Factor)

HBP: via biosintética de las hexosaminas (Hexosamine Biosynthetic Pathway)

HIF / HIFs: factores inducibles por hipoxia

HIF-1a / HIF-2a / HIF-3a: subunidades alfa de HIF

HIF-1B: subunidad beta constitutiva de HIF

HK: hexoquinasa

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
HRE / HREs: elementos de respuesta a hipoxia

IACS-010759: inhibidor de OXPHOS (complejo |; segun literatura)

ICI: inhibidores de puntos de control inmunitario (I/mmune Checkpoint Inhibitors)

IDH1 / IDH2 / IDH3 (IDH3A): isocitrato deshidrogenasa 1/2/3 (subunidad alfa en IDH3)
IFN-y: interferén gamma

IGF2: Factor de Crecimiento Similar a la Insulina 2

IHQ / IHQ; inmunohistoquimica

IL-10: interleucina 10

IMM: membrana mitocondrial interna

IMS: espacio intermembrana mitocondrial

KDM / JMID: desmetilasas de histonas (dominio Jumoniji C)
KGDHC: complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa

La (lactilacion): modificacién por grupo lactilo (segin contexto)
LDH: lactato deshidrogenasa

LDH-A / LDHB: subunidades A/B de lactato deshidrogenasa

Le* / SLe* / LeY: antigenos Lewis x / sialil-Lewis x / Lewis y

LPS: lipopolisacarido

mAb / mAb (s): anticuerpo(s) monoclonal(es)

MAT: microambiente tumoral

MCT / MCTs: transportadores de monocarboxilatos

MDSC / MDSCs: células mieloides supresoras

MFI: mediana de intensidad de fluorescencia (Median Fluorescence Intensity)

MGL2: receptor lectinico (macrophage galactose-type lectin 2) que reconoce GalNAc/Tn
mtROS: especies reactivas del oxigeno mitocondriales

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

NAD* / NADH: nicotinamida adenina dinucleétido (oxidado / reducido)
NAGK: N-acetilglucosamina quinasa

Neu5Ac: acido N-acetilneuraminico

NF-kB: factor nuclear kappa B

NK: células Natural Killer

Non Mit OCR: consumo de oxigeno no mitocondrial



NSCLC: cancer de pulmédn de células no pequefias (Non-Small Cell Lung Cancer)

OCR: tasa de consumo de oxigeno (Oxygen Consumption Rate)

0-GalNAc / O-GalNAcilacién: O-glicosilacion tipo mucina iniciada por GalNAc
0-GlcNAc / O-GlcNAcilacién: O-glicosilacidn intracelular por GIcNAc

OGA: O-GlcNAcase (hidrolasa de O-GlcNAc)

OGDH (E1k): a-cetoglutarato deshidrogenasa (subunidad del KGDHC)

OGT: O-GIcNAc transferasa

OMM: membrana mitocondrial externa

OSMI-1: inhibidor de OGT

OST: oligosacariltransferasa

OXPHOS: fosforilacion oxidativa

PCC: propionil-CoA carboxilasa

PD-1: receptor de muerte celular programada 1

PD-L1: ligando 1 de muerte celular programada

PDH / PDHc / PDHC: (complejo) piruvato deshidrogenasa
PDHA (PDHA1): subunidad Ela del complejo PDH

PDHB: subunidad E1B del complejo PDH

PDHX (E3BP): ver E3BP/PDHX

PDK / PDK1-PDK4: quinasas de la piruvato deshidrogenasa
PDP1.: fosfatasa 1 del complejo PDH

PDX: xenoinjerto derivado de paciente (Patient-Derived Xenograft)
PEG: polietilenglicol

PFK1 / PFK-1: fosfofructoquinasa 1

PGK1.: fosfoglicerato quinasa 1

PGM1 / PGM2: fosfoglucomutasa 1/ 2

PGM3: fosfoglucomutasa 3 (GIcNAc-fosfomutasa)

Pi: fosfato inorganico

PHD / PHDs: prolil-hidroxilasas dependientes de 2-OG (regulan HIF)
PNGasa F: peptidil-N-glicosidasa F

PPP: via de las pentosas fosfato

PPGalNAc-T: ver GALNT/ppGalNAc-T

PTMs: modificaciones postraduccionales

gPCR / RT-gPCR: PCR cuantitativa / PCR cuantitativa con transcripcion reversa
RL2: anticuerpo anti-O-GIcNAc
ROS: especies reactivas del oxigeno

SCLC: cancer de pulmodn de células pequefias (Small Cell Lung Cancer)
SDH: succinato deshidrogenasa

Ser / Thr / Asn: serina / treonina / asparagina

Seahorse: plataforma de analisis metabdlico en tiempo real

sTn: antigeno sialil-Tn

TAM / TAMs: macréfagos asociados a tumor (Tumor-Associated Macrophages)
TAT: tirosina aminotransferasa

TCA: ciclo del 4cido tricarboxilico (ciclo de Krebs)

TCR: receptor de células T (T Cell Receptor)

TET1-3: dioxigenasas TET

TGF-B1: factor de crecimiento transformante beta 1

Th1: linfocitos T helper 1

TMG: Thiamet-G

TNBC: cancer de mama triple negativo (Triple-Negative Breast Cancer)
Tn*/ Tn*: antigeno Tn*/ células positivas para Tn

TPP / ThDP: pirofosfato/difosfato de tiamina

TPP*: catidn trifenilfosfonio (vector mitocondrial en farmacos)

Treg / Tregs: linfocitos T reguladores



UDP-GalNAc: uridina difosfato-N-acetilgalactosamina
UDP-GIcNAC: uridina difosfato-N-acetilglucosamina
UAP1: UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa

UTP: uridina-5'-trifosfato

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
VHL: von Hippel-Lindau
VVL / VVA: lectina Vicia villosa (reconoce GalNAc/Tn)

WB: western blot
WGA: aglutinina de germen de trigo (Wheat Germ Agglutinin)
WT: tipo salvaje (Wild Type)
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Las células cancerosas presentan una reprogramacion metabdlica caracterizada por
una dependencia de la glicdlisis anaerobia aun en presencia de oxigeno, fendmeno conocido
como efecto Warburg. Esta alteracion metabdlica conduce a la produccién de grandes
cantidades de lactato en el microambiente tumoral (MAT), asi como a un aumento del flujo de
glucosa hacia vias alternativas de procesamiento, como la via biosintética de las hexosaminas
(HBP). Se ha reportado que el incremento del lactato en el MAT favorece el crecimiento
tumoral y la evasidén inmunolégica de las células tumorales mediante el aumento de Ia
expresion de PD-L1 en membrana, una molécula clave en la inmunorregulacién. En paralelo,
los adenocarcinomas presentan patrones de glicosilacion aberrante (GA), los cuales se asocian
con una mayor agresividad e invasidon tumoral. En este contexto, resulta relevante destacar
gue la via HBP es responsable de la generacién del intermediario carbohidrato comidn UDP-

GlcNAc, necesario tanto para la glicosilacion intracelular como extracelular de las proteinas.

En funcién de estos antecedentes, el objetivo del presente proyecto es analizar cdmo
la O-glicosilacion aberrante se asocia con el metabolismo de la glucosa, y cdmo estas
alteraciones influyen en las caracteristicas inmunoreguladoras de la célula tumoral. Para ello,
se utilizé6 un modelo de cidncer de pulmdén con GA desarrollado en nuestro laboratorio
mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, a partir de la mutacion de la chaperona COSMC en la linea

tumoral murina de carcinoma de Lewis LL/2.

Entre nuestros hallazgos, observamos que las células con GA presentan un
metabolismo energético exacerbado en comparacién con las células WT. Este fenotipo se
caracteriza por un alto consumo de oxigeno junto con un metabolismo glucolitico
predominantemente fermentativo. Asimismo, estas células exhiben una mayor actividad
mitocondrial, un aumento en la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y una
expresion diferencial de enzimas metabdlicas. Encontramos ademas una relacién directa entre
el metabolismo celular y la glicosilacién proteica, ya que la utilizacién de multiples inhibidores

de enzimas metabdlicas indujo un patrén alterado de reconocimiento por lectinas. En lineas
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generales produce alteraciones tanto en vias de la O-glicosilacién y N-glicosilacion membrana

rias, como en la O-glicosilacién intracelular.

Otro hallazgo relevante fue que la inhibicién de la producciéon de lactato mediante
oxamato, un inhibidor de la lactato deshidrogenasa (LDH-A), incrementé la deteccién de PD-
L1 a nivel proteico. De manera similar, la deglicosilacién de PD-L1 mediante PNGasa-F aumentd
su deteccidn proteica. Sin embargo, en contraste con estos resultados, la inhibicién de LDH-A

se asocid con una disminucién en la expresién de PD-L1 a nivel transcripcional.

Finalmente, nuestro modelo de GA presentd una mayor deteccion de PD-L1 en células
tumorales in vitro e in vivo, acompanada de una respuesta in vivo superior a la inmunoterapia
anti-PD-L1. Ademas, evidenciamos que las células con GA fueron mas susceptibles a la
inhibicion de LDH-A in vivo, reforzando la estrecha interrelacion entre metabolismo,
glicosilacidon y respuesta inmunoldgica tumoral. En conjunto, estos resultados respaldan un
modelo en el cual la interseccidn entre el estado metabdlico y las vias de glicosilacién
desempena un papel central en la regulacion de PD-L1 y en la modulacion de la eficacia de la
inmunoterapia, destacando a la GA como potenciales biomarcadores predictivos de respuesta

a inmunoterapia.
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Cancer de pulmoén: relevancia epidemioldgica y caracteristicas

clinicas

El cancer representa uno de los principales desafios en términos sociales, de salud
publica y econdmicos en el siglo XXI y constituye una de las principales causas de muerte a

nivel mundial, con alrededor de 10 millones anuales (1).

En el afio 2022 el cancer de pulmdn (CBP) causé alrededor de 1.8 millones de muertes
a nivel mundial, convirtiéndose en el tipo de cdncer con mayor mortalidad (1). En Uruguay,
este tipo de cancer ocupa el segundo lugar entre los canceres mas frecuentes en hombres y el
tercero en mujeres, siendo el mas mortal en hombres y la tercera causa de muerte por cancer
en mujeres (2). Las tasas de incidencia y mortalidad en nuestro pais estan entre las mas altas

a nivel mundial en hombres, y en el segundo quintil en mujeres (2).

El CBP se divide en dos tipos segun sus caracteristicas histologicas: células no pequeiias
(NSCLC, del inglés Non-Small Cell Lung Cancer) y de células pequefias (SCLC, del inglés Small
Cell Lung Cancer) (3). EI NSCLC es el mds comun, representando entre el 80 y el 85% de los
casos, y se clasifica segun su histologia en adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas
y carcinomas de células grandes (4). La tasa de sobrevida a 5 afios para el NSCLC es del 32 %,

lo que es inferior al de otros tipos de cancer (5).

Glicosilacién de proteinas: tipos, biosintesis y relevancia en
cancer

La glicosilacion de proteinas es un proceso esencial en la biologia. Los glicanos cumplen
diversas funciones, como el mantenimiento de la estructura celular, las interacciones entre

células, las interacciones con la matriz extracelular, la regulacidn de la integridad y funcidn de

las proteinas, la sefializacion de receptores y la modulacion de las respuestas inmunitarias (6).
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En células de mamifero existen varios tipos de glicosilacién, que describimos a

continuacion:

Para glicoproteinas membranales y extracelulares:

° N-glicosilacién, glicanos unidos a un residuo de asparagina (Asn) dentro
de una secuencia peptidica consenso conocida como Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser
cualquier aminoacido excepto la prolina (Figura 1) (6).

° 0O-GalNAcilacidn, glicanos que se unen a los grupos hidroxilo de los

residuos de serina (Ser) o treonina (Thr) (Figura 1) (6).

Para glicoproteinas intracelulares en citoplasma o nucleo:

° O-GlcNAcilacién, una glicosilacion no candnica que consiste en un
residuo Unico (no elongado) de GIcNAc unido a una serina (Ser) o treonina (Thr) en

proteinas intracelulares (Figura 1) (6).

El proceso de glicosilacién depende de la produccion de un donante comun, uridina
difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), que se genera a través de la via de las

hexosaminas (HBP, Figura 1)(6).

Esta via consume aproximadamente entre el 2 y el 5 % de la glucosa que ingresa a las
células no tumorales y, en conjunto con la glutamina, la acetil-coenzima A (Ac-CoA) y el uridina-
5'-trifosfato (UTP), permite la sintesis del aminoazucar UDP-GIcNAc (7). La HBP comparte sus
dos pasos iniciales con la glucdlisis, separandose de esta ultima a nivel de la fructosa-6-fosfato

(F6P) (7).
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El paso limitante de la via estd catalizado por la glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa (GFAT, Figura 1), que convierte F6P y glutamina en glucosamina-6-fosfato y
glutamato (7). Asimismo, la glucosamina que ingresa a la célula puede ser fosforilada a
glucosamina-6-fosfato por acciéon de la glucosamina quinasa (GNK) (7). Posteriormente, la

glucosamina-fosfato N-acetiltransferasa (GNPNAT, Figura 1) utiliza Ac-CoA para generar N-
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Figura 1. Integracion del metabolismo de la glucosa y la glicosilacion celular.

Esquema de la HBP, mostrando la convergencia metabdlica hacia la sintesis de UDP-GlcNAc, donador comun de
azlcares para la glicosilacién de proteinas. HK, hexoquinasa; GPI, fosfoglucosa isomerasa; GFAT, glutamina:fructosa-6-
fosfato amidotransferasa; GNPNAT, glucosamina-6-fosfato N-acetiltransferasa; NAGK, N-acetilglucosamina quinasa;
GNK: quinasa de glucosamina PGM3, fosfoglucomutasa 3 (GlcNAc-fosfomutasa); UAP1, UDP-N-acetilglucosamina
pirofosforilasa; G-6-P, glucosa-6-fosfato; F-6-P, fructosa-6-fosfato; UDP-GIlcNAc, uridina difosfato N-acetilglucosamina;

ER, reticulo endoplasmatico; Golgi, aparato de Golgi.

acetilglucosamina-6-fosfato (GIcNAc-6P, Figura 1) (7). Este intermediario es luego convertido
a GlcNAc-1-fosfato mediante la GIcNAc-fosfomutasa (PGM3, Figura 1) (7). Finalmente, la UDP-
N-acetilglucosamina pirofosforilasa (UAP1, Figura 1) cataliza la reaccién entre GIcNAc-1-

fosfato y UTP para producir UDP-GIcNAc (7).

Existe abundante evidencia que demuestra que los adenocarcinomas presentan
modificaciones en la glicosilacion de proteinas, lo que conduce a la generacion de patrones de
glicanos aberrantes. Estas alteraciones incluyen la pérdida o sobreexpresion de determinados
glicanos, el aumento de estructuras incompletas o truncadas y, en menor medida, la aparicion

de nuevas estructuras glicosidicas, contribuyendo a una mayor diversidad molecular dentro
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del microambiente tumoral (MAT) (8), esta glicosilacién aberrante impacta sobre la
proliferacién y supervivencia celular, asi como sobre la modulacién de la respuesta inmune
antitumoral, favoreciendo de este modo el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis
(9). Se postula que este patron diferencial de glicosilacion en las células tumorales podria
originarse a partir de modificaciones en el flujo de la HBP, de la reprogramacién metabdlica,
asi como de mutaciones o cambios en la expresién y actividad de las enzimas responsables de

los procesos de glicosilacién, entre otros factores (7).

N-glicosilacion: biosintesis, procesamiento y diversidad

estructural

La sintesis de los N-glicanos presenta dos fases (Figura 2) (6). La primera ocurre en el
reticulo endoplasmatico (RE) y comienza con el ensamblado del precursor de N-glicanos
(GlcsManoGIlcNACc;, ) sobre el carrier lipidico dolicol fosfato (Dol-P) que luego es transferido en
blogue a una Asn, en una secuencia Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido
excepto prolina, sobre proteinas secretorias o membranarias por el complejo

oligosacéridotransferasa (Ost) (Figura 2) (6).

En la segunda fase, este oligosacdrido es procesado por una serie de glicosidasas y
posteriormente glicosiltransferasas en el lumen del ER y en el aparato de Golgi, para, por
ultimo, dirigirse a la membrana celular (Figura 2) (6). Durante este procesamiento, emergen

tres estructuras principales de N-glicanos:

) El tipo alto en manosa (sintetizado en el RE), son glicanos inmaduros
(Figura 2) (6).
)] El tipo hibrido, (sintetizado en Golgi), estos son un punto medio entre
los otros dos tipos de N-Glicanos (6).
1)) El tipo complejo, también sintetizado en el aparato de Golgi, este tipo de

glicano se caracteriza por la adiciéon de N-acetilglucosamina (GlcNAc), llevando a la
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elongaciéon de las cadenas conocidas como antenas (estructuras bi-, tri- o tetra-

antenarias) (6).
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Figura 2. Procesamiento de N-glicanos en el RE y el aparato de Golgi.

Esquema del procesamiento secuencial de los N-glicanos desde su ensamblaje inicial en el reticulo endoplasmadatico (RE) hasta
la generacion de estructuras de tipo alto en manosa, hibridas y complejas en el aparato de Golgi. En el RE, el oligosacdrido
precursor es transferido a residuos de asparagina (Asn) por la oligosacariltransferasa (OST) y posteriormente procesado por
a-glucosidasas y a-manosidasa I. En el Golgi, la accion coordinada de N-acetilglucosaminiltransferasas (GnT-1, GnT-1l, GnT-IlI,
GnT-IVy GnT-V), a-manosidasa Il y fucosiltransferasas (FucT) conduce a la formacion de N-glicanos complejos y a la generacion
de motivos como LacNAc, Lewis x (Le*), sialil-Lewis x (SLe*) y Lewis y (Le*). Se indican inhibidores cldsicos de la via, incluyendo
tunicamicina (OST), castanospermine (Cast) y 1-deoxynojirimicina (DNJ) (a-glucosidasas), 1-deoxymannojirimicina (DMJ) (a-
manosidasa 1) y swainsonina (a-manosidasa Il). Imagen adaptada de: Vasconcelos-dos-Santos A, Oliveira IA, Lucena MC,
Mantuano NR, Whelan SA, Dias WB, et al. Biosynthetic Machinery Involved in Aberrant Glycosylation: Promising Targets for
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Developing of Drugs Against Cancer. Front Oncol [Internet]. 25 de junio de 2015 [citado 18 de diciembre de 2025];5. Disponible
en: https://www.frontiersin.org/journals/oncology/articles/10.3389/fonc.2015.00138/full

O-glicanos tipo mucina y su alteracion en la transformacion

maligna

Los O-glicanos de tipo mucina (O-GalNAc), se sintetizan en el aparato de Golgi y, a
diferencia de los N-glicanos, se afiaden en tdndem al nucleo peptidico de una proteina (10)

(Figura 3).

El primer paso en la biosintesis de los glicanos O-GalNAc consiste en la incorporacién
de GalNAc (proveniente de UDP-GalNAc) a una Ser o Thr a través de un enlace a, gracias a la
accion de una familia de enzimas conocidas como polipéptido-GalNAc transferasas (ppGalNAc-

Ts o GALNTSs) (Figura 3) (11).

Luego, la T-sintasa, también conocida como core 1 B1,3-galactosiltransferasa
(C1GALT1), cataliza la galactosilaciéon del O-GalNAc para formar el core 1 (Galf1-3GalNAc-O-
Ser/Thr) (12) (Figura 3). Esta actividad esta presente en la mayoria de las células, pero requiere
de la chaperona molecular C1GALT1C1 (COSMC) para el correcto plegado de la T-sintasa y por

tanto, para su correcto funcionamiento (Figura 3)(13).
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El core 2 se genera a partir del core 1 mediante la incorporacion de una GIcNAc
ramificada en enlace B1-6, reaccion catalizada por las B1,6-N-acetilglucosaminiltransferasas

del core 2 (GCNT1, GCNT2 y GCNT3 en humanos) (14) (Figura 3). Alternativamente, la adicidon

Antigeno Tn Core 1 Core 2
: (antigeno T)

Antigeno sialil-Tn Sialil-Core 1

B3 B3
a3 :

Gal
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O
O
. GlcNAc
4
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Figura 3. Estructuras representativas de O-glicanos tipo mucina.
Esquema de los principales O-glicanos derivados de la O-GalNAcilacidon, incluyendo el antigeno Tn, sialil-Tn, core 1 (antigeno
T), core 2, core 3, core 4 y sus variantes sialiladas. Los glicanos se muestran unidos a residuos de serina/treonina (S/T). Imagen

adaptada de: Thompson, Nicole & Wakarchuk, Warren. (2022). O-glycosylation and its role on therapeutic proteins.
Bioscience reports. 42. 10.1042/BSR20220094.

de GIcNAc a través de un enlace B1-3 da lugar a la formacién del core 3, proceso mediado por
la B1,3-N-acetilglucosaminiltransferasa 6 (B3GNT6) (15) (Figura 3). El core 3 puede servir como
sustrato para la enzima core 4, GCNT3, que aflade GIcNAc en un enlace f1-6 a GalNAc (Figura

3) (11).

En numerosos canceres humanos se observa un proceso de O-glicosilacién incompleta
que conduce a la expresidn en la superficie celular de O-glicanos truncados (16). Entre estos
se incluyen el antigeno Tn, su forma sialilada sialil-Tn(sTn) y el antigeno T elongado. Estas

estructuras han sido identificadas en distintos tipos de cancer, como pulmén, colon, estémago
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y pancreas, y se asocian estrechamente con la transformaciéon maligna, el aumento de Ia

proliferacién tumoral y el desarrollo de capacidades metastasicas (17-21).

La aparicion de O-glicanos truncados en el cancer se atribuye a multiples mecanismos,
entre los que se encuentran la sobreexpresion de GALNTs (22) o de sialiltransferasas (23), la
relocalizacién de GALNTs desde el aparato de Golgi hacia el RE mediante la via GALA (24,25),
alteraciones en el pH intracelular (26), asi como la hipermetilacidon de histonas o mutaciones
en la chaperona asociada a la T-sintasa, COSMC (27,28), entre otros factores. En ausencia de
una COSMC funcional, la T-sintasa no se pliega correctamente, lo que impide la elongacion de
los core 1y 2 (29) y favorece la acumulacion significativa de los antigenos Tn y sTn en la

superficie celular (30).

Nuestro laboratorio ha desarrollado modelos preclinicos para evaluar la funcién
inmunomoduladora y angiogénica de la glicosilacién incompleta en el CBP. Concretamente,
generamos lineas celulares que presentan un bloqueo de la O-glicosilaciéon induciendo la
expresion del glicoantigeno tumoral Tn y asi pudimos evaluar su funcidén durante el
crecimiento tumoral (17). Para ello generamos células tumorales que expresan el antigeno Tn
modificadas genéticamente por medio de la tecnologia CRISPR/Cas9 en las lineas tumorales
murinas de carcinoma de Lewis, LL/2, al mutar la chaperona COSMC (17). Los principales
resultados obtenidos muestran un crecimiento tumoral acelerado en ratones con tumores Tn*,
asi como un aumento en el infiltrado inmune de linfocitos T reguladores, acompanado por una

mayor expresion de IL-10 (17).
O-GlcNAcilacion intracelular: regulacion dinamicay rol en cancer

Como se sefialé previamente, la O-GlcNAcilacion es una forma particular de
glicosilacién que consiste en la adicién de un Unico residuo de GIcNAc, no elongado, a residuos
de Ser o Thr de proteinas intracelulares (31). A diferencia de otros tipos de glicosilacién, este

proceso tiene lugar en compartimentos como el citosol, el ntcleo o la mitocondria (32).
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La O-GlcNAcilacién es un proceso altamente dindmico y reversible, en el cual la
incorporacion de GIcNAc es catalizada por la O-GlcNAc transferasa (OGT), mientras que su
remocion esta mediada por la O-GIlcNAcasa (OGA) (Figura 1) (31). Se ha propuesto que este
tipo de glicosilacion actia de manera coordinada con la fosforilacién, funcionando como un
sistema regulatorio del tipo “encendido—apagado” que modula numerosos procesos
intracelulares, incluyendo la actividad proteica y la regulacidon de la expresion génica, un
ejemplo de esto ultimo es que la modificacion epigenética mediante la monoubiquitinacidn de
la histona H2B en la Lys120 inhibe el metabolismo tipo Warburg y el desarrollo tumoral, esto

estda regulado por O-GlcNAcilacidn en la ser112 de dicha proteina (33,34).

Asimismo, la O-GIcNAcilacidn se activa en respuesta a la privacion de nutrientes y a
condiciones de estrés celular (35), desempefiando un rol clave en el desarrollo y la progresiéon
del cancer (36). Este fendmeno se ha reportado en el cancer de mama (37,38), de prdstata

(39), de pulmén (40), colo-rectal (40,41) y de higado (42).

Por otro lado, se ha mostrado una relacién entre los niveles de O-GIcNAc y diversas
caracteristicas distintivas del cancer, como angiogénesis y metastasis (43). Ademds, muchos
supresores tumorales y oncogenes conocidos por ser iniciadores clave (drivers) del fenotipo

maligno, estan regulados por O-GlcNAc (como p53, NFkB, c-Myc, HIF-1a y AKT) (43).
Eje PD-1/PD-L1 y su papel en la modulacion de la respuesta

inmune adaptativa

El receptor de muerte celular programada 1 (PD-1) es una proteina transmembrana
perteneciente a la familia CD28/CTLA-4, que se expresa en diversas células del sistema inmune
activadas, como linfocitos T, linfocitos B, monocitos y otras células inmunes. Su interaccién con
su ligando PD-L1 en células dendriticas (CD) regula negativamente la respuesta inmune,

favoreciendo la tolerancia inmunolégica y el mantenimiento de la homeostasis (44).

Sin embargo, en el contexto tumoral, la interaccion de PD-1 en las células T con PD-L1

en las células tumorales, las CD o los macréfagos, conduce a la inhibicién de la proliferacién de
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los linfocitos T y su produccién de citoquinas, constituyendo un mecanismo de evasion
inmunolégico (45,46). Asimismo, la via PD-1/PD-L1 favorece, no solo, el agotamiento de las
células T, sino que también promueve el desarrollo de células T reguladoras (Tregs) y la
disminucién de la respuesta inmune humoral, ya que las células B pueden expresar PD-1 o PD-

L1 (45,46).

PD-L1 puede interactuar con B7-1 (CD80) presente en la membrana de las CD, una
proteina que regula la activacién o inhibicion de las células T a través de CD28 y CTLA-4 (47).
Esta interaccion PD-L1:B7-1 puede ocurrir en cis o en trans. La union en cis interfiere con la
sefializacion de los ejes PD-1/PD-L1 y B7-1/CTLA-4, favoreciendo la activacién y proliferacién
de las células T, mientras que la interaccién en trans se asocia con una disminuciéon de la
activacion de las células T(47). En conjunto, estos mecanismos destacan la complejidad de las
interacciones de PD-L1 en la modulacion de la respuesta inmune, mas alla del eje clasico PD-
1/PD-L1, y subrayan la importancia del contexto celular en la regulacién de la activacion o

inhibicion de las células T (47).

Abordaje terapéutico del NSCLC

El tratamiento de los pacientes con NSCLC ha involucrado tradicionalmente una
aproximacién multidisciplinaria, incluyendo una combinacién de cirugia, radioterapia, y/o
quimioterapia (QT), dependiendo de la resecabilidad, el estadio del cancer, el subtipo
histolégico (escamoso frente a no escamoso) y el estado general del paciente (4). Un alto
porcentaje de los pacientes con NSCLC experimenta una refractariedad innata o una
resistencia secundaria a los tratamientos tradicionales, lo que pone de manifiesto la necesidad
de explorar alternativas terapéuticas innovadoras (45). Hoy en dia contamos con estrategias
mas novedosas como la inmunoterapia (IT) utilizando los inhibidores de puntos de control

inmunitarios (por su sigla en inglés: ICl) (48).

Entre los ICl se encuentran los anticuerpos monoclonales dirigidos a las proteinas PD-1

y PD-L1 asi como los anticuerpos anti-CTLA4; estos ultimos se utilizan menos frecuentemente
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en el tratamiento del NSCLC (48,49). Atezolizumab y pembrolizumab son anticuerpos
monoclonales (mAbs) que se dirigen a PD-L1y PD-1, respectivamente (Figura 4) (50,51). La FDA
ha aprobado el uso de estas terapias para una amplia variedad de cdnceres, incluidos el NSCLC,
el carcinoma hepatocelular y el melanoma. Pembrolizumab también esta aprobado para el
linfoma de Hodgkin cldsico, cancer colorrectal, gastrico, esofagico, cervical, renal y de mama

triple negativo (50,51).

Se ha descrito que las ICI generan un aumento significativo en la sobrevida de los
pacientes con NSCLC en comparacion con la QT convencional, tanto en estudios de vida real
(EVR) (52-54), como en ensayos clinicos aleatorizados (ECA) (55-57). Ademads, existe evidencia
de que los pacientes con NSCLC que recibieron ICl en monoterapia presentaron una sobrevida
mayor frente a quienes recibieron regimenes combinados (58). Sin embargo, solo una pequefia
porcidon de los mismos desarrolla respuestas clinicas duraderas, mientras que la mayoria

desarrollan respuestas transitorias o son refractarios al tratamiento (58,59).

La tasa de respuesta a la inmunoterapia PD1/PD-L1 en pacientes no seleccionados con
NSCLC es solo del 15-20%, mientras que aumenta hasta el 45% en pacientes positivos para PD-
L1 (49). Generalmente, la expresién de PD-L1 se evalla mediante inmunohistoquimica (IHQ)
de muestras de biopsia del tejido. Sin embargo, la deteccion mediante esta técnica no siempre
se correlaciona con la respuesta real del paciente al tratamiento (60), ya que las respuestas
también pueden ocurrir en pacientes que no expresan PD-L1 (58). Esto podria deberse a que
la glicosilacién de PD-L1 afecta la unién con el anticuerpo diagnédstico de PD-L1 (60), lo que
lleva a lecturas inexactas de expresion en algunas muestras de pacientes, lo que resulta en
resultados terapéuticos aparentemente inconsistentes. Ademas, la eliminacién de los N-
glicanos de PD-L1 mediante el uso de la enzima peptidica-N-glicosidasa-F (PNGasa-F) mejora
la sefial anti-PD-L1 por IHQ (60). Asi, la seleccidon adecuada de pacientes con cancer capaces
de responder a la inmunoterapia anti-PD1 representa un enorme desafio clinico. En este
contexto, la desglucosilacion de biopsias tumorales podria representar un enfoque novedoso

para la seleccién de candidatos para la terapia anti-PD1.
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Interesantemente, la expresion de PD-L1 puede verse alterada por la interaccion con
otros farmacos y moléculas, como la metformina (61), amlodipina (62), estatinas (63),
colesterol (64), Vitamina D (65) y lactato (66). Ademas, factores como la microbiota (67-72),
el uso de antibidticos (73,74) y los niveles de lactato deshidrogenasa A (LDHA) (75,76) pueden

ser predictores de la respuesta o no a la ICl en NSCLC.

Glicosilacion de PD-L1: regulacién funcional, estabilidad y

respuesta a lainmunoterapia

PD-L1 es una glicoproteina, sufre glicosilacidon en residuos especificos, principalmente

en N35, N192, N200 y N219 para N- glicosilacion, y 0176 para O- glicosilacién, en humanos
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Figura 4. Estructura y glicosilacion de PD-L1 humana.

Esquema de la proteina PD-L1 mostrando sus dominios extracelulares tipo Ig, el dominio transmembrana y el dominio
citoplasmatico. Se indican los principales sitios de N-glicosilacion (N35, N192, N200y N219) y la composicién de los glicanos
asociados. Con el recuadro marron se ilustra la region de union de atezolizumab en PD-L1 (aa ~56-122 del dominio
extracelular (IgV) de PD-L1).
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(datos obtenidos utilizando el software NetNGlyc 1.0 y NetOGlyc 4.0) (77). En ratdn los sitios
posibles de glicosilacion son: N35, N191, N199, N218, N236, N283, para N- glicosilacion,
mientras que para la O- glicosilacién son 0181 y 0175 (datos obtenidos utilizando el software
NetNGlyc 1.0 y NetOGlyc 4.0). Las estructuras de glicanos en los residuos N35 y N200 de la PD-
L1 presente en la superficie celular son de tipo complejo en humanos (Figura 4) (77). En
contraste, el residuo N219 presenta glicanos con modificaciones terminales de poli-LacNAc, en
humanos (Figura 4) (77). Finalmente, el residuo N192 humano exhibe una estructura de glicano
rica en manosa, lo que lo distingue de los otros sitios (Figura 4) (77). No se han reportado

estudios sobre la glicosilacion del PD-L1 murino.

El estado de glicosilacion de PD-L1 no solo afecta la union de los anticuerpos
monoclonales (mAb) anti-PD-L1, sino también su funcidén. De hecho, varios autores han
demostrado la importancia de la glicosilacion en PD-L1 (78,79). Se han reportado una relacion
inversa entre la supervivencia en pacientes con cancer y la expresiéon de genes relacionados
con la N-glicosilacién (80). Esto sugiere que este tipo de glicosilacion puede ser un factor a

considerar a la hora de la eleccidn de este tratamiento (78,80).

En este sentido, resulta interesante que cuando GFAT (Figura 1), la enzima limitante de
la HBP, se inhibe en cancer de pulmédn, se reduce la glicosilaciéon de PD-L1, lo que conduce a
una potenciacién de la respuesta inmune antitumoral (81,82). Esto podria explicarse por el
hecho de que cuando PD-L1 se encuentra glicosilado es estable en membrana. Cuando la
glicosilacion de PD-L1 es aberrante, la proteina no se expresa en membrana, debido a que es
sometido a la Degradacidon Asociada al Reticulo Endoplasmatico (Endoplasmic Reticulum-
Associated Degradation: ERAD) y la ligasa E3 conduciendo a su degradacién por el proteasoma
(61). Curiosamente, un mAb dirigido a PD-L1 glicosilado bloqued la interaccién con PD-1,
promoviod la internalizacién de PD-L1 y su degradacién en células de cancer de mama triple
negativo in vitro, también erradico tumores en ratones (79). La glicosilacién de PD-L1 depende
de la entrada de glucosa a la célula tumoral, al inhibir GLUT-1, la captacion de glucosa por las
células cancerosas disminuye vy, por lo tanto, el crecimiento tumoral (83). Interesantemente,

se vio una sinergia en la terapia combinada con anti-PD-L1 e inhibidores de GLUT-1, se cree
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que el suministro de glucosa a los linfocitos T reguladores (Tregs) produce una reorganizacion

metabdlica, llevandolos a un estado inmunoestimulador (83).

La glicosilacion de PD-L1 también es esencial para la interaccidon con PD-1. De hecho, se
vio que PD-L1 altamente manosilada muestra una capacidad de unién a PD-1 atenuada, lo que
produce una mayor activacion de células T citotdxicas in vitro (82). La N- glicosilacion también
es fundamental en la expresion de PD-L1 en microvesiculas, alteraciones en la misma se vieron
relacionadas con la inhibicidn de la proliferacién de células T CD8+ in vitro (84). El papel de la
glicosilacion en la respuesta a la inmunoterapia anti-PD-L1 también se ha relacionado con
linfomas no-Hodgkin y linfomas difusos de células B grandes (85). La alta expresion de la
proteina glicosiltransferasa 1 (GLT1D1) se correlaciona con un mal prondstico en estos
pacientes y con una mayor N-glicosilaciéon de PD-L1 en la superficie, lo que promueve la funcién

inmunosupresora de PD-L1 a través de su interaccion con PD-1 (85).

En vistas a lo expresado anteriormente, el uso de inhibidores de N-glicosilacién, como
la tunicamicina, swainsonina o kifunensina en conjunto con IT, resulta tentador (86,87). Sin
embargo, este enfoque debe ser evaluado cuidadosamente, ya que la N-glicosilacion es
importante para la funcidn correcta de todas las glicoproteinas (88). De hecho, aunque se vio
qgue la swainsonina produce sinergia con la terapia anti-PD-L1 en un modelo murino in vivo
(86), fallé en un ensayo clinico de fase Il (89). Por otro lado, se encontré que la inhibicidn de la
N-glicosilaciéon de PD-L1 con kifunensina reduce las metastasis en un modelo murino de cancer
de mama in vitro (78), pero nunca se escalo a estudios clinicos con este compuesto. También,
se ha visto que en cancer de mama triple negativo el lactato altera la glicosilacién de PD-L1

(90) .

La O-GIcNAcilacion regula el trafico intracelular de PD-L1, inhibiendo su degradacion
lisosomal y favoreciendo la evasién inmune tumoral (91). Ademas, niveles elevados de OGT,
particularmente en exosomas derivados de células madre de cdncer esofagico, promueven la
expresion de PD-1 en linfocitos T CD8*, contribuyendo a la supresion de la respuesta inmune
antitumoral (92). La glicosilaciéon de PD-1 no es esencial para la interaccion PD-1/PD-L1 (93),

pero si para la unién de anticuerpos terapéuticos anti-PD-1 (94,95)
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Metabolismo de la glucosa: rutas centrales y destinos celulares

La glucosa ocupa una posicion central en el metabolismo debido a su alta concentracién
de energia potencial, lo que la convierte en un excelente combustible (96). La oxidacion
completa de la glucosa produce diéxido de carbono y agua, liberando energia que puede ser

utilizada para diversas funciones celulares (96).
En los mamiferos, la glucosa tiene cinco destinos principales dentro de la célula:

1. Sintesis de polisacaridos complejos: La glucosa puede ser utilizada para
formar polisacaridos que se destinaran a producir la matriz extracelular o para la
formacidn de paredes celulares (96).

2. Almacenamiento intracelular: La glucosa puede ser almacenada dentro
de la célula como glucégeno (96).

3. Oxidacion a piruvato a través de la glucélisis: En este proceso, la glucosa
se descompone en un compuesto de tres carbonos, el piruvato, liberando ATP y
produciendo intermedios metabdlicos que participan en otras rutas metabdlicas(96).

4. Via de las pentosas fosfato: La glucosa también puede ser oxidada
mediante la via de las pentosas fosfato, que no sélo produce ribosa 5-fosfato, esencial
para la sintesis de dcidos nucleicos, sino también NADPH, que es crucial para los
procesos biosintéticos reductivos, como la sintesis de acidos grasos y la detoxificacion

de especies reactivas de oxigeno (96).
Glucadlisis: via central del catabolismo de la glucosa

La glucdlisis es un proceso en el cual una molécula de glucosa se descompone a través
de una serie de reacciones enzimaticas para generar dos moléculas de piruvato (Figura 5) (96).
A lo largo de estas reacciones, parte de la energia se conserva en forma de ATP y nucledtidos
de nicotinamida (NAD* o NADH) (96). La glucélisis constituye una via metabdlica central y casi
universal en el catabolismo de la glucosa, siendo la ruta que maneja el mayor flujo de carbono

en la mayoria de las células (96).
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La glucosa, de seis carbonos, se descompone en dos moléculas de piruvato, de tres

carbonos cada una, a través de 10 pasos, de los cuales los primeros 5 corresponden a la fase

T }(”” Paso 1

ADP

[ Glucosa-6-fosfato ]

Gl ” Paso 2

[ Fructosa-6-fosfato ]

fod l(i;i Paso 3

[ Fructosa-1,6-bisfosfato ]

Paso 4 FASE PREPARATORIA (1-5)
b FASE DE RENDIMIENTO (6-10)
e P e
6apoH) || Paso 6

[ 1,3-bisfosfoglicerato (2) ]

= kpr Paso 7

2 ATP

. HK — Hexocinasa

. PGl — Fosfoglucosa isomerasa

. PFK-1 — Fosfofructoquinasa-1

. ALDOSE — Aldolasa

. TPI1 — Triosa fosfato isomerasa
. GAPDH — Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

PGK — Fosfoglicerato quinasa
PGAM - Fosfoglicerato mutasa
. ENOLASE — Enolasa

. PK — Piruvato quinasa

[ 3-fosfoglicerato (2) ]
PGAM ] { Paso 8

OCUhWN=

[ 2-fosfoglicerato (2) ]

Enolase 1 t»zn,o Paso 9 1

[ Fosfoenolpiruvato (2) ]

SwmN

2 ADP
£X 2 ATP Paso 10
Piruvato (2)
Figura 5. Esquema de la glucdlisis.
Representacion de las diez reacciones enzimdticas de la glucdlisis, desde la conversion de glucosa en piruvato. Se
distinguen la fase preparatoria (pasos 1-5), caracterizada por el consumo de ATP, y la fase de rendimiento (pasos 6—

10), en la que se produce ATP y NADH. Se indican los intermediarios metabdlicos, las enzimas involucradas y el balance
energético de la via.

preparatoria (Figura 5) (96). En este proceso, la glucosa se fosforila inicialmente en el grupo
hidroxilo del C-6 (paso 1, Figura 5) (96). La glucosa-6-fosfato resultante se transforma en

fructosa-6-fosfato (paso 2, Figura 5), que luego se fosforila nuevamente en el C-1, generando
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fructosa-1,6-bisfosfato (paso 3, Figura 5) (96). En ambas fosforilaciones, el ATP actia como

donante del grupo fosforilo (96).

La fructosa-1,6-bisfosfato se divide en dos moléculas de tres carbonos:
dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido-3-fosfato (paso 4, Figura 5), lo que constituye el paso
de "lisis" que da nombre a la via. La dihidroxiacetona fosfato se isomeriza para formar otra
molécula de gliceraldehido-3-fosfato (paso 5, Figura 5), completando la primera fase de la
glucdlisis (96). Es importante sefalar que antes de la divisién de la glucosa en dos fragmentos
de tres carbonos se invierten dos moléculas de ATP, pero esta inversién sera compensada mas
tarde (96). En resumen, durante la fase preparatoria de la glucdlisis, se utiliza energia del ATP,
lo que incrementa la energia libre de los intermedios y convierte las cadenas de carbono de

todas las hexosas metabolizadas en un producto comun: el gliceraldehido-3-fosfato (96).

La obtencién de energia tiene lugar en la fase de rendimiento de la glucdlisis (96). En
esta etapa, cada molécula de gliceraldehido-3-fosfato se oxida y fosforila utilizando fosfato
inorganico (y no ATP) para formar 1,3-bisfosfoglicerato (paso 6, Figura 5) (96). Posteriormente,
cuando las dos moléculas de 1,3-bisfosfoglicerato avanzan hacia su conversién en piruvato
(pasos 7 a 10, Figura 5), se libera energia que se conserva mediante la fosforilacién de cuatro

moléculas de ADP a ATP (96).

El rendimiento neto de la via es de dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa,
dado que en la fase preparatoria se invirtieron dos ATP (96). Ademas, en la fase de rendimiento
se generan dos moléculas de NADH por cada molécula de glucosa, lo que representa otra

forma de conservacién de energia (96).

Las enzimas que median estas reacciones se describen en la Figura 5 (96).
Ciclo de Krebs y regulaciéon del metabolismo energético

La molécula de piruvato es clave en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y
grasas (96). Cuando el piruvato entra a las mitocondrias a través de transportadores

especificos puede ser dirigido hacia su oxidacion a través del ciclo de Krebs o ciclo del acido
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tricloracético (TCA, Figura 6) (96). Este ciclo es una via catabdlica central casi universal en la
gue los productos derivados del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas se oxidan
hasta didxido de carbono (CO,) (96). La mayor parte de la energia liberada en estas reacciones
de oxidacién se conserva temporalmente en forma de los coenzimas reducidos NADH vy
nucledtidos de flavina (FAD) (96). En condiciones aerdbicas, estas coenzimas transfieren sus
electrones a la cadena respiratoria mitocondrial, donde la energia del flujo electrénico se

aprovecha para la sintesis de ATP (96).

En la matriz mitocondrial, el piruvato es oxidado irreversiblemente a acetil-CoA por el
complejo enzimatico de la piruvato deshidrogenasa (PDH, Figura 6). Este complejo PDH esta
compuesto por multiples copias de tres enzimas: E1 (piruvato deshidrogenasa), E2
(dihidrolipoil transacetilasa) y E3 (dihidrolipoil deshidrogenasa), que realizan cinco reacciones
consecutivas de descarboxilaciéon y deshidrogenacidon del piruvato sin permitir que los

intermediarios se liberen de la superficie del complejo (96).

Luego el acetil-CoA se oxida, donde primero la citrato sintasa une acetil-CoA con
oxalacetato para formar citrato (Figura 6). Posteriormente, el citrato se convierte en isocitrato
por accién de la aconitasa (Figura 6). El isocitrato es deshidrogenado y descarboxilado por la
isocitrato deshidrogenasa para formar a-cetoglutarato, que a su vez es convertido en succinil-
CoA por la a-cetoglutarato deshidrogenasa, perdiendo otra molécula de CO, (Figura 6).
Finalmente, el succinato se transforma en oxalacetato a través de las enzimas succinato
deshidrogenasa, fumarasa y malato deshidrogenasa, completando el ciclo. En cada vuelta,
entran dos carbonos como acetil-CoA y salen dos como CO,, mientras que el oxalacetato se
regenera para reiniciar el proceso (Figura 6). Cuatro de los ocho pasos de este proceso son
oxidaciones, en las cuales la energia de oxidacién se conserva de manera muy eficiente en
forma de las coenzimas reducidas NADH y FADH, (Figura 6) (96). Estos dos transportadores
donan sus electrones a la cadena respiratoria, donde el flujo de electrones impulsa la sintesis

de ATP (96).
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Los intermediarios del TCA se desvian frecuentemente como precursores en diversas
rutas biosintéticas (Figura 6) (96). En rojo se indican cuatro reacciones anaplerdticas que

reponen los intermediarios del ciclo cuando estos se encuentran disminuidos (Figura 6) (96).

El ciclo de Krebs requiere una regulacidn estricta, esta se produce a varios niveles,
incluida la oxidacion del piruvato a acetil-CoA (catalizada por el complejo PDH), la entrada de
acetil-CoA en el ciclo (la reaccién de la citrato sintasa) y el transporte de piruvato a la

mitocondria por el transportador mitocondrial de piruvato (MPC) (96).

El complejo PDH estd fuertemente inhibido alostéricamente por los productos de la
reaccion catalizada por el mismo (ATP, acetil-CoA y NADH) y por 4cidos grasos de cadena larga
(que pueden metabolizarse generando acetil-coA) (96). El AMP, CoA, y NAD, que se acumulan
cuando el flujo por el ciclo de Krebs es bajo, son activadores alostéricos de este complejo
enzimatico. Asi, la actividad del complejo PDH se desactiva cuando se dispone de abundante
combustible en forma de acidos grasos y acetil-CoA y se vuelve a activar cuando las demandas
energéticas son elevadas. El complejo PDH es inhibido por la fosforilacidn reversible de los
residuos Ser en por la PDH quinasa, que es una parte intrinseca del complejo PDH. La PDH

guinasa es activada alostéricamente por los productos del complejo PDH (ATP, NADH y acetil-

32



CoA) y es inhibida por los sustratos del complejo PDH (ADP y piruvato). El complejo también

contiene PDH fosfatasa, que invierte la inhibiciéon por PDH quinasa (96).

GLUT —— S1LC38A1

Glucosa
| con NAD+ NADH

Piruvato Acetil-CoA
LDHA | FOH

Lactato
Aspartato ASTIGOT
Piruv it Oxal cs
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Glutamina
MDH AR O\,
NAD* 1 i
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Figura 6. Integracion metabdlica del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y reacciones
anaplerdticas.

Se muestra el ciclo del TCA y las principales vias metabdlicas que contribuyen al ingreso y reposicion de sus
intermediarios. Las reacciones anapleroticas se indican en rojo. La entrada de nutrientes a la célula esta mediada por
el transportador de glucosa (GLUT) y el transportador de glutamina (SLC38A1). Las enzimas responsables de las
reacciones anaplerdticas incluyen la piruvato carboxilasa (PC), la enzima mélica (ME1/ME2/ME3), |a aspartato
aminotransferasa (AST/GOT), la glutaminasa (GLS) y la glutamato deshidrogenasa (GLUD). El catabolismo de
fenilalanina y tirosina contribuye a la generacién de fumarato mediante la tirosina aminotransferasa (TAT), la
homogentisato dioxigenasa (HGD), la maleylacetoacetato isomerasa (GSTZ1) y la fumarylacetoacetato hidrolasa
(FAH), mientras que el propionil-CoA ingresa al ciclo como succinil-CoA a través de la propionil-CoA carboxilasa (PCC).
Las reacciones del ciclo del TCA estan catalizadas por la citrato sintasa (CS), la aconitasa hidratasa (AH), la isocitrato
deshidrogenasa (IDH2/3), el complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDHC) compuesto por OGDH, DLST y DLD, la
succinil-CoA sintetasa (SCS), la succinato deshidrogenasa (SDH), la fumarasa (FH) y la malato deshidrogenasa (MDH).
Se indican los cofactores redox NAD*/NADH y FAD/FADH; asociados a las reacciones oxidativas del ciclo, asi como la
lactato deshidrogenasa A (LDH-A) involucrada en la interconversion piruvato—lactato.

Imagen adaptada de: Anderson NM, Mucka P, Kern JG, Feng H. The emerging role and targetability of the TCA cycle in
cancer metabolism. Protein Cell. 2018 Feb;9(2):216-237. doi: 10.1007/s13238-017-0451-1. Epub 2017 Jul 26. PMID:
28748451; PMCID: PM(C5818369
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Los pasos catalizados por la citrato sintasa, la isocitrato deshidrogenasa y la
cetoglutarato deshidrogenasa también pueden ser regulados en funcién de la proporcion

ATP/ADP Acetil-CoA/CoA y NADH/NAD (96).

Fosforilacion oxidativa: produccién mitocondrial de ATP acoplada

al transporte de electrones

La fosforilacién oxidativa representa la etapa final del catabolismo en condiciones
aerobias. En este proceso convergen las oxidaciones de carbohidratos, lipidos y aminoacidos,
y la energia liberada se utiliza para la sintesis de ATP. Constituye la principal fuente de

produccién de ATP en condiciones fisioldgicas normales (96).

Esta via final comin comienza con la entrada de electrones en una serie de
transportadores conocidos como cadena respiratoria. La mayoria de estos electrones proviene
de la accién de deshidrogenasas que los recolectan a partir de rutas catabdlicas y los

transfieren a aceptores universales de electrones: NADH o FAD (96).

Los transportadores estdn organizados en complejos multiproteicos que acoplan la
transferencia de electrones al bombeo de protones (Figura 7). El complejo | transfiere
electrones del NADH a la ubiquinona. El complejo Il capta electrones de la oxidacion del
succinato y también los transfiere a la ubiquinona. Esta, al ser lipofilica, difunde por la
membrana mitocondrial interna y entrega los electrones al citocromo b del complejo Il (Figura
7)(96). En este complejo, los electrones se transfieren a un centro Fe-S, luego al citocromo cy
finalmente al complejo IV (citocromo c oxidasa). Este Ultimo, que contiene cobre y citocromos
ay as, acumula electrones y los transfiere al oxigeno molecular, reduciéndolo a agua (Figura 7)

(96).
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Figura 7. Fosforilacion oxidativa y cadena de transporte de electrones mitocondrial.

Esquema de la cadena respiratoria localizada en la membrana mitocondrial interna (MMI), que muestra el flujo de electrones
desde NADH y succinato hacia el oxigeno molecular (O;), con formacién de agua (H»0), acoplado al bombeo de protones (H*)
al espacio intermembrana (IMS) y a la sintesis de ATP por la ATP sintasa. Abreviaciones: MM, matriz mitocondrial MME,
membrana mitocondrial externa; EIM, espacio intermembrana; I-1V, complejos -1V de la cadena respiratoria; CoQ, coenzima
Q (ubiquinona); Cyt c, citocromo ¢; NADH/NAD?, nicotinamida adenina dinucledtido reducido/oxidado; H*, protones; O,,
oxigeno molecular; H,O, agua; ADP, adenosina difosfato; Pi, fosfato inorgdnico; ATP, adenosina trifosfato. Imagen obtenida
de: Anoar S, Woodling NS, Niccoli T. Mitochondria Dysfunction in Frontotemporal Dementia/Amyotrophic Lateral Sclerosis:
Lessons From Drosophila Models. Front Neurosci. 2021 Nov 24,15:786076. doi: 10.3389/fnins.2021.786076. PMID: 34899176;
PMCID: PMC8652125.

Gran parte de la energia libre liberada por la transferencia de electrones y la reduccién
del oxigeno se conserva como un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana mitocondrial interna. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas como
subproductos son neutralizadas por enzimas protectoras como la superéxido dismutasa y la
glutatién peroxidasa. A niveles bajos, estas ROS actuan como sefiales que coordinan la

fosforilacién oxidativa con otras rutas metabdlicas (96).

El flujo de electrones a través de los complejos |, lll y IV impulsa el bombeo de protones
desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, lo que hace que la matriz se
vuelva mas alcalina en relacién con el espacio intermembrana. Este gradiente de protones
genera una fuerza protén-motriz que proporciona la energia necesaria para la sintesis de ATP

a partir de ADP y fosfato inorgdnico. La enzima responsable de catalizar esta reaccion es la ATP
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sintasa, un complejo multiproteico que se encuentra en la membrana mitocondrial interna

mitocondria (96).

Fermentacion lactica: regeneracién de NAD™ en condiciones de

anaerobias

Cuando los tejidos no pueden recibir suficiente oxigeno, el NAD+ se regenera a partir
del NADH mediante la reduccién del piruvato a lactato. La reduccién del piruvato en esta via
es catalizada, como se dijo anteriormente, por la LDH-A, siendo este un proceso reversible. El
lactato formado puede ser reciclado; se transporta en la sangre hacia el higado, donde se

convierte en glucosa (96).
Transportadores de glucosay su papel en el metabolismo tumoral

El transporte de monosacaridos, polioles y otros compuestos pequefios de carbono a
través de las membranas celulares eucariotas es llevado a cabo por proteinas integrales de
membrana pertenecientes a la familia GLUT. Las 14 proteinas GLUT estan formadas por
alrededor de 500 residuos de aminoacidos y se clasifican en tres grupos segun la similitud en
su secuencia: Clase 1 (GLUTs 1-4, 14), Clase 2 (GLUTs 5, 7,9y 11) y Clase 3 (GLUTs 6, 8, 10, 12
y HMIT). Todas las proteinas GLUT presentan 12 segmentos transmembranales, un Unico sitio
de N-glicosilacion, un dominio citoplasmatico central relativamente grande, y muestran una
disposicion topoldgica en la que tanto los extremos N-terminal como C-terminal estdn

ubicados en el citoplasma (97).

Dado que la internalizacién/transporte de glucosa por parte de la célula tumoral es
fundamental para su crecimiento, el bloqueo de esta familia de receptores es una estrategia
para el tratamiento contra el cdncer. De todos estos, los mas relacionados con la
transformacién maligna son los GLUT 1, GLUT 3 y GLUT 4 (97). Un estudio reciente mostré que
los patrones de expresion de los transportadores de glucosa de clase | se asociaron con los
resultados clinicos en el adenocarcinoma pulmonar (98). La expresion aislada de GLUT3 estuvo

vinculada a un prondstico negativo, mientras que la expresidon Unica de GLUT4 se asocid con
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un prondstico mas favorable (98). Ademas, la expresion del Factor de Crecimiento Similar a la
Insulina 2 (IGF2) y GLUT1 en macrofagos se correlaciona con la gravedad y el estado

metastasico del cancer de pulmodn (99).

Reprogramacion metabdlica tumoral: lactato, simbiosis

metabdlicay glicosilacion

Las células cancerosas clasicamente se caracterizan por presentar un metabolismo
basado en fermentacion lactica como principal fuente de energia, alin en presencia de oxigeno,
fendmeno conocido como efecto Warburg. Es una via metabdlica que promueve el alto
consumo de glucosa y glutamina para la produccion rapida de energia, transforma el piruvato
en lactato acumulando dicho metabolito. Este cambio en el metabolismo celular es impulsado
por la hipoxia presente dentro del tumor y por mutaciones en oncogenes y supresores

tumorales (100,101).

El lactato posee propiedades que favorecen el crecimiento tumoral (102). Por un lado,
se ha observado que la inhibicidn de la expresidn de la LDH-A previene el crecimiento tumoral
in vivo (103). Por otro lado, se ha evidenciado que altas concentraciones de lactato producidas
por células tumorales inducen la expresién de la molécula inmunoreguladora PD-L1 (66).
Ademas, la inhibicion de la expresion de la LDH por oxamato mejora la eficacia del tratamiento
anti-PD-1 en un modelo de ratdn humanizado de cédncer de pulmdn (104). Por lo tanto,
podriamos afirmar que, la produccién elevada de lactato por células tumorales contribuye a la
proteccién de célula tumoral por mecanismos inmunes que se encuentran mediados por el

aumento de PD-L1 y favorece la evasién inmunolégica.

Por estas razones, el lactato, que antes se consideraba sdlo un subproducto
metabdlico, se ha reconocido como un metabolito esencial dentro del MAT (105,106). El
lactato puede regular el metabolismo de las células inmunitarias e inhibir su activacién y
proliferacién. Suprime las actividades antitumorales de los linfocitos T CD8+ y de las células NK

(natural killer), al tiempo que favorece el reclutamiento de células inmunosupresoras como los
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linfocitos T reguladores (Tregs) y las células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs), dando
como resultado la evasién inmune (107). Una de las funciones emergentes del lactato es la
lactilacién de proteinas, un mecanismo que regula la expresidon génica y que también influye
en la polarizaciéon de los macréfagos hacia un fenotipo M2 (105,106). La lactilacién es el
proceso por el cual un grupo lactilo se adiciona a los residuos de aminoacido lisina en las colas
de las histonas y sirve como una modificacion epigenética que estimula directamente la

transcripcién génica (105,106).

En una cohorte de pacientes con melanoma que recibieron inmunoterapia anti-PD-1,
la alta expresion de LDH-A por single cell RNAseq se asocié con una mala respuesta al
tratamiento (108). De manera similar, en bases de datos de diversos canceres, incluyendo
NSCLC, la mayor expresiéon de LDH-A se correlaciond con una mayor probabilidad de

resistencia a la inmunoterapia (108).

El lactato producido dentro de una célula, puede ser aprovechado por las células
vecinas como combustible para la oxidacién, como precursor para la gluconeogénesis y como
fuente de intermediarios del ciclo de TCA (102). El 4cido lactico es transportado a través de las
membranas mediante una familia de cuatro transportadores (MCTs: H+/lactato) (102). La
direccién del intercambio depende de los gradientes de concentracién tanto de protones como
de iones monocarboxilato (los MCTs transportan de manera eficiente lactato, piruvato y

moléculas de cuerpos ceténicos como D-b-hidroxibutirato y acetoacetato) (102).

MCT1 es el transportador mas ampliamente expresado y facilita la entrada de lactatoy
piruvato a la célula, es inducido por c-Myc y se regula durante la transicidon epitelio
mesenquimal (EMT) por miR-205 (102). En contraste, MCT4 es un exportador eficiente de
lactato expresado en células glucoliticas, e inducido por sefiales de hipoxiay redox (102). MCT2
es muy similar a MCT1, aunque muestra una mayor afinidad por el 4cido L-lactico y el piruvato,
pero se expresa menos que MCT1 en tejidos humanos (102). MCT3 es funcionalmente similar
a MCT4, cumpliendo la misma funcién en el epitelio pigmentario retinal (102). Aunque los
miembros de la familia MCT no estdan glicosilados, todos requieren asociacidn con una proteina

glicosilada, ya sea basigin (CD147) o embigin, para su correcta translocacion a la membrana
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plasmatica (102). MCT1, MCT3 y MCT4 se unen preferentemente a basigin, mientras que MCT2

se une preferentemente a embigin (102).

La disrupciéon de la interaccién MCT4—basigin inhibe la respuesta a la hipoxia, la
proliferacién y la progresion tumoral en un modelo de glioblastoma (102). Se ha visto que una
mayor expresién de MCT1 y MCT4 esta vinculada a un mal prondstico en carcinoma de
prostata y colorectal, neuroblastoma y tumores estromales gastrointestinales (102). El
bloqueo farmacoldgico utilizando inhibidores de MCT1 es muy eficiente para detener el

crecimiento tumoral (102).
Heterogeneidad metabdlica en el microambiente tumoral

El metabolismo celular en el MAT es heterogéneo (102). De esta forma podemos dividir
a las células tumorales en dos grupos: oxigenadas e hipodxicas (102). Las células cancerosas
oxigenadas, cercanas a los vasos sanguineos, se mantienen gracias a una ubicacion privilegiada
con gran disponibilidad de nutrientes (102). Estas pueden establecer una simbiosis metabdlica
con células cancerosas hipdxicas (102). Entonces la glucosa se desvia principalmente para
alimentar el metabolismo de las células cancerosas hipdxicas distantes, mediante
fermentacién lactica, este lactato, que es descartado por las células cancerosas hipdxicas a
través de MCT4, puede ingresar mediante MCT1 a la célula oxigenada y ser utilizado para la
oxidacion (102). En este escenario de heterogeneidad tisular, es probable que las células que
cargan lactato utilicen la isoforma LDH-B para convertir el lactato en piruvato, mientras que
las células productoras de lactato prefieren usar LDH-A para alimentar la biosintesis del mismo

(102).

Por otro lado, se vio que las células cancerosas oxidativas son mas propensas a la
glutamindlisis al aumentar la expresion del transportador de glutamina ASCT2 y la glutaminasa

1 (GLS1) para alimentar el ciclo del TCA (102).

Otro ejemplo de simbiosis metabdlica en el MAT es el que ocurre entre las células

tumorales vy los fibroblastos asociados a tumor (CAF) (102). Los CAF que se encuentran en la
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cercania de las células tumorales hipdxicas exhiben una expresién aumentada de MCT1 (102).
Se vio que las células tumorales derivadas de pacientes con cancer de pulmén y gastrico
resistente a los inhibidores de c-Met, educan a las CAFs para cargar y utilizar lactato, lo que
desencadena circuitos proinflamatorios llevando a la producciéon aberrante del factor de
crecimiento de hepatocitos (hepatocyte growth factor; HGF) estromal, lo que fomenta la

resistencia a drogas antitumorales (102).

Rol del lactato en la modulacidén del sistema inmune tumoral

Por otro lado, las células inmunes presentes en el MAT también se pueden ver
afectadas por la presencia de lactato (102). El entorno rico en lactato tiene la capacidad de
polarizar a los macroéfagos asociados al tumor (TAMs) hacia el fenotipo M2, lo que otorga una
ventaja en el crecimiento tumoral in vivo. También se ha visto que el lactato cumple funciones
inmunosupresoras sobre las células T efectoras, al ingresar a los sitios inflamatorios, los
subconjuntos de células T CD4+ y CD8+ perciben altas concentraciones de lactato a través de
los transportadores MCT2 y MCT1, respectivamente, y sufren inactivacion, lo que promueve la
generacion de Treg. El lactato secretado por el tumor también inhibe la funcién de las células
NK al estimular el reclutamiento de células inmunosupresoras, como las MDSCs. Asimismo, se
ha reportado que la acumulacién de lactato en el MAT favorece la diferenciacién de las células
dendriticas (DC) hacia un fenotipo tolerogénico. Ademas, la acidosis altera la produccién de
citoquinas inflamatorias necesarias para la polarizacion de las células Thl, asi como para la
diferenciacién de DC inflamatorias. Por otro lado, el lactato promueve la degradacion de
antigenos, lo que impide la presentaciéon de antigenos por el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase |, lo que hace que las DC no puedan activar respuestas

antitumorales (102).

Por ultimo, el lactato estabiliza el factor de transcripcién inducible por hipoxia 1 (HIF-
1) al inhibir las hidroxilasas prolinas dependientes de Fe2+ y 2-oxaglutarato, evitando su

degradacion proteosomal (102).
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Interaccion entre reprogramacion metabodlica y glicosilacion

aberrante en cancer

El incremento en la ingesta de glucosa y glutamina provocado por la reprogramacion
metabdlica de la célula tumoral potencia el flujo hacia la HBP, contribuye finalmente al
incremento de las concentraciones de UDP-GIcNAc, aumentando la O-GlcNAcilacidn
intracelular (109). Ademads, el aumento de UDP-GIcNAc podria ser responsable de las
alteraciones que presentan las células tumorales en sus O- y N-glicanos extracelulares (110).
Este aumento de la O-glicosilacidn intracelular promueve el efecto Warburg y las propiedades
malignas de la célula tumoral (111). Uno de los mecanismos moleculares mds interesantes en
esta regulacidn la constituye el ejemplo de la O-GlcNAcsilacidon de la enzima PFK-1 (Figura 1),
la cual inhibe su actividad, contribuyendo a la acumulacidon de intermediarios glicoliticos
redirigiéndolos a la via de las pentosas fosfato, lo que aumenta la disponibilidad de
nucledtidos, necesarios para la proliferacién de la célula tumoral (112). También se incrementa
el flujo de la HPB, induciendo mayor glicosilacion (112). El bloqueo de su glicosilacion aumenta

su actividad inhibe la proliferaciéon tumoral y la formacion de tumores in vivo (112).
Particularidades del ciclo de Krebs en células tumorales

El ciclo de Krebs en el cancer también tiene sus particularidades. Como mencionamos
anteriormente en células tumorales, la principal fuente de piruvato es la glucosa, que ingresa
mediante transportadores GLUT1 y GLUT3. Sin embargo, la glucosa importada rara vez
alimenta el ciclo del TCA: la mayoria de los tumores hacen fermentacién lactica (efecto
Warburg), produciendo lactato, incluso en presencia de oxigeno. Como la glucélisis anaerdbica
solo genera 2 ATP por glucosa, las células tumorales dependen mas de otros combustibles
como la glutamina y los acidos grasos para reponer los intermediarios del TCA y cubrir sus

necesidades energéticas (113).

La glutamina, el aminoacido mds abundante en el cuerpo humano, puede ingresar al

ciclo del TCA en forma de a-cetoglutarato (a-KG, figura 6). La glutamindlisis (degradacion de
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glutamina), es fundamental para reponer los intermediarios del ciclo en células en
proliferacién. La glutamina es primero hidrolizada por la glutaminasa (GLS) para generar
glutamato, que posteriormente puede ser deshidrogenado por glutamato deshidrogenasa
(GLUD) para formar a-KG. Este compuesto es un sustrato para la descarboxilacién oxidativa
por el complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDHC) o para la carboxilacién reductiva por

IDH2 (113).

El tercer tipo de fuente de combustible en las células tumorales son los acidos grasos,
que ingresan al ciclo del TCA después de someterse a B-oxidacion para generar acetil-CoA. El
acetil-CoA es el sustrato tanto para la sintesis de acidos grasos como para el ciclo del TCA, lo
gue hace que la lipogénesis sea un punto de convergencia importante entre el flujo del ciclo

del TCA y la biosintesis celular (114).

La familia de enzimas IDH esta compuesta por tres isoformas (IDH1, IDH2 e IDH3) que
convierten isocitrato en a-cetoglutarato (a-KG) de manera reversible (en el caso de la IDH1 y
la IDH2), mientras que para la IDH3 esta reaccion es irreversible siendo una de las enzimas
limitantes de reaccién del TCA (96,115). Solo IDH2 e IDH3 se expresan en la mitocondria,
mientras que IDH1 se expresa en el citoplasma (115). Se han reportado que existen mutaciones
de alta frecuencia en IDH1/2 glioma de bajo grado y glioblastoma secundario (115). Estas
mutaciones otorgan una nueva funcién enzimatica, resultando en la capacidad adquirida de

convertir a-KG en 2-hidroxiglutarato (2-HG), un oncometabolito (115).

Se demostré que IDH3a estd sobreexpresado de manera aberrante en varios cadnceres
y que participa en la induccién tanto de la reprogramacion metabdlica como la angiogénesis

mediada por HIF-1 (116).

KGDHC, una enzima limitante del ciclo del TCA, esta compuesta por tres subunidades:
OGDH (a-cetoglutarato deshidrogenasa), DLST (dihidrolipoamida S-succiniltransferasa), DLD
(dihidrolipoamida deshidrogenasa)(96). Existe controversia entre la expresiéon de OGDH en el
cancer, supuestamente esta estd subregulada en cancer colorrectal debido a Ia

hipermetilacién del promotor, y una hipermetilacion similar del promotor se ha documentado
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en cancer de mama, pulmodn, eséfago, cuello uterino y pancreas (117-119). Interesantemente,
se ha visto que la DLST puede ser un marcador de metastasis en NSCLC (120). La deplecién de
DLST suprime el crecimiento e induce la muerte en ciertos subgrupos de lineas celulares de
cancer de mama triple negativo (TNBC) que son capaces de utilizar anaplerosis a partir de

glutamina (121).
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Considerando que los tumores generados por las células GA son de mayor tamafio, mas
agresivos y con un mayor infiltrado de células inmunes reguladoras, nuestra hipotesis es que
la glicosilacidn aberrante en células tumorales caracterizada por la expresién del antigeno Tn
en un modelo de cancer de pulmdén preclinico se asociacia con una reprogramacion
metabdlica, y conduce a aumentar la produccion de lactato. Este fenotipo metabdlico favorece
la agresividad tumoral y contribuye a la generacién de un MAT inmunosupresor, caracterizado

por una mayor expresion de PD-L1 en las células tumorales.

Analizar como la GA de la célula tumoral se asocia con el metabolismo de la glucosa y

sus propiedades inmunoreguladoras en un modelo de cancer de pulmdn preclinico.

I)  Estudiar el metabolismo energético aerobio y anaerobio en células
tumorales LL/2 con y sin GA.

[I)  Estudiar la expresién de PD-L1 en células tumorales y tumores con y sin
GA.

) Analizar si perturbaciones en el metabolismo de la glucosa afectan la
deteccién de PD-L1 membranario en la célula tumoral.

IV)  Evaluar el papel de la glicosilacién de PD-L1 en su deteccidn utilizando
anticuerpos.

V)  Analizar si el bloqueo de la sintesis de lactato afecta diferencialmente el
crecimiento tumoral en presencia o ausencia de GA.

VI)  Analizar si la inmunoterapia anti-PD-L1 afecta diferencialmente el
crecimiento tumoral en presencia o ausencia de GA.
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Cultivo celular

Las células WT y Tn* se cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640, Capricorn o Gibco), suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado (FBS,
Capricorn) y antibidtico—antimicético (Thermo Fisher) a una concentracién final de 100 U/mL
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicinay 0,25 pg/mL de anfotericina B, al cual se denominé

“medio completo”.

Para los experimentos con oxamato, este compuesto se utilizd a una concentracién
final de 30 mM durante 24 horas. En los ensayos que se evaluaron inhibidores del metabolismo
mitocondrial, las células se incubaron durante 24 horas con antimicina A, oligomicina o

rotenona, cada uno a una concentracion final de 1 pM.

Para inhibir la glicosilacion celular se emplearon dos estrategias: inhibicion de la N-
glicosilacion mediante swainsonine (2 pg/mL por 24 horas) y tunicamicina (5 pg/mL por 24
horas), y modulacién de la O-glicosilacién intracelular mediante OSMI-1, inhibidor de O-GIcNAc
transferasa (20 uM por 24 horas), y Thiamet G (TMG), inhibidor de O-GIcNAcasa (20 uM por
24 horas).

Para todos los experimentos con inhibidores, las células se sembraron en placas P6 a
una densidad de 300.000 células por pocillo, se dejaron 24 horas en medio completo para
asegurar la adhesién y luego se adiciond el inhibidor correspondiente durante el tiempo

establecido.

Las células se mantuvieron a 37 °C en una cdmara humidificada con 21 % de O,y 5 %
de CO,. Para las condiciones de hipoxia, se incubaron a 37 °C en una atmésfera con 1 % de O,
y 5 % de CO.. La cosecha se realizd con buffer fosfato salino PBS 1X (preparado a partir de PBS

10X, compuesto por NaCl 0,137 M, Na,HPO, 0,01 M y NaH,P0,4 0,002 M; pH 7,4) suplementado
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con EDTA 2 mM durante 10 minutos. Para el almacenamiento, aproximadamente 3 x 10°

células se congelaron en FBS con 10 % de DMSO y se conservaron a -80 °C.

Citometria de flujo: caracterizacion del glicofenotipo y deteccion

de PD-L1

Las células en cultivo se cosecharon con EDTA 2,5 mM, se resuspendieron en buffer

FACS (PBS + 2 % FBS).
Marcacion extracelular de lectinas in vitro

Las lectinas biotiniladas se preincubaron con estreptavidina conjugada a un fluoréforo
durante 50 minutos a 4 °C. La mezcla se incubd con las células durante 30 minutos a 4 °C. Las
lectinas utilizadas (Vector Labs) fueron Vicia villosa lectin (VVL, 40 ug/mL), Wheat germ
agglutinin (WGA, 1 pg/mL), Concanavalin A (ConA, 1 pug/mL) y Dolichos biflorus agglutinin
(DBA, 40 pg/mL).

Marcacion intracelular de lectinas in vitro

La marcacién intracelular se realizd con los buffers de fijacidon y permeabilizacion de
BiolLegend siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la marcacion extracelular, las células
se fijaron 20 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con buffer de permeabilizacién
diluido y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con WGA (1 pg/mL) en buffer de

permeabilizacion.
Expresion de PD-L1 tras tratamiento con moduladores metabdlicos

Para evaluar la expresidn de PD-L1 bajo inhibicién metabdlica, las células se incubaron
durante toda la noche con un modulador por vez, acido lactico, oxamato, antimicina A,

oligomicina, rotenona, OSMI-1, TMG, swainsonine, tunicamicina, empleando las
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concentraciones detalladas previamente. Se utilizo el anticuerpo anti—PD-L1 conjugado a APC

(clon 10F.9G2, BioLegend concentracion 2 pg/mL).

Deteccién de PD-L1 posterior al tratamiento con PNGasa-F in

vitro

1x10° células se fijaron con 200 pL de Fixation Buffer (BioLegend) durante 20 minutos
a temperatura ambiente, se lavaron con PBS y se incubaron con PNGasa-F (400 U/mL) durante

4 horas a 37 °C.

Procesamiento de muestrastumoralesy analisis por citometria de

flujo

Para los estudios in vivo, los tumores se disgregaron mecanicamente y se incubaron
con colagenasa tipo IV (100 U/mL) durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, los tejidos se
filtraron mediante un filtro de 40 um vy los eritrocitos se lisaron con buffer Ammonium-
Chloride-Potassium (ACK) (150 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs, 0,1 mM Na,EDTA). Se utilizaron los
anticuerpos anti-CD45 (clon 104, 0,5 pg/mL), anti—PD-L1 (clon 10F.9G2, Biolegend

concentracion 2 pug/mL) y lectina DBA (40 pg/mL).

Potencial de membrana, niveles de oxidantes, necrosis y
apoptosis
Las células WT y Tn* se cultivaron en presencia o ausencia de oxamato segln se

describié previamente. La cosecha y adquisicion se realizaron siguiendo los mismos

procedimientos aplicados para la caracterizacién fenotipica.

Como controles positivos se utilizaron células tratadas con Tween 5 % para inducir
necrosis y células tratadas con estaurosporina para inducir apoptosis. Las células se incubaron

con Anexina V (1:200, Invitrogen) durante 40 minutos a 4 °C, junto con MitoTracker (1:100—
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1:800, Invitrogen M7510) y DHR123 (1:100-1:800) para evaluar el potencial mitocondrial y los
niveles de oxidantes. Posteriormente se adiciond 7-AAD (1:100), se incubd durante 5 minutos

en oscuridad.
Procesamiento y analisis

Entre 50.000 y 200.000 células se dispusieron por pocillo y se incubaron con
anticuerpos o lectinas diluidos en PBS con 2 % FBS y 0,02 % NaNs durante 30 minutos a 4 °C.
Tras dos lavados con buffer FACS, las muestras se analizaron mediante citometria de flujo en
un BD Accuri C6, adquiriendo 10.000-20.000 eventos por muestra. Los analisis se realizaron
utilizando el software BD CSampler Plus Software (BD Biosciences, versién 1.0.23.1) o FlowJo

(Version X.0.7).
Cuantificacion de expresion génica por RT-PCR en tiempo real

Las células WT y Tn* fueron cultivadas en medio completo bajo las condiciones de
control y oxamato, como se describid en el apartado anterior. EI ARN total de los tumores se
aislé utilizando TRI-Reagent (Sigma-Aldrich). Se centrifugaron las células a 1000 g por 5 min.
Posteriormente los pellets fueron lisados con el reactivo TRI Reagent® (Sigma-Aldrich). Se
empled un volumen de 1 mL de TRI Reagent por cada 5 x 108 células. Para el aislamiento del
ARN se adicioné 200 pl de cloroformo por cada mililitro de TRl Reagent a las muestras,
posteriormente se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd la mezcla
resultante a 12.000 x g durante 15 minutos a 2—8 °C, y por ultimo se transfirio la fase acuosa a

un tubo limpio.

A dicha fase se le adicioné 0,5 ml de isopropanol por cada ml de TRI-Reagent utilizado,
mezclando adecuadamente. Las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente durante
5-10 minutos y posteriormente se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 minutos a 2-8 °C. Se
descartd el sobrenadante y se lavo el pellet de ARN agregando 1 mL de etanol al 75 %. Se

agitaron las muestras en vortex y luego se centrifugaron a 7.500 x g durante 5 minutos a 2—
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8 °C. El ARN precipitado se visualizé como un pellet en el fondo o lateral del tubo. Por ultimo,

se resuspendio el pellet en 20 pl de agua ultrapura y se almacenaron las muestras a —=70°C.

El ARN total fue cuantificado utilizando un espectrofotémetro Nanodrop, vy
posteriormente, se sintetizé cDNA utilizando el kit SensiFAST cDNA Synthesis Kit (Bioline),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la cuantificacidn de la expresidn génica por RT-
PCR en tiempo real, las muestras fueron analizadas en un Eco Real-Time PCR System (lllumina)

utilizando el kit SensiFAST™ SYBR No-ROX (BIO-98005).

Los primers utilizados se detallan en el Anexo 1. Se utilizaron dos tipos de programas
en funcidn de cada gen: uno de duracidn corta y otro largo. El programa corto para realizar las
amplificaciones comenzé con una activacidon de la polimerasa durante 2 minutos a 95°C. El
ciclo de amplificacién consistié en 40 ciclos, cada uno de 5 segundos a 95°C, seguido de 30
segundos a la temperatura de melting (Tm) de cada primer, segln se indica en el Anexo 1y un
ciclo que consistid en 15 segundos a 95°C, seguido de 15 segundos a 55°C, y nuevamente 15

segundos a 95°C.

El programa largo para las amplificaciones incluyé una activacién de la polimerasa
durante 10 minutos a 95°C. El ciclo de amplificacion consté de 40 ciclos, cada uno de 15
segundos a 95°C, seguido de 30 segundos a la temperatura de melting (Tm) de cada primer, y
30 segundos a 72°Cy un ciclo que consistié en 15 segundos a 95°C, seguido de 15 segundos a

55°C, y nuevamente 15 segundos a 95°C.

La normalizacidon de los datos de expresion génica se realizd utilizando el gen de
referencia B-actina, cuya expresién se considera constante en las condiciones experimentales.
Los resultados se ajustaron utilizando el método AACt, lo que permitid corregir las variaciones
técnicas y obtener valores relativos precisos de la expresion génica. Ecuacién utilizada: 2 » -

((Cq gen - Cq B-actina)-(Cq promedio gen WT- Cq promedio B-actina WT))
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Cuantificacién de proteinas

La concentracién de proteinas se determind mediante el método colorimétrico del
acido bicinconinico (BCA), el cual se fundamenta en la reduccién de Cu?* a Cu* por los enlaces
peptidicos bajo condiciones alcalinas, seguido de la formaciéon de un complejo entre Cu* vy el
reactivo BCA, que produce una coloracion violeta intensa. La intensidad de este color es
estable y se incrementa proporcionalmente con la concentracion de proteinas presentes en la

muestra.

Para el analisis se utilizo el reactivo comercial BCA Protein Assay Kit (Sigma merck, Cat.
No. 71285-3). El protocolo consistié en mezclar 10 uL de cada muestra con 200 uL del reactivo
BCA-CuSOQ,, preparado en una proporcion 50:1. Las mezclas se incubaron a 37 °C durante 30

minutos y, posteriormente, se midio la absorbancia a 570 nm.

Para la construccion de la curva estandar, se utilizdé albumina sérica bovina (BSA) como
proteina de referencia, realizando diluciones seriadas en medio acuoso a partir de una solucién

madre de 2 mg/mL.
Estudio del metabolismo celular

El andlisis del metabolismo de la glucosa y el mitocondrial, que incluyé la determinacion
de la velocidad de acidez extracelular (ECAR) y la tasa se consumd de oxigeno (OCR) se realizé

utilizando el analizador de flujo extracelular XF96 (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA).

Un dia antes del experimento, los cartuchos de la placa de cultivo celular XF96, que ya
contenian los sensores, fueron pre-incubados en 1 ml de solucién de calibracién Seahorse a

37°C en una estufa sin CO.,.

48 hs previo al experimento, las células (LL2 WT/Tn*) se sembraron a una densidad de

10,000 células por pocillo, en una placa P24 utilizando medio de cultivo RPMI completo.
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El dia del experimento de metabolismo mitocondrial, se sustituye el medio de cultivo
de las células por 1 ml de medio Seahorse G que es un medio modificado de Dulbecco’s (sigma
D5030) a una concentracién de 8.3 g/L, suplementado con 2 mM de glutamina, 1 mM de
piruvato de sodio y 10 mM de D-glucosa, se incuba las células 1 hora a 37 C en una estufa sin

CO,. Antes del ensayo se saca 1 ml de medio y agregue 500 uL del medio Seahorse G fresco.

Tras monitorear la respiracion basal, se inyectaron las siguientes sustancias en los
pocillos: 1 uM de oligomicina, seguido de dos inyecciones sucesivas de 1 UM de cianuro de
carbono-p trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP). Finalmente, se aiadié una mezcla de 1 uM de

rotenona y 1 uM de antimicina.

Para el ensayo de metabolismo de la glucosa, se utilizd medio Seahorse G
suplementado con 2 mM de glutamina y 1 mM de piruvato de sodio como suplemento. El resto

de las condiciones experimentales se comparten con el ensayo de metabolismo mitocondrial.

Después de medir la respiracidn basal, se procedié a inyectar 10 mM de D-glucosa en
los pocillos, seguido de dos inyecciones de 40 mM de oxamato. Finalmente, se inyectaron 50

mM de 2-deoxiglucosa.

Los resultados obtenidos de las mediciones de OCR y ECAR fueron normalizados segun
la concentracién de proteinas de las muestras, que se determind mediante el ensayo de

proteina BCA.

Ensayo de viabilidad celular con Thiazolyl Blue Tetrazolium

Bromide (MTT)

Se recolectaron las células LL/2 WT/Tn*, se contaron y se plaquearon en placas de 96
pocillos partiendo de una concentracidon de 200000 células por pocillo en 200 ul de medio de
cultivo, y realizando diluciones seriadas al medio con o sin 300 mM de Oxamato. Después de
24 y 48 horas en cultivo, se retiraron 100 ul de medio y se agregd MTT (Sigma-Aldrich) a una

concentracion final de 2,5 mg/ml y se incubd por 4 horas a 37°C. Finalmente, se agregaron 100
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pl de 0.1 M HCl en alcohol isopropilico para disolver los cristales de MTT, se dejé incubando la

solucién durante la noche (ON). Al dia siguiente se midid la absorbancia a 570 nm.
Determinacion de lactato en medio de cultivo y en suero

La cuantificacion de L-lactato se realizd utilizando un kit colorimétrico (Abcam,
ab65331), que se basa en la oxidacion enzimatica del L-lactato por lactato deshidrogenasa,
generando un intermediario que reacciona con una sonda cromogénica para producir un color
estable, medible a 450 nm. Este método permite detectar L(+)-lactato en un rango dindmico
de 0,02 a 10 mM en distintas matrices bioldgicas sin requerir pretratamiento ni purificacion

previa de las muestras.

Las muestras analizadas correspondieron a sobrenadantes de cultivo celular y suero de
ratén. Se utilizaron 10 plL de sobrenadante puro y 1 pL de suero puro por condicién, y ambos

se llevaron a un volumen final de 50 pL por pocillo mediante dilucién en Assay Buffer 12.

La curva estandar se prepard a partir de un estandar de lactato a 1 M, elaborandose un
set fresco para cada ensayo. Cada estandar se prepard en un volumen final de 50 pL,
combinando el volumen apropiado del estdndar con Assay Buffer 12 para obtener cantidades

finales de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mM de lactato por pocillo.

El mix de reaccidn se prepard inmediatamente antes de su uso. El Reaction Mix estuvo
compuesto por 46 uL de Assay Buffer 12, 2 uL de Developer Solution Ill y 2 uL de Enzyme Mix
XV por pocillo. Para los pocillos destinados al control de fondo, se utilizd un Background
Reaction Mix, elaborado sustituyendo la enzima por Assay Buffer 12 (48 pL de Assay Buffer 12
y 2 uL de Developer Solution Ill por pocillo).

A cada pocillo que contenia estdandares o muestras se afiadieron 50 uL del Reaction
Mix, y a los pocillos de fondo, 50 pL del Background Reaction Mix. Tras la adiciéon de los

reactivos, la placa se mezcléd suavemente y se incubd durante 30 minutos a temperatura
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ambiente, protegida de la luz. Finalmente, la absorbancia se midié a 450 nm en un lector de

placas, observandose que la sefial permanecio estable durante al menos cuatro horas.
Determinacion de glucosa en medio de cultivo

Las concentraciones de glucosa se determinaron con un kit comercial (Glucosa-TR
spinreact). El método se basa en una reaccidon enzimatica secuencial. Primero, la glucosa
oxidasa (GOD) oxida la B-D-glucosa a acido glucdnico, produciendo perdxido de hidrégeno
(H20,). Luego, el H,0, generado reacciona con fenol y ampirona en presencia de peroxidasa,
formando un compuesto quindnico coloreado. La intensidad del color producido es

directamente proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra.

Se sembraron células LL2 WT/Tn* en medio RPMI completo con o sin oxamato, a una
concentracién inicial de 150000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos, y se realizaron

diluciones seriadas. Las células se incubaron durante 24 horas.

Posteriormente, se midié la concentraciéon de glucosa siguiendo el protocolo del
fabricante. El reactivo de trabajo se distribuyd en un volumen de 200 plL por pocillo de p96,
manteniendo la relacién volumétrica equivalente al método original en cubeta. A
continuacioén, se afiadieron 2 plL del estandar de glucosa a los pocillos destinados al patrdn,
mientras que los pocillos correspondientes a las muestras recibieron 2 pL de cada muestra. Los
pocillos correspondientes a la condicién blanco contenian Unicamente el reactivo de trabajo.
Tras la adicion de los componentes, la placa se mezcléd suavemente mediante una breve
agitacion y se incubé durante 10 minutos a 37 °C. El color generado se mantuvo estable

durante al menos 30 minutos, permitiendo una lectura confiable en ese intervalo.

La absorbancia se registré a 505 nm, utilizando el pocillo blanco como referencia. La
concentracion de glucosa se calculé a partir de la relacidn entre la absorbancia corregida de la

muestra y la del patrdn, segun la ecuacion:
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(A) Muestra — (A)Blanco
(A) Patr6n — (A)Blanco

x 100 (Conc. Patrén) = mg/dL de glicosa en la muestra

Factor de conversion: mg/dL x 0,0555= mmol/L.

El valor obtenido se normalizé en funcién de la proliferacion celular, medida mediante

MTT.

Western bloty lectin blot

Para los ensayos de Western blot, las células LL2 WT y Tn* se sembraron en placas P6 a
una densidad de 300.000 células por pocillo y se dejaron crecer durante 24 horas.
Posteriormente, se expusieron durante 24 horas a tres condiciones experimentales: la primera
consistio en la incubacion con INFy obtenido a partir de esplenocitos de ratdn naive activados
con ConA (Sobrenadante de esplenocito, SNE 1/10); la segunda incluyd la incubacién con
oxamato a 30 mM combinado con SNE 1/10; y la tercera correspondié al tratamiento con
PNGasa-F, siguiendo el protocolo detallado en la seccidon de citometria y sin adicidon de SNE,

con su respectivo control sin SNE.

Finalizados los tratamientos, se retiré el medio y se lavaron las células con PBS. Tras
eliminar el exceso de liquido, se anadié directamente el buffer de muestra reductor SDS 1X
(derivado de una preparacion 4X con Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 5
%, glicerol 10 % y azul de bromofenol 0,01 %) para inducir la lisis celular. Las muestras se
mantuvieron en hielo y la lisis se completd por sonicacién durante 10 a 15 segundos. De cada
condicién se tomaron 20 L, se calentaron a 95-100 °C durante 5 minutos, se enfriaron en

hielo y luego se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE, utilizando un
gel separador con 12 % de acrilamida/bis-acrilamida y un gel concentrador de 6 % de
acrilamida7bis-acrilamida. La corrida electroforética se realizd en buffer de corrida Tris—

glicina—SDS (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %, pH 8,3) a 120 V durante aproximadamente
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1 hora. En el primer carril se sembré un marcador de peso molecular para permitir la

estimacion del tamafio de las bandas vy la verificacion de la transferencia.

Una vez finalizada la separacion, las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa mediante un sistema de transferencia semiseco, utilizando un buffer de
transferencia compuesto por Tris 0,25 M, glicina 1,92 M y metanol al 20 % (pH aproximado
8,3). Tras la transferencia, las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura
ambiente. Para los ensayos dirigidos a PD-L1 se utiliz6 como buffer de bloqueo una solucién
de leche descremada al 5 % en TBSt (derivado de TBS 10X compuesto por Tris base 1 M y NaCl
1,5 M, con adicion de Tween-20 al 0,1 %). En los ensayos dirigidos a RL2 y en el lectin blot con

ConA se empled FBS al 5 % en TBSt como buffer de bloqueo.

Las membranas bloqueadas se incubaron toda la noche a 4 °C con sus respectivos
anticuerpos primarios. El anticuerpo anti—PD-L1 (Cell Signaling; cat 60475 clon D4H1Z; 1 pg/ml)
se diluyd en FBS al 5 % en TBS, mientras que el anticuerpo anti—RL2 (NB300524B 2 ug/ml) se
preparo en FBS al 2,5 % en TBSt. El anticuerpo anti—B-actina (sc-47778: 0,4 pg/ml) y anti-GAPDH
(sigma G8795; 0.050 pg/ml) se incubd en FBS al 1 % en TBSt. En el caso del lectin blot, se utilizd
lectina ConA biotinilada a 1 pg/mL preparada en el mismo buffer utilizado para RL2. Tras esta

incubacion, las membranas se lavaron tres veces durante 10 minutos con TBSt.

Posteriormente se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con los
anticuerpos secundarios, todos diluidos en FBS al 1 % en TBSt. Las membranas destinadas a
PD-L1 se incubaron con un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rabano
(HRP, abcam ab6721: a una concentracion de 1 ug/ml ); las destinadas a B-actina, con un
anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a HRP (Abcam ab6728: a una concentracién de 1
ug/ml); mientras que las utilizadas para lectin blot y RL2 se incubaron con avidina-peroxidasa
(sigma A315: a una concentracién de 1 ug/ml). Para concluir esta etapa, las membranas se

lavaron cinco veces durante 10 minutos con TBS.

La deteccion de las bandas se realizé mediante el sustrato quimioluminiscente Pierce™

ECL Western Blotting Substrate, preparado mezclando en partes iguales los reactivos Ay B
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inmediatamente antes de su aplicacidn. Las membranas se incubaron durante 1 minuto con la

mezcla, se retird el exceso y la sefial se detecté mediante un sistema ImageQuant 500.

Evaluacion del crecimiento tumoral in vivo

Se utilizaron ratones C57BL/6 adquiridos de la Unidad de Reactivos Bioldgicos de

Experimentacién (URBE, Facultad de Medicina).

Para los experimentos se utilizaron hembras de 6 a 8 semanas de edad. Durante los
experimentos, los ratones se alojaron en URBE, siguiendo las normas de la Comisidon Nacional
de Experimentacion Animal (CNEA, Uruguay). Todos los procedimientos involucrando animales
fueron aprobados por el Comisidn Honoraria de Experimentacién Animal (CHEA, Protocolo No

1489 titulado: “Tratamiento combinado anti-PD-L1 contra el cancer”).

Modelo de crecimiento tumoral

Se desarrollé un modelo de crecimiento tumoral mediante la inoculacidén subcutanea

de células LL/2 Tn* y WT parentales en el flanco izquierdo de ratones C57BL/6 o MGL2-DTR.

Las células LL/2 se recolectaron cuando alcanzaron una confluencia del 60-70%, se
contarony luego se prepararon en una concentracion de 5x10° células/ml. Los ratones C57BL/6
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (10 mg/ml) y xilacina (0.1%) en PBS, y se les
inocularon 500,000 células en 100 ul de PBS, utilizando agujas de 25 gauge, de manera

subcutanea en el flanco izquierdo.

Se monitored la aparicidon de tumores, y cuando estos se hicieron visibles, se midié su
tamafio cada 2-3 dias. El volumen tumoral se calculd con la férmula V = 3/4.m.(r1.r22), donde
rl es el radio mayor y r2 el radio menor. Los animales fueron sacrificados cuando el tumor mas
grande alcanzé un radio de 12.5 mm. Los tumores fueron extraidos, pesados y procesados para

analisis de microscopia, PCR, lisado tumoral para Western blot o citometria de flujo.
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La evaluacion del efecto del oxamato in vivo se realizd6 en ratones con tumores
detectables. Una vez que los tumores fueron detectados, al dia 14 dias tras la inyeccién de las
células tumorales, los ratones fueron divididos aleatoriamente en grupos de tratamiento,
recibiendo oxamato por via intraperitoneal (i.p.) a una dosis de 30 mg/kg de peso corporal o
el vehiculo (PBS) como control. El tratamiento se administrd una vez al dia durante 10 dias
consecutivos. Al dia 24 tras la inyeccién, los tumores fueron extraidos, pesados y procesados
para su analisis mediante citometria de flujo. A su vez se recolectaron muestras de suero para

determinar el lactato sérico.

La evaluacién del efecto de la inmunoterapia anti-PD-L1 in vivo (10F.9G2, BioXcell) se
realizd en ratones con tumores no detectables. Al dia 9 tras la inyeccidon de las células
tumorales, los ratones fueron divididos aleatoriamente en grupos de tratamiento, recibiendo
anti-PDL1 por via intraperitoneal (i.p.) a una dosis total de 2 ug/g de peso corporal (dividido en
5 inyecciones) o el vehiculo (control isotipo; LTF-2, BioXcell) como control. El tratamiento se
administré al dia 9, dia 15, dia 19, dia 22 y dia 25. Al dia 30 los tumores y bazo fueron extraidos,
pesados y procesados para su analisis por ELISA. A su vez se recolectaron muestras de suero

para determinar el lactato sérico.

Estimulados ex vivo de esplenocitos murinos

Se extrajo el bazo de ratones C57BL/6 bajo estrictas condiciones de esterilidad,
utilizando una cabina de flujo laminar. Los tejidos se disgregaron mecanicamente y se procedio
al recuento celular. Posteriormente, los esplenocitos se sembraron en placas de 96 pocillos,
colocando 100 pL por pocillo a una concentracidn final de 1 x 107 células/mL en medio RPMI.
Las células se estimularon durante toda la noche con anticuerpo anti-CD28 (BioLegend, Cat.
102112, clon 37.51; 0,2 ug/mL) y anticuerpo anti-CD3 (BioLegend, Cat. 100331, clon 145-2C11;
0,1 pg/mL). Se incluyeron controles no estimulados, a los cuales se les agregd un volumen

equivalente de PBS.
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ELISA INF-Y esplendorcitos murinos

El ensayo ELISA se realizd utilizando placas de alta unién NUNC Maxisorp. Todos los
reactivos se prepararon el mismo dia de uso y las incubaciones se llevaron a cabo protegidas
de la luz cuando correspondia. Las placas fueron sensibilizadas incubando 50 pL por pocillo de
anticuerpo purificado anti-INFy (Cat 551309 BD Biosciences, a una concentracion de uso de 4
ng/uL: dilucién 1/500) diluido en buffer fosfato 100 mM pH 9.0. La sensibilizacion se realizd
durante la noche (ON) a 4 °C. Posteriormente, las placas se bloquearon con 100 uL de PTG (PBS
con 0,1% Tween-20y 1% gelatina) durante 1 hora a 37 °C. Se anadieron 50 uL de cada muestra,
previamente diluidas en PTG 0,5%, y se incubaron 1 hora a 37 °C. La curva de calibracién se
prepard mediante diluciones seriadas 1:2 del estandar de rIFN-g en PTG 0,5%. Tras el lavado
correspondiente, se adicionaron 50 pL de anticuerpo biotinilado anti-INFy (cat 551506 BD
Biosciences, a una concentracién de uso de 4 ng/uL: dilucién 1/500) diluido en PTG y se incubd
1 hora a 37 °C. Luego del lavado, se agregé estreptavidina conjugada a peroxidasa (HRP) diluida
1:1000 en PBS y se incubd 30 min a 37 °C. El revelado se realizé con 0,01 g de OPD (o-
fenilendiamina) 80 uL de perdxido de hidrégeno (H,0,). La reaccidn se dejé desarrollar hasta
alcanzar la intensidad deseada y se detuvo afiadiendo HCI 3 M. La absorbancia se midié a 492

nm.
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Deteccién del antigeno Tn*mediante citometria de flujo

Con el objetivo de estudiar el impacto de la glicosilacién incompleta en la progresion
tumoral y en la modulacién del microambiente inmunoldgico, nuestro laboratorio desarrolld
un modelo preclinico de carcinoma broncopulmonar (CBP). En particular, en el marco de la
tesis doctoral de Valeria Da Costa, se generd una linea tumoral murina con bloqueo de la O-
glicosilacién, lo que condujo a la expresiéon del glicoantigeno tumoral Tn*. Este modelo se
obtuvo mediante la edicion genética de la chaperona COSMC utilizando la tecnologia

CRISPR/Cas9 en la linea de carcinoma de Lewis LL/2 (17).

Para confirmar la presencia del antigeno Tn en nuestro modelo derivado de la linea
LL/2, evaluamos el reconocimiento de células WT y Tn* por parte de las lectinas VVL (Figura.
8A; reconoce O-GalNAc terminal, Tabla 1) y DBA (Figura. 8B; reconoce O-GalNAc terminal y no
terminal, Tabla 1) mediante citometria de flujo. Ambas lectinas presentaron una mayor
reactividad con las células Tn* que, en las WT, evidenciando mayor exposicién de residuos

terminales de O-GalNAc.
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En conjunto, el incremento simultdneo en la unién de ambas lectinas confirma que las

células Tn*+ expresan niveles elevados del antigeno Tn, reproduciendo adecuadamente el

fenotipo esperado de glicosilacion aberrante.
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Figura 8 Deteccidon del antigeno Tn*en células WT y Tn* mediante citometria de flujo.

Mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) de la lectina VVL (A) y DBA (B) en células WT y Tn*, con
histogramas representativos. Los datos se expresan como media + error estdndar (SE). Las diferencias
estadisticas se calcularon mediante una prueba t no pareada de dos colas. **P <0.01, ***P < 0.001.

Tabla 1. Lectinas utilizadas y sus ligandos

Lectina

VVL / VVA

(Vicia villosa lectin)
DBA

(Dolichos biflorus
agglutinin)

ConA (Concanavalin A)

WGA
(Wheat germ
agglutinin)

Unién primaria
Tn,a-GalNAc

a-GalNAc, grupo
sanguineo A

aMan>aGlc

GlcNacRB(1,4)GIcNacB(1,4)Glc
NAc>

GlcNacl(1,4)GIcNAc >
GlcNac

Unidn secundaria / afinidad
ampliada
B-GalNAc

internal GIcNAc in
polylactosamine repeats > (Sialic
acid (Neu5Ac)

Tipo de glicano
O-glicanos membranarios

O-glicanos membranarios

N-glicanos de alta manosa,
hibridos

N-glicanos complejos / O-
GlcNAc intracelular
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Caracterizacion funcional del metabolismo glucolitico vy

mitocondrial

Para comparar el perfil metabdlico de las células Tn* con el de las células WT, se
realizaron estudios de glicdlisis y respiracion mitocondrial utilizando la plataforma Seahorse.
La actividad glucolitica, analizada mediante la mediciéon de la velocidad de acidificacion
extracelular (ECAR) reveld diferencias entre las células Tn* y WT. Estas fueron inicialmente
mantenidas en un medio sin glucosa, registrandose la acidificacion basal previa a cualquier
estimulo. Al adicionar glucosa, ambas lineas celulares mostraron un aumento evidente en

ECAR, reflejando la activacién de la glicélisis, aunque la respuesta fue mayor en las células Tn*,
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Figura 9. Analisis metabdlico mediante Seahorse en células WT y Tn*.

(A) Medida de acidificacion extracelular (ECAR) durante el ensayo glucolitico. (B) ECAR correspondiente a glucdlisis (Glyc),
glucdlisis anaerobia (Glyc ferm) y Glucolisis oxidativa (Glyc ox). (C) Tasa de consumo de oxigeno (OCR) durante el ensayo

mitocondrial. (D) OCR basal (Basal), OCR independiente de ATP (ATP indep), OCR dependiente de ATP (ATP dep), respiracion

maxima (Maximum) y consumo no mitocondrial (Non Mit). Todos los valores fueron normalizados por contenido proteico
(BCA). Los datos se expresan como media + SE. Los colores de fondo de las graficas de barra corresponden con los colores
las areas de la curva del seahorse. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante un ANOVA de una via (ordinary one
way ANOVA). *P <0.05, ****P <0.0001.
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lo que indica una mayor capacidad glucolitica en estas células en relacion con las WT (Figura

9Ay 9B).

Posteriormente, la adicion de oxamato (Compuesto analogo estructural del Piruvato,
inhibidor competitivo de la LDH) permitié discriminar los componentes fermentativo y
oxidativo del flujo glucolitico. Este andlisis evidencid que las células Tn* presentan una mayor
capacidad fermentativa que las células WT, mientras que el componente oxidativo no mostré

diferencias significativas entre ambas (Figura 9B).

La incorporacién final de 2-deoxi-D-glucosa bloqued la via glucolitica, confirmando la
especificidad del ensayo. En su conjunto, estos resultados indican que las células Tn* dependen

en mayor medida del metabolismo fermentativo del piruvato.

Por otro lado, el metabolismo mitocondrial se evalu6 midiendo la velocidad de
consumo de oxigeno (OCR) en células cultivadas en medio suplementado con glucosa, piruvato
y glutamina (Figura 9C). Las células Tn* exhibieron un mayor consumo basal de oxigeno en
comparacion con las células WT, indicando una mayor demanda energética de las células Tn+
(Figura 9C y 9D). Tras la adicion de oligomicina (inhibidor de la enzima ATP sintetasa), se
observé que el OCR disminuyd en ambas lineas celulares, permitiendo identificar la fraccion
del consumo de O, dependiente de la sintesis de ATP. En este punto, las células Tn* mostraron
un mayor consumo de oxigeno dependiente de ATP, asi como un mayor consumo
independiente de ATP, en relacidon con las células WT (Figura 2D). La adicion de FCCP
(desacoplante de la bomba de protones de la membrana mitocondrial) permitié medir la
capacidad maxima de respiracion mitocondrial. En este pardmetro, no se detectaron
diferencias significativas entre ambas lineas celulares, lo que implica que frente a altas
demandas energéticas ambas células responden de la misma manera (Figura 9D). Finalmente,
la incorporacién de rotenona y antimicina A redujo el OCR al nivel no mitocondrial, que

tampoco mostroé diferencias entre Tn* y WT (Figura 9D).
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En conjunto, estos resultados indican que las células Tn* presentan un aumento en el

consumo basal de oxigeno y en los componentes dependiente e independiente de la sintesis
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Figura 10. Alteraciones en metabolitos extracelulares, actividad mitocondrial y estrés oxidativo
en células WT y Tn*.

(A) Deteccidn de lactato en sobrenadante de cultivo de células WT y Tn* mediante kit colorimétrico (B) Concentracion
de glucosa en sobrenadante de cultivo de células WT y Tn* (C) Concentracidn de lactato sérico en ratones C57BL/6
inoculados con células WT o Tn* (D) Actividad mitocondrial evaluada por citometria de flujo con MitoTracker y (E)
deteccion de especies reactivas del oxigeno mediante la sonda DHR123 de células WT y Tn*, ambos con sus
respectivos histogramas. Los datos se expresan como media + SE. Las diferencias estadisticas se calcularon mediante
un test t no pareado de dos colas. *P < 0.05, **P < 0.01.

de ATP, mientras que la capacidad maxima de respiracidon y el consumo no mitocondrial

permanecen similares.

Alteraciones en metabolitos extracelulares y parametros

bioenergéticos

A continuacion, analizamos distintos marcadores metabdlicos con el fin de entender

las diferencias en el metabolismo de las células WT y Tn* descritas anteriormente.
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Primeramente, cuantificamos el lactato en el sobrenadante de cultivo mediante la utilizacién
de un ensayo colorimétrico, para el cual no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de lactato entre las células WT y Tn*, sugiriendo que la produccion extracelular
in vitro de lactato en condiciones basales es comparable entre ambas lineas celulares (Figura
10A). Por otro lado, evaluamos la concentracién de glucosa en el sobrenadante de cultivo de
células WT y Tn*, mediante el uso de un ensayo colorimétrico comercial, observando un leve
aumento de glucosa residual en los sobrenadantes de células Tn*, lo que podria indicar un
menor consumo de glucosa en estas condiciones (Figura 10B). En contraste, al analizar la
concentracion de lactato en suero de ratones portadores de tumores derivados de las células
Tn* fue mayor que en aquellos derivados de células WT (Figura 10B), lo que sugiere que, in
vivo, los tumores Tn* podrian asociarse a una respuesta sistémica con mayor produccién de

lactato.

Para profundizar en otros aspectos bioenergéticos, analizamos la actividad
mitocondrial mediante citometria de flujo utilizando la sonda MitoTracker. Las células Tn*
exhibieron una mayor sefial mitocondrial en comparacién con las WT (Figura 10D), lo que

sugiere una mayor actividad mitocondrial asociada a la glicosilacion aberrante.

Finalmente, evaluamos la produccién de ROS intracelulares utilizando la sonda
DHR123. Las células Tn* presentaron niveles mas elevados de ROS que las WT (Figura 10E),
evidenciando un estado redox alterado asociado a un incremento del estrés oxidativo en estas

células.

Caracterizacion de la N-glicosilacion y O-glicosilacion intracelular

(O-GlcNAc)

Para explorar otras vias de glicosilaciéon en nuestras lineas celulares evaluamos la
presencia de N-glicanos membranarios y O-glicanos intracelulares en estas células. En |a Figura
11A se muestra la reactividad de la lectina Concavalina A (ConA, Tabla 1) por citometria de

flujo. Esta lectina reconoce preferencialmente N-glicanos de alta manosa, correspondientes a
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estructuras inmaduras del proceso de N-glicosilacion. Observamos que las células WT
presentan una mayor union de ConA, indicando una mayor abundancia de N-glicanos ricos en
manosa en comparacion con las células Tn*. Por otro lado, en la Figura 11B se presenta la
reactividad de la aglutinina de germen de trigo (WGA, Tabla 1), una lectina que reconoce N-
glicanos complejos (O-GIcNAc terminal). Las células WT exhibieron una mayor reactividad por
esta lectina respecto de las células Tn*, sugiriendo una reduccién global de N-glicanos, tanto

inmaduros como complejos, en las células Tn*.

Ademads, realizamos un lectin blot para confirmar estos resultados. En la Figura 11C se
muestra el patrén de reconocimiento de lisados celulares totales por ConA, normalizado por
GAPDH. Este analisis confirmo los hallazgos obtenidos por citometria: la sefial de ConA fue mas
intensa en las células WT, lo que refuerza la idea de una menor presencia de N-glicanos de alta

manosa en las células Tn*.

Para analizar la O-GIcNAcsilacion intracelular, realizamos una citometria de flujo con
marcacion intracelular utilizando la lectina WGA. Este ensayo mostré que las células Tn*
presentan mayores niveles de O-GIcNAc intracelular (Figura 11D). Interesantemente, en

ambas lineas celulares se pueden diferenciar tres subpoblaciones con diferentes niveles de O-
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GlcNAc intracelular, observandose en las células Tn*

intensidad de sefial.

un aumento en la poblacién de mayor
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Figura 11 Diferencias en la N-glicosilacion y O-glicosilacion intracelular entre células WT y Tn*.

(A) MFI de ConA membranaria (N-glicanos de alta manosa) en celulas WT y Tn* por citometria de flujo (B) MFI de WGA
membranaria (N-glicanos complejos) en celulas WTy Tn* por citometria de flujo, ambas con histogramas representativos.
(C) Lectin blot de ConA, lisado celular total WT y Tn* normalizado por GAPDH. (D) MFl intracelular de WGA (O-GIcNAc) por
citometria de flujo en celulas WTy Tn*, con histogramas representativos. (E) Western blot de lisado celular total con el
anticuerpo RL2 (O-GIcNAc) normalizado con bActina. Los datos se expresan como media * SE. Las diferencias estadisticas
se calcularon mediante un test t no pareado de dos colas. *P < 0.05, **P < 0.01.

Finalmente, la Figura 11E presenta un Western blot para lisado celular total con el

anticuerpo RL2 normalizado por la expresién de B-actina , el cual reconoce residuos de O-

GIcNACc

Aqgui también se detecta una mayor seial de O-GIcNAc en las células Tn* en comparacién con

las WT, indicando una modulacidn diferencial de la via de O-glicosilacién intracelular asociada

al fenotipo Tn*.

Expresion de genes relacionados al metabolismo celular

Para poder profundizar en los cambios metabdlicos descritos anteriormente,

evaluamos la expresion génica por RT-gPCR de un panel de enzimas metabdlicas en células WT
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y Tn*. En la Tabla 2 se muestran las distintas enzimas codificadas por cada gen analizado, en

conjunto con su funcién.

En el conjunto de genes correspondientes a las enzimas de la glicélisis (GLUT1, HK,
PFK1, PGM1, PGM2, PGK1) ambas lineas celulares mostraron una expresién génica similar
(Figure 12A-F). En relacidén con las enzimas encargadas del metabolismo de lactato, aunque la
expresion génica de la LDH-A fue similar en ambas lineas, la de la LDH-B fue significativamente

menor en las células Tn* en relacién con las WT. (Figura 12G-H).

Posteriormente, analizamos la expresion génica de los tres componentes del complejo
piruvato deshidrogenasa: PDHA, PDHB y PDHX, responsables de la conversién de piruvato
hacia acetil-CoA. Los resultados de la PCR cuantitativa indicaron una disminucion en Ia
expresion génica de los componentes PDHB y PDHX, pero no de PDHA, en células Tn* con
respecto a las WT (Figura 12I-K), lo que podria asociarse con una disminucién de la actividad

PDH, potencialmente disminuyendo la entrada de piruvato a TCA.

En cuanto a la expresion génica de las enzimas del ciclo de Krebs (IDH1, IDH3, DLST y
OGDH), se registraron niveles de expresion mds elevados en las células Tn* para IDH3,
responsables de la produccién de a-cetoglutarato en localizaciones mitocondriales, y DLST
componente del complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa, lo que podria reflejar un refuerzo
general del flujo de TCA. Sin embargo, observamos una disminucion en la expresidén génica de

la IDH1 en las células Tn* en comparacion con WT, lo que sugiere que la

Tabla 2. Nombre y funcidn de las enzimas analizadas por RT-qPCR.

Enzima codificada Funcion de la enzima Proceso
metabdlico
GLUT1 Transportador de glucosa 1 Transporta glucosa al interior Entrada de glucosa /
de la célula Glicdlisis
HK Hexoquinasa glucosa - glucosa-6P Glicdlisis (primer paso
de la glicdlisis)
PFK1 Fosfofructoquinasa 1 fructosa-6P —> fructosa-1,6- Glicdlisis(paso
bisfosfato limitante)
PGM1 Fosfoglucomutasa 1 glucosa-1P ¢ glucosa-6P glucogenogénesis
PGM2 Fosfoglucomutasa 2 glucosa-1P <> glucosa-6P glucogenogénesis

67



PGK1
LDH-A

LDHB

PDHA

PDHB

PDHX

IDH1

IDH3A

OGDH

DLST

ATP sin

GLUL

GFPT1

GFPT2

GNPNAT1

OGT

CcMYC

HIF1a

HIF2a

Fosfoglicerato quinasa 1
Lactato deshidrogenasa A

Lactato deshidrogenasa B

Subunidad Ela del complejo PDH
Subunidad E1p del complejo PDH
Componente accesorio del complejo
PDH

Isocitrato deshidrogenasa 1
(citosolica)
Subunidad alfa de la Isocitrato

deshidrogenasa 3 (mitocondrial)
o-cetoglutarato deshidrogenasa (E1
de KGDH)

Dihidrolipoamida S-
succiniltransferasa (E2 del a-KGDH)
ATP sintasa

Glutamina sintetasa

Glutamina-fructosa-6P
aminotransferasa 1

Glutamina-fructosa-6P
aminotransferasa 2

Glucosamina-6P N-acetiltransferasa

O-GIcNAc transferasa

C-Myc

Factor inducible por hipoxia 1

Factor inducible por hipoxia 2

1,3-BPG > 3-PG
Piruvato - lactato reversible

Lactato - piruvato reversible

piruvato - acetil-CoA
piruvato - acetil-CoA
Regulaciéon y ensamblaje del
complejo PDH

Isocitrato - a-cetoglutarato,
reversible

Isocitrato - a-cetoglutarato
irreversible

Descarboxilacion de a-KG -
succinil-CoA

a-cetoglutarato - succinil-
CoA

Sintesis de ATP a partir de ADP
y fosfato inorganico.

Glutamato - glutamina

Fructosa-6-fosfato+ glutamina
- glucosamina-6-fosfato +
glutamato

Fructosa-6-fosfato+ glutamina
- glucosamina-6-fosfato +

glutamato
Glucosamina-6-fosfato+
Acetil-CoA -> N-

acetilglucosamina-6-fosfato +
CoA

Agrega O-GIcNAc a proteinas
citosolicas y nucleares

Regula genes de glicdlisis,
glutamindlisis y proliferacion

Activa glicdlisis e inhibe PDH
bajo hipoxia

Regula metabolismo lipidico,
supervivencia y adaptacion
hipoxica

Glicdlisis
Fermentacion/
Glicdlisis
Metabolismo
lactato
Entrada al TCA
Entrada al TCA
Entrada al TCA

TCA / Redox
TCA
TCA
TCA

Fosforilacion
oxidativa

Metabolismo

glutamina

paso limitante
HBP

paso limitante
HBP

N-glicosilacion

O-glicosilacion

intracelular / HBP

Regulacion
transcripcional
metabolismo

del

de

del

del

del

Hipoxia / Regulacion

metabdlica

Hipoxia / Regulacion

metabdlica

actividad citoplasmatica de la enzima IDH podria estar disminuida (Figura 12L). Por otro

lado, no se observaron diferencias significativas entre la expresién génica de la ATP sintasa

mitocondrial y OGCD entre las lineas celulares (Figura 12P).
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Respecto del metabolismo de glutamina, la expresién de GLUL (Fig 12Q) y para las
enzimas responsables de la HBP (Figura 12R-U), no se obtuvo diferencias significativas entre

ambas lineas celulares.

Por ultimo, evaluamos la expresion génica de factores de transcripcion relacionados
con el metabolismo celular (cMyc, HIF1a y HIF2). Observamos que las células Tn* presentan
mayor expresion génica de HIF1a, pero menor expresion de HIF2. Esto podria explicar el patrén
de expresion diferencial de ciertas enzimas metabdlicas entre ambas lineas celulares. Por otro

lado, cMyc no se encontré diferencialmente expresado entre las lineas analizadas.

Efecto de la inhibicién de la LDH

Con el fin de analizar los cambios provocados por el aumento de lactato, procedimos a
analizar distintos parametros metabdlicos en presencia o ausencia de oxamato, un inhibidor

competitivo de la enzima LDH.

Como se observa en la Figura 13A, la adicién de oxamato al cultivo celular de las células
WT y Tn* disminuyd drasticamente la concentracién extracelular de lactato en el medio de
cultivo, confirmando que el tratamiento fue efectivo en la inhibicién de la actividad de LDH.
Por otro lado, la disminucién de lactato se acompaiid de un aumento de la concentracién de
glucosa en el sobrenadante del cultivo tras el tratamiento con oxamato (Figura 13B). En estas
condiciones, los niveles de glucosa aumentaron significativamente y se aproximaron a la
concentracién inicial presente en el medio RPMI (200 mg/dL), lo que sugiere una gran
reduccion en el consumo de glucosa por parte de las células cuando la conversién de piruvato

a lactato se encuentra bloqueada.

A continuacion, se evalud el efecto de la inhibicion de LDH sobre la actividad
mitocondrial utilizando la sonda Mytotracker por citometria de flujo. La presencia de oxamato
resulté en una disminucién de la actividad relativa mitocondrial en ambas lineas celulares
(Figura 13C), lo que indica que la inhibicion de la via fermentativa podria estar asociada a una

reduccion del metabolismo oxidativo.
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Figura 12. Expresion génica de enzimas metabdlicas en células WT y Tn* analizada por RT-qPCR.

(A-W) Andlisis de la expresion génica de enzimas asociadas a rutas metabdlicas centrales en células WT y Tn*. Se
evaluaron genes de glicdlisis (A) GLUT1, (B) HK, (C) PFK1, (D) PGM1, (E) PGM_2, (F) PGK1, (G) LDH-A, (H) LDHB; conversion
de piruvato (1) PDHA, (J) PDHB, (K) PDHX; ciclo de Krebs (L) IDH1, (M) IDH3, (N) DLST, (O) OGDH; OXFOX ATPsin (P)
metabolismo de glutamina (Q) GLUL; via de la hexosamina (R) GFPT1, (S) GFPT2, (T) OGT, (U) GNPNAT1; y factores de
regulacion metabdlica (V) CMyc, (W) HIF1a, (X) HIF2. Los datos se expresan como media * SE relativo a Bactina . Las
diferencias estadisticas se calcularon mediante un test t no pareado de dos colas. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Finalmente, se analizé la generacidn de ROS utilizando la sonda DHR123. A diferencia
de los pardmetros anteriores, el tratamiento con oxamato no produjo cambios significativos

en los niveles de ROS en ninguna de las lineas celulares (Figura 13D), indicando que la
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Figura 13. Efecto del inhibidor de LDH (oxamato) sobre el metabolismo de células WT y Tn*.

(A) Concentracion de lactato en sobrenadante de cultivo celular medida mediante kit colorimétrico de celulas WT y Tn*+ en presencia o ausencia
de oxamato (B) Concentracion de glucosa en sobrenadante celular medida mediante kit colorimétrico de celulas WT y Tn*+ en presencia o
ausencia de oxamato (C) Actividad mitocondrial evaluada por citometria de flujo mediante MitoTracker y (D) deteccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) mediante la sonda DHR123, en celulas WT y Tn* en presencia o ausencia de, ambos con histogramas respectivos. Los datos se
expresan como media + SE. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante un ANOVA de una via (ordinary one-way ANOVA). **P <0.01, ***P
<0.001, ****P <0.0001
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inhibicion de LDH no impacté de manera relevante sobre el estado redox global bajo las

condiciones evaluadas.

Efecto de la inhibicion de LDH en la expresion génica de enzimas

metabolicas

Para complementar los resultados sobre el efecto de la inhibicién de la sintesis de
lactato en nuestro modelo tumoral, analizamos posibles cambios en la expresion génica de las
enzimas metabdlicas analizadas previamente mediante RT-qPCR, comparando células WT y
Tn* tratadas y no tratadas. En general, la exposicién a oxamato no produjo cambios
significativos en la expresion de la mayoria de los genes metabdlicos evaluados, indicando que
la inhibicion aguda de LDH no genera una reprogramacion transcripcional amplia en estas vias

bajo las condiciones estudiadas (Figura 14).

Sin embargo, se identificaron dos excepciones. Por un lado, se observé una disminucion
significativa de la expresion génica de HIF-1la Unicamente en las células Tn* tratadas con
oxamato en comparacién con las células Tn* no tratadas (Figura 14W), sugiriendo que la
inhibicion de LDH podria modular la expresidn de factores de respuesta a hipoxia
especificamente en el contexto del fenotipo Tn*. Por otra parte, se detectd una disminucién
significativa en la expresion de PGM2 en las células WT tratadas con oxamato respecto de su
condicién control (Figura 14E). Dado que PGM2 participa en la interconversion de
intermediarios fosforilados entre la glucdlisis y la via de las pentosas (Figura 1), estos
resultados podrian reflejar una respuesta compensatoria de las células WT ante la

perturbacién del metabolismo del piruvato.
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Figura 14. Expresion de genes metabdlicos en células WT y Tn* en presencia o ausencia de oxamato.

(A-W) Andlisis de la expresion génica relativa al gen de la Bactina de genes asociados a rutas metabdlicas centrales en células WT y Tn*. Se
evaluaron genes de glicdlisis (A) GLUT1, (B) HK, (C) PFK1, (D) PGM1, (E) PGM2, (F) PGK1, (G) LDH-A, (H) LDHB; conversidn de piruvato (1) PDHA, (J)
PDHB, (K) PDHX; ciclo de Krebs (L) IDH1, (M) IDH3, (N) DLST, (O) OGDH; OXFOX ATPsin (P) metabolismo de glutamina (Q) GLUL; via de la
hexosamina (R) GFPT1, (S) GFPT2, (T) OGT, (U) GNPNAT1; y factores de regulacion metabdlica (V) CMyc, (W) HIF1, (X) HIF2. Los datos se expresan
como media + SE. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante un ANOVA de una via (ordinary one-way ANOVA). *P < 0.05
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Viabilidad celular (Abs 570nm)

Figura 15. Efecto del inhibidor de LDH (oxamato) sobre la proliferacion y viabilidad de células WT y Tn*.
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(A) Ensayo de viabilidad celular en células WT y Tn* tratadas o no con oxamato por 48 hs. (B) Proliferacion respecto a control de celulas WT y Tn* tratadas con
oxamato en funcion al numero de celulas sembradas (C) Estrategia de gating utilizada para determinar necrosis y apoptosis mediante citometria de flujo con 7-
AAD y anexina V. (D) Porcentaje de células s anexina V//7-AAD* (necrosis) (E) Porcentaje de células anexina V*/7-AAD~ (apoptosis temprana) (F) Porcentaje de
células anexina V*/7-AAD* (apoptosis tardia). Los datos se expresan como media + SE. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante un ANOVA de una via

(ordinary one-way ANOVA) y de dos vias . *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001.
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Efecto de la inhibicion de LDH sobre la proliferacion y viabilidad

celular

A continuacién, evaluamos el
efecto de la inhibicion de LDH por
oxamato en la proliferacion y la
viabilidad celular de las lineas WT y
Tn*. En la Figura 15A se muestra el
ensayo de proliferacion celular
evaluado por MTT luego de 24 horas
de incubacién de las células con
oxamato, donde se observd que el
tratamiento con oxamato redujo
significativamente la proliferacién en
ambas lineas celulares. En la figura 15B
vemos el porcentaje de proliferacion
para las células WT y Tn* tratadas con
oxamato. Notese

que, a una

concentracion de 10.000 células
sembradas, el inhibidor disminuyo la
proliferacién de las células WT en un
50%, mientras que para las células Tn*

esta inhibicidn represento un 20%.
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Figura 16 . Expresion de PD-L1 en células WT y Tn* in vitro e in vivo.

Deteccion de PD-L1 por citometria de flujo en células WT y Tn* (A) y en tumores
derivados de células WT y Tn* (B), con histogramas respectivos.(C) Expresion génica
de PD-L1 evaluada por RT-qPCR en células WT y Tn* normalizado por b-actina. Los
datos se expresan como media * error estandar (SE). Las diferencias estadisticas se
calcularon mediante un test t no pareado de dos colas. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <

0.001.

Con el objetivo de determinar si la reduccidn en la proliferaciéon podia atribuirse a un

aumento en la muerte celular, analizamos la viabilidad celular mediante citometria de flujo

utilizando los marcadores 7-AAD y anexina V, que permiten discriminar entre células viables,

necroticas y en apoptosis temprana o tardia (Figura 15C). Las células 7-AAD*/anexina™ como

necroéticas; las anexina*/7-AAD~ como apoptosis temprana; y las doble positivas como

76



apoptosis tardia. En la Figura 15D se presenta el analisis de necrosis, que muestra que el
tratamiento con oxamato aumenta el porcentaje de necrosis en células Tn*, no asi en las WT.
En contraposicion, el tratamiento con oxamato no aumentd el porcentaje de células
apoptodticas en ambos casos (Figuras 15D y 15E). En conjunto, estos resultados indican que la
inhibicién de LDH-A mediante oxamato reduce la proliferacién de ambas lineas celulares —
aparentemente en mayor medida en las células WT, pero afecta de manera diferencial su

viabilidad: las células Tn* presentan un incremento de la necrosis.

Estudio de la expresion de PD-L1

Antecedentes de nuestro grupo de investigacion indican que los tumores derivados de
las células Tn* son mas agresivos in vivo (122). Para evaluar si esta agresividad se relaciona con
una mayor capacidad de evasién inmunoldgica, analizamos la expresién de PD-L1 tanto en las
lineas celulares in vitro como en los tumores. Por otro lado, se sabe que la glicosilacion afecta
la estabilidad del PD-L1, ya que es indispensable para su expresién en membrana (60). Por otro
lado, al deglicosilar biopsias de tumores con PNGasa-F se aumenta la deteccién por IHQ,
dilucidando la importancia de la glicosilacion para la unidén al anticuerpo (60). El andlisis de
PD-L1 por citometria de flujo en células WT y Tn* cultivadas in vitro (Figura 16A) y en tumores
WT y Tn* (Figura 16B), indic6 que en presencia de glicosilacién aberrante hay un aumento de

PD-L1 en comparacién con las células WT.

Finalmente, en la Figura 16C se presenta la expresién génica de PD-L1 evaluada por RT-
gPCR en células WT y Tn*. En concordancia con los datos obtenidos por citometria, las células
Tn* mostraron niveles significativamente mas altos de PD-L1 a nivel transcripcional. En
conclusidén, estos resultados demuestran que en presencia de glicosilacion aberrante hay una
mayor expresion de PD-L1, tanto a nivel de membrana, tanto in vitro como in vivo, como a

nivel transcripcional in vitro.
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Impacto de distintos inhibidores metabdlicos sobre la expresion

de PD-L1

Dado que estd ampliamente documentado que el lactato incrementa la expresién de
PD-L1 (66), decidimos evaluar la deteccidon de dicha molécula en presencia del inhibidor de

LDH, oxamato.

En la Figura 17A se muestra la deteccion de PD-L1 por citometria de flujo en células
tratadas o no con oxamato. En ambas lineas celulares, el tratamiento con oxamato produjo un
aumento significativo en la sefial de PD-L1 detectado por citometria de flujo. Por otro lado, Ia
Figura 17B presenta el andlisis de expresién génica de PD-L1 evaluado mediante RT-qPCR bajo
las mismas condiciones. En este caso, se observé que el tratamiento con oxamato no modificé
la expresidn transcripcional de PD-L1 en las células WT, mientras que en las células Tn* se
detectd una disminucidn significativa en relacién al control, lo que contrasta con el aumento
observado a nivel proteico. Estos resultados fueron confirmados al evaluar la expresién de PD-
L1 por Western blot en células WT y Tn* cultivadas en presencia o ausencia de oxamato. Como
se muestra en la Figura 17C, en ambas lineas celulares se observé un aumento en la deteccién

de PD-L1 tras la inhibicion de LDH.

Para complementar estos resultados analizamos la expresién de PD-L1 en células WTy
Tn* mediante citometria de flujo tras el tratamiento con acido lactico (Figura 17D) y bajo
condiciones de hipoxia (Figura 17E), respectivamente. En ambos casos se observd que estas

condiciones incrementan la deteccidon de PD-L1 exclusivamente en la linea WT.
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Figura 17. Modulacién de PD-L1 por inhibidores de LDH y de la fosforilacién oxidativa en células WT y Tn*.

(A) Deteccion de PD-L1 por citometria de flujo en celulas WT y Tn* tratadas con Oxamato (Ox) con histogramas respectivos. (B)
Expresion génica de PD-L1 por RT-qPCR normalizada por b actina (C) Western blot de PD-L1 en células WT y Tn* tratadas o no con
oxamato.(D) Deteccion de PD-L1 por citometria de flujo tras tratamiento con dcido Idctico (AL)(D) y condicion de hipoxia (HIPO)(E) en
células WT y Tn* con histogramas respectivos. (F)Esquema de los inhibidores mitocondriales utilizados: rotenona (Ro: complejo 1),
antimicina A (AA: complejo Ill) y oligomicina (Oli: ATP sintasa). PD-L1 por citometria de flujo en células WT y Tn* tratadas con rotenona
(G), antimicina A (H), oligomicina (1) y combinado con los tres inhibidores mitocondriales (All) (J), con sus respectivos histogramas. Los
datos se expresan como media * error estandar (SE) . Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante un ANOVA de una via (ordinary
one-way ANOVA). *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****P < 0.0001.

Dado que la inhibicion de la fermentacion lactica alteré la deteccion de PD-L1,
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decidimos analizar si la inhibicién de la fosforilacion oxidativa también modula o influye en la
expresion de esta molécula. Para ello, utilizamos tres inhibidores mitocondriales: i) la
rotenona, que actua sobre el complejo | de la cadena respiratoria; la antimicina A, que inhibe

el complejo lll; y la oligomicina, que bloquea la ATP sintasa (Figura 17F).

En las Figuras 17G, 17H y 171 se muestran los analisis por citometria de flujo de células
WTy Tn* tratadas con rotenona, antimicina A y oligomicina, respectivamente. En los tres casos,
la inhibicién de diferentes componentes de la cadena respiratoria produjo un aumento en la
deteccién de PD-L1 en la superficie de ambas lineas celulares.

Finalmente, en la Figura 171 se evalud el tratamiento combinado con rotenona,
antimicina A y oligomicina. De manera consistente con los resultados individuales, el uso
simultdneo de los inhibidores mitocondriales también indujo un aumento en la expresién de
PD-L1 por citometria de flujo en ambas lineas celulares, aunque no aumento con respecto al
uso individual de los inhibidores.

En conjunto, la Figura 17 muestra que la inhibicién de vias metabdlicas, tanto
fermentativas como mitocondriales, se asocia con un aumento en la deteccién de PD-L1 en

células WT y Tn*, independientemente del punto de la via afectado.

Efecto de inhibidores de la glicosilacion sobre la expresion de PD-

L1

Como dijimos anterioremente, PD-L1 se encuentra N-glicosilado, y esta modificaciéon
postraduccional es esencial para su adecuada expresion en la membrana plasmatica. Algunos
estudios han demostrado que la inhibicién de la N-glicosilacion interrumpe el transporte de la
proteina hacia la superficie celular (61). Ademas, se ha observado que la deglicosilacién de
biopsias de pacientes mediante PNGasa-F incrementa la deteccidn de PD-L1 en dichos tejidos,
dado que los N-glicanos de la proteina dificultan la unién del anticuerpo empleado en la IHQ
(60). A partir de esta evidencia, resulta relevante evaluar la deteccién de PD-L1 en presencia

de inhibidores de la N-glicosilacion.
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En la Figura 18A se presenta un esquema ilustrativo del punto de accién de los
inhibidores utilizados. La tunicamicina inhibe la UDP-N-acetilglucosamina: dolicol-P N-
acetilglucosamina-1-P transferasa (GPT), enzima responsable del primer paso del ensamblaje
del precursor lipidico de los N-glicanos, bloqueando por completo la N-glicosilacion. Por otro
lado, la swainsonina inhibe la manosidasa I, una enzima tardia del procesamiento de N-

glicanos, lo que resulta en la acumulacién de glicanos de alta manosa.

Primeramente, evaluamos la expresion de PD-L1 por citometria de flujo tras el
tratamiento con swainsonina. No se observaron diferencias significativas en la expresion de
PD-L1 en ninguna de las dos lineas celulares (Figura 18B). Para confirmar la eficacia del
tratamiento, se analizé la unidn de ConA, una lectina que reconoce N-glicanos ricos en manosa,
observandose un aumento significativo en ambas lineas celulares tratadas (Figura 18C), lo que

valida el bloqueo esperado del procesamiento de N-glicanos.

En segundo lugar, evaluamos la deteccion de PD-L1 tras el tratamiento con
tunicamicina. En este caso, las células WT no mostraron cambios significativos en la expresién
de PD-L1. Sin embargo, en las células Tn* se observé una disminucidn en la deteccion de PD-
L1 por citometria de flujo (Figura 18D). La eficacia del inhibidor se confirmé a través de la unidn
de ConA, que disminuyd significativamente en ambas lineas tras el tratamiento con
tunicamicina (Figura 18E), consistente con la ausencia de N-glicanos por inhibicidn del primer

paso de la via.

En tercer lugar, analizamos el efecto de la PNGasa-F, una enzima que escinde los N-
glicanos de proteinas ya presentes en la membrana, en la expresion de PD-L1. Las células
fueron fijadas previamente para asegurar que solo se eliminaran los N-glicanos de proteinas
ya expresadas en superficie. Tras el tratamiento con PNGasa-F, se observé un aumento en la
deteccién de PD-L1 por citometria de flujo (Figura 18F). Este aumento no reflejé una mayor

expresion, sino una mayor accesibilidad del anticuerpo a PD-L1 debido a la eliminacion de N-
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Figura 18. Modulacion de la expresion y deteccion de PD-L1 mediante inhibidores de la N-glicosilacion y la O-glicosilacion

intracelular.

Esquema del punto de accidn de los inhibidores de N gicosilacion: la tunicamicina bloquea la enzima GPT (primer paso de la
N-glicosilacién) y la swainsonina inhibe la mannosidasa I, generando N-glicanos ricos en manosa. Deteccion de PD-L1y ConA
por citometria de flujo en células WT y Tn* tratadas con swainsonina (Swa) (B y C respectivamente), tunicamicina (Tuni) (Dy
E respectivamente) y PNGasa F (F y G respectivamente), con histogramas respectivos. (H) Western blot de PD-L1 en células
WTy Tn* tratadas o no con PNGasa F, con su respectiva densitometria. Deteccién de PD-L1 y WGA intracelular por citometria
de flujo en células WT y Tn* tratadas con TMG (I y J respectivamente) y OSMI-1 (K y L respectivamente), con histogramas
respectivos. Los datos se expresan como media + error estandar (SE). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante un
ANOVA de una via (ordinary one-way ANOVA). *P <0.05, **P < 0.01, ***P <0.001, ****P <0.0001.

glicanos que normalmente enmascaran su epitopo. En paralelo, la reactividad de ConA

disminuyd como se esperaba (Figura 18G). En la Figura 18H se muestra un Western blot de PD-

L1, donde se observa una reduccién del peso molecular tras el tratamiento con PNGasa-F,

consistente con la eliminacion de los N-glicanos.
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Dado que la O-glicosilacién intracelular regula la funcidn de multiples enzimas
metabdlicas (123), y considerando que observamos que el metabolismo celular influye en la
deteccidn de PD-L1, decidimos evaluar cdmo se modifica la expresién de esta proteina al

potenciar o inhibir dicha via.

El inhibidor TMG, que bloquea la enzima OGA (responsable de remover O-GIcNAc,
potencia la O-glicosilaciéon intracelular), generé un aumento en la sefial de PD-L1 en células WT
(Figura 18l), acompanado de un aumento en la sefial intracelular de WGA (lectina asociada a
O-glicanos), confirmando la eficacia del inhibidor (Figura 18J). En las células Tn* no se

observaron cambios significativos en la sefal de WGA tras el tratamiento con TMG.

Impacto de distintos inhibidores metabdlicos en el perfil de

glicosilacion celular

La inhibicién de la produccién de lactato altera el consumo de glucosa por parte de las
células como vimos en la figura 13B, esto podria estar alterando la disponibilidad de
intermediarios para la via de las HBP y otras rutas productoras de azucares nucleotidicos. En
consecuencia, el bloqueo de LDH puede inducir alteraciones en la N- y O-glicosilacién de
proteinas de superficie tumoral. Con el fin de analizar cdmo el metabolismo de la glucosa
puede influir en el perfil de glicanos, evaluamos el reconocimiento por lectinas de células WT
y Tn* cultivadas en presencia del inhibidor de la fermentacidn lactica, oxamato. En la Figura
19A se muestra el reconocimiento de WGA (Tabla 1; GIcNAcP terminal presente en N glicanos
complejos) en presencia del tratamiento con oxamato. En ambas lineas celulares, WTy Tn*, se
observé un aumento en la unidon de WGA luego de la inhibicion de LDH (Figura 19A). Por otro
lado, en la Figura 19B se muestra la unién de ConA, lectina que reconoce N-glicanos ricos en
manosa (Tabla 1). En este caso, el tratamiento con oxamato produjo una disminucién en su

union de la linea WT, pero no de la Tn* (Figura 19B).
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Finalmente, evaluamos el reconocimiento de las lineas celulares por parte de VVL
(Figura 19C) y DBA (Figura 19D). La VVL es una lectina asociada al reconocimiento de
estructuras terminales de O-GalNAc (Tabla 1). En ambas lineas celulares, el tratamiento con
oxamato produjo un aumento en la sefial de VVL (Figura 19A), indicando una mayor exposicion
de glicanos tipo Tn u O-glicanos truncados en la superficie celular bajo esta condicién. Por otro
lado, DBA, al igual que VVL, reconoce O-GalNAc terminal y no terminal en estructuras tipo
grupo sanguineo A (Tabla 1). En este caso, el tratamiento con oxamato produjo un aumento
en la sefial de DBA en las células Tn*, mientras que en las células WT se observd una ligera
disminucién (Figura 19D), sugiriendo que la inhibicién de LDH modula diferencialmente la

exposicién de O-glicanos dependiendo del fenotipo celular.

Alternativamente evaluamos la sefial de DBA y ConA tras el tratamiento con acido
l[actico (Figura 19 E-F). En ambas lineas celulares, WT y Tn*, se observé un aumento en la
reactividad de DBA (Figura 12 E), consistente con un incremento generalizado en la exposicion
de O-glicanos bajo condiciones de alta disponibilidad de lactato. Por otro lado la ConA (Figura
19F), la exposicion a acido lactico disminuyd la reactividad de ConA Unicamente en la linea WT.
Por ultimo, en la Figura 19G se observa la reactividad de la lectina DBA en condiciones de

hipoxia, las cuales disminuye su reactividad en las células Tn*.

Las diferencias metabdlicas de las células WT y Tn* pueden modular de manera
especifica las rutas biosintéticas de azucares nucleotidicos, como UDP-GalNAc, influyendo
diferencialmente sobre la actividad de enzimas del Golgi o de glicosiltransferasas concretas.
Por lo tanto, evaluamos el perfil de glicanos de superficie en células tratadas con inhibidores
de la cadena respiratoria (Figuras 19H-19K) El tratamiento con rotenona (Figura 19H) o
antimicina A (Figura 191) produjeron un aumento significativo de la sefial de DBA en las células
Tn*, sin cambios en las células WT. Por otro lado, el tratamiento con oligomicina resulté en un
aumento de la sefial de DBA uUnicamente en las células WT (Figura 19J). Finalmente, la Figura
19K muestra la deteccidn de DBA tras el uso combinado de los tres inhibidores mitocondriales,

observandose nuevamente un aumento significativo solo en las células Tn*.
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En conjunto, la Figura 19 demuestra que tanto los inhibidores de la fermentacién como
los de la fosforilacidon oxidativa pueden modular la exposicion de glicanos reconocidos por
lectinas en la superficie celular, y que estos efectos son dependientes del tipo de glicano y del
fenotipo celular. En particular, las células Tn* muestran una mayor sensibilidad a los
inhibidores mitocondriales en términos de aumento en la exposicion de O-glicanos detectados
por DBA. En conclusidn, estos resultados sugieren que el tipo de estrés mitocondrial determina
qué pasos de la glicosilacion se ven afectados y que las dos lineas celulares responden de

manera diferencial debido a sus perfiles basales de glicosilacién inherentemente distintos.

Impacto del tratamiento con oxamato en un modelo /n vivo

Para evaluar el efecto de la inhibicidn de la sintesis de lactato en el crecimiento tumoral,
analizamos como el tratamiento con oxamato puede modular el crecimiento tumoral en un
modelo preclinico. Para ello, utilizamos ratones C57BL/6 inoculados con 5x10° células
tumorales WT o Tn*. Los animales fueron aleatorizados en cuatro grupos: WT/control (n=6;
PBS), WT/oxamato (n=4), Tn*/control (n=6) y Tn*/oxamato (n=6). El tratamiento con oxamato
se administrd por via intraperitoneal alrededor del dia 14 post-inoculacién, momento en el
que los tumores fueron detectables, y por 10 dias, a una dosis diaria de 30 mg de oxamato por

kg de ratoén.

Como se muestra en la Figura 20A, los tumores derivados de células Tn* exhibieron un
crecimiento mas acelerado que los tumores WT, consistentemente con observaciones previas
(17). Por otro lado, el tratamiento con oxamato produjo una disminucién leve del crecimiento
tumoral Unicamente en los tumores Tn*, mientras que en los tumores WT no se observé un

efecto evidente del inhibidor.
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Figura 19. Deteccidn de lectinas en células WT y Tn* tratadas con diferentes inhibidores metabdlicos.

Reconocimiento de WGA (A) ConA (B) VVL (C) y DBA (D) por citometria de flujo en células WT y Tn* tratadas con oxamato
(Ox), con histogramas respectivos. Reconocimiento de DBA (E) ConA (F) por citometria de flujo en células WT y Tn* tratadas
con dcido ldctico (AL), con histogramas respectivos. Reconocimiento de DBA por citometria de flujo en células WT y Tn* bajo
condiciones de hipoxia (hipo) (G), tratadas con Rotenona (Ro) (H), Antimicyna (AA) (1), Oligomicina (J) o su combinacion (All)
(K), con histogramas respectivos. Los datos se expresan como media + SE. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante
un ANOVA de una via (ordinary one-way ANOVA). **P <0.01, ***P <0.001, ****P < 0.0001.

Al dia 24, los tumores Tn* alcanzaron volumenes significativamente mayores que los
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tumores WT (Figura 20B). El tratamiento con oxamato redujo el volumen de los tumores Tn*,
aungque de forma modesta, mientras que en los tumores WT no produjo cambios significativos

(Figura 20B).

En la Figura 20C se muestra el porcentaje de volumen tumoral en WT/oxamato y
Tn*/oxamato respecto a su control. Se observa que los tumores Tn* tratados con oxamato

reducen su volumen respecto al control, mientras que en los tumores WT este efecto no se ve.

Para investigar si el tratamiento con oxamato modula la expresiéon de PD-L1 en células
tumorales in vivo, se realizé citometria de flujo en células CD45" aisladas de los tumores. En la
Figura 20D se observa que no hubo diferencias en la expresidon de PD-L1 entre los animales
tratados y no tratados en ninguno de los dos fenotipos celulares. Sin embargo, tal como se
observd en experimentos previos, los tumores Tn* presentaron niveles basales mas altos de

PD-L1 que los tumores WT, independientemente del tratamiento.

Para analizar si el patrén de O-glicanos in vivo se modifica con el tratamiento con
oxamato se analizd la reactividad de la lectina DBA en células CD45- proveniente de los
tumores. Los tumores derivados de células Tn* tratados con oxamato mostraron un aumento
significativo en la sefial de DBA, mientras que los tumores WT no exhibieron cambios tras el
tratamiento (Figura 20E). Este resultado sugiere que la inhibicién de LDH modula la exposicién

de glicanos de tipo Tn especificamente en el fenotipo Tn* también en el contexto in vivo.

Finalmente, en la Figura 20F se cuantificd la concentracién de lactato en suero. Se
observa que en los sueros derivados de células Tn* tratados con oxamato se produjo una
reduccion significativa del lactato sérico, por lo tanto, los cambios inducidos por el inhibidor a
nivel tumoral afectaron de manera detectable los niveles sistémicos de lactato en las

condiciones analizadas.
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En conjunto, estos resultados indicarian que el tratamiento con oxamato ejerce un
efecto moderado sobre el crecimiento tumoral Unicamente en tumores Tn*, pero que no

modifica la expresidon tumoral de PD-L1 de forma significativa.
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Figura 20. Efecto del tratamiento in vivo con oxamato en el crecimiento tumoral

Esquema de tratamiento con oxamato se administré por via intraperitoneal desde el dia 14 post-inoculacion hasta el dia 24, a
una dosis diaria de 30 mg/kg. A los controles se les administré PBS en voluimenes equivalentes. (A) Crecimiento tumoral de los
grupos WT/control (PBS), WT/oxamato, Tn*/control y Tn*/oxamato. (B) porcentaje de volumen tumoral en WT/oxamato y
Tn*/oxamato respecto a su control. (C) Volumen tumoral al dia 24 para los diferentes grupos. Reconocimiento de PDL1 (D) y
DBA (E) por citometria de flujo en celulas tumorales CD45 WT/control (PBS), WT/oxamato, Tn*/control y Tn*/oxamato, con
histogramas respectivos. (F) Concentracion de lactato en suero de ratones WT/control (PBS), WT/oxamato, Tn*/control y
Tn*/oxamato medida mediante kit colorimétrico. Los datos se expresan como media * error estdndar de la media (SEM). Las

diferencias estadisticas se evaluaron mediante un ANOVA de una via (ordinary one-way ANOVA) o test t no pareado de dos
colas. *P <0.05, ¥*P <0.01,.
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Efecto del tratamiento anti-PD-L1 en tumores WTy Tn*

A continuacidn, se evalud la respuesta terapéutica al tratamiento con un anticuerpo
anti—PD-L1 en un modelo in vivo utilizando ratones C57BL/6 inoculados con 5x10° células
tumorales WT o Tn*. A diferencia del experimento previo con oxamato, en este caso el
tratamiento inmunoterapéutico se inicid antes de la deteccién de los tumores, comenzando
en el dia 9 post-inoculacion. Las dosis de anti—PD-L1 se administraron en los dias 9, 15, 19, 22
y 25, y los tumores fueron procesados en el dia 30. Los tamafios de los grupos experimentales

fueron: WT/control (n=2), WT/anti—PD-L1 (n=4), Tn*/control (n=2) y Tn*/anti—PD-L1 (n=3).

En la Figura 21A se muestra el crecimiento tumoral expresado como el cociente
respecto al volumen en animales no tratados. En los tumores WT, el tratamiento con anti—PD-
L1 produjo una disminuciéon evidente en la progresién tumoral durante el periodo
experimental. De manera similar, los tumores derivados de células Tn* también mostraron un
crecimiento reducido en los animales tratados. En ambos casos, el tratamiento con anti—PD-
L1 logrd inhibir el crecimiento tumoral en relacion a los grupos control, aunque el efecto fue

mas marcado en los tumores Tn* (Figura 21A).

La Figura 21B presenta el volumen tumoral absoluto al dia 21. Los datos confirman la
tendencia observada en los graficos de crecimiento: en ambos fenotipos, el tratamiento con
anti—PD-L1 redujo significativamente el volumen tumoral en comparacidn con sus respectivos
controles. Esta reduccidn fue especialmente notable en los tumores Tn*, donde el tratamiento

mostro una eficacia superior.

Seguidamente, se evalud la respuesta inmunoldgica sistémica mediante Ia
cuantificacion de interferén gamma (IFN-y) en sobrenadantes de esplenocitos estimulados ex
vivo con anti-CD3 y anti-CD28. Los esplenocitos provenientes de ratones con tumores WT
tratados con anti—PD-L1 mostraron un aumento significativo en la produccién de IFN-y en
comparacion con el grupo control (Figura 21C). En contraste, los esplenocitos de ratones
portadores de tumores Tn* no mostraron un incremento en la produccién de IFN-y tras el

tratamiento. Ademas, los animales con tumores WT presentaron mayores niveles basales de

89



IFN-y que los portadores de tumores Tn* en el grupo control, lo que sugiere diferencias

intrinsecas en la capacidad de activacion inmunitaria entre ambos contextos tumorales.

Finalmente, en la Figura 21D se presenta la concentracion de lactato sérico. No se
observaron diferencias significativas entre el tratamiento o no tratamiento con anti—PD-L1,

para ambas lineas, lo cual indica que el mismo no generd alteraciones detectables a nivel de

lactato circulante.

En conjunto, estos resultados indicarian que el tratamiento con anti—PD-L1 reduce el
crecimiento tumoral tanto en tumores WT como en tumores Tn*, con un efecto
particularmente marcado en estos ultimos. Sin embargo, la respuesta inmunitaria sistémica,
medida por la produccién de IFN-y, se activa principalmente en animales con tumores WT,

mientras que los tumores Tn* muestran una respuesta mas limitada a nivel de esplenocitos.
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Figura 21. Efecto del tratamiento in vivo con inmunoterapia anti—PD-L1 en el crecimiento tumoral.

Esquema de tratamiento con aPD-L1, se administro por via intraperitoneal desde el dia 9 hasta el dia 25, a una dosis total de
2 ug/g de peso corporal (dividido en 5 inyecciones), a los controles se les administro control de isotipo en volimenes
equivalentes. El sacrificio se hizo al dia 30. (A) Porcentaje de volumen tumoral en WT/ aPD-L1y Tn*/ aPD-L1 respecto a su
control. (B )Volumen tumoral al dia 30 para los diferentes grupos. (C) IFNy produccido por esplenocitos de ratones WT/ aPD-
L1y Tn*/ aPD-L1 y sus controles, medida mediante ELISA. (D) Concentracion de lactato en suero de ratones WT/control, WT/
aPD-L1, Tn*/control y Tn*/ aPD-L1 medida mediante kit colorimétrico. Los datos se expresan como media + error estandar de

la media (SEM). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante un ANOVA de una via (ordinary one-way ANOVA) o test t
no pareado de dos colas . *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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El antigeno Th como marcador tumoral y modulador del

microambiente tumoral

El antigeno Tn es una de las estructuras glicosiladas mas caracteristicas del cancer,
encontrandose expresado en mas del 90% de los adenocarcinomas humanos (29). Este
antigeno participa en procesos de adhesidn, migracion y proliferaciéon celular, y su presencia
se ha asociado con un fenotipo tumoral mds agresivo en diversos tipos de cancer (29,124).
Ademas, contribuye a la inmunorregulacién del MAT y favorece la angiogénesis y la metastasis

(17,124).

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que las células Tn*, utilizadas en el presente
trabajo, presentan un crecimiento tumoral acelerado, una mayor angiogénesis y un infiltrado
inmunoldgico caracterizado por la presencia de células MGL2* y linfocitos T que expresan IL-
10 (17). Sin embargo, el metabolismo de las células Tn* no habia sido explorado hasta el
momento. Esta tesis aporta un nuevo aspecto diferencial de nuestro modelo, mostrando que

las células Tn* se caracterizan por un metabolismo exacerbado.

Reprogramacion metabdlica de las células Tn™: mas alla del

efecto Warburg clasico

El metabolismo de las células Tn* se aparta del paradigma clasico del efecto Warburg,
aunque comparte algunos de sus elementos fundamentales. Tradicionalmente, el efecto
Warburg describe células tumorales que, aun en presencia de oxigeno, prefieren metabolizar
la glucosa por vias fermentativas, generando grandes cantidades de lactato y relegando el
metabolismo mitocondrial (100,125). En nuestras células Tn* observamos un comportamiento
similar: presentan un flujo glucolitico aumentado y producen cantidades elevadas de lactato.

Sin embargo, a diferencia de lo esperado bajo un efecto Warburg “estricto”, las células Tn*
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mantienen un ciclo de Krebs funcional y exhiben un consumo de oxigeno aumentado,
acompanado de mayor actividad mitocondrial y niveles de ROS. Este fenotipo metabdlico
hibrido ha sido reportado en otros modelos tumorales (126—128); no obstante, hasta el
momento nunca se habia asociado a la O-glicosilacién aberrante con una exacerbacion de este
comportamiento metabdlico, lo que posiciona a la glicosilacién truncada como un modulador

previamente no reconocido de la plasticidad metabdlica tumoral.

Un estudio demostré que las micrometastasis dependen de programas metabdlicos
distintos a los del tumor primario utilizando el modelo PDX HCI-001 (xenoinjerto derivado de
paciente con cancer de mama) (129). Si bien tanto el tumor primario como las micrometastasis
presentan heterogeneidad transcripcional, estas ultimas activan un programa metabdlico
conservado asociado a mal prondstico, caracterizado por un aumento de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, mientras que las células del tumor primario muestran una mayor
dependencia de la glucdlisis (129). De manera concordante, la inhibicién farmacoldgica de la
OXPHOS reduce significativamente la siembra metastdsica, destacando a la respiracién
mitocondrial como un determinante funcional clave de la colonizacién metastasica y como un
blanco terapéutico potencialmente relevante (129). Ademas, las células tumorales circulantes
(CTCs) derivadas de la lineal celular 4T1 (de cancer de mama triple negativo murino) presentan
una respiracion mitocondrial y una biogénesis mitocondrial significativamente mayores en
comparacion tanto con los tumores primarios como con las metdstasis pulmonares (130). Cabe
destacar que no se observa una disminucién de la actividad glucolitica en estas CTCs 4T1, lo

que indica la coexistencia de OXPHOS y glucélisis (130).

Los tumores malignos se caracterizan por presentar niveles basales elevados de ROS y
una capacidad antioxidante limitada, como consecuencia de su alta tasa proliferativa y de su
metabolismo reprogramado (126). Esta vulnerabilidad en la homeostasis redox genera una
ventana molecular que puede ser explotada terapéuticamente (126). En este contexto,
desarrollos recientes se han orientado a la induccion selectiva de ROS dentro del tumor (126).
Por ejemplo, el aldehido cindmico (cinamaldehido) y polimeros basados en PEG, liberan iones

cobre de manera preferencial en microambientes tumorales ricos en ROS, desencadenando
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muerte celular por cobre y muerte celularinmunogénica (126). En el marco de nuestro modelo,
el fenotipo Tn*, caracterizado por una mayor produccién de ROS, podria ser particularmente
susceptible a este tipo de estrategias, reforzando la idea de que el estado redox exacerbado
asociado a la glicosilacion aberrante no solo contribuye a la progresidon tumoral, sino que

también podria representar una vulnerabilidad terapéutica especifica (126).

Por otro lado, los niveles elevados de ROS pueden favorecer la progresién tumoral al
promover la expansion y/o activacidon de poblaciones inmunes con funciones pro-tumorales,
incluyendo MDSCs, TAMs y Tregs (131). Asimismo, concentraciones elevadas de ROS inhiben
las respuestas efectoras de las células T al suprimir la formacién adecuada del complejo TCR-
MHC, favoreciendo la evasién de la respuesta inmune (131). En este contexto, las Ros
mitocondriales (mtROS) son utilizadas tanto por las células cancerosas como por células
inmunes inmunosupresoras para establecer un estado de tolerancia inmune frente al tumor,
contribuyendo asi a la persistencia y progresion tumoral (131). Sumado a esto, la mayor
produccidn sistémica de lactato por parte de los tumores Tn* podria estar polarizando adn mas

el fenotipo Treg (102) documentado anteriormente por nuestro equipo de trabajo (17).

Nuestros resultados de expresion génica apoyan este modelo: las células Tn* muestran
una regulacién diferencial de multiples componentes del complejo PDH (PDHA, PDHX), asi
como de enzimas clave del ciclo de Krebs (IDH3a, DLST). Estos hallazgos indican que, si bien
las células Tn* desvian la glucosa principalmente hacia la fermentacion lactica (menor actividad
enzima PDH), sostienen un TCA hiperactivo (aumento expresion de IDH3o y DLST) recurriendo
probablemente a combustibles alternativos, como glutamina u otros aminodcidos, acidos
grasos, para mantener la respiracion mitocondrial y la produccion de intermediarios

biosintéticos.

La actividad del complejo piruvato deshidrogenasa (PDHc) constituye un nodo central
en la regulacién del destino metabdlico del piruvato (132). EI PDHc, localizado en la
mitocondria, cataliza la conversién irreversible del piruvato, producto final de la glucélisis, en

acetil-CoA, permitiendo su ingreso al ciclo de Krebs y favoreciendo la produccidn de energia
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en condiciones aerdbicas (132). El PDHc esta compuesto por cuatro subcomplejos: la piruvato
deshidrogenasa (E1), la dihidrolipoamida acetiltransferasa (E2), la dihidrolipoamida
deshidrogenasa (E3) y la proteina de unién a E3 (E3BP o PDHX) (132). Alteraciones en
cualquiera de estos componentes, como ocurre en deficiencias primarias del PDHc, conducen
a un desvio del piruvato hacia la produccién de lactato y a una reduccién de la respiracion
mitocondrial (132). Se conocen seis genes asociados a la deficiencia primaria del complejo
PDHc: PDHA, PDHB, PDHX, DLAT, DLD y PDP1, siendo PDHA el mas frecuente, ya que

representa hasta el 90 % de todas las mutaciones conocidas (132).

La disminucion en la actividad PDHc se ha asociado a un fenotipo mds agresivo en
cancer (133). La inhibicién del PDHc conserva el piruvato para el reciclado de NAD* mediante
la LDH, para la anaplerosis a través de la piruvato carboxilasa y para la transaminacion
catalizada por la alanina aminotransferasa, lo que hipotéticamente potencia la capacidad

proliferativa de las células (128).

La familia de quinasas de la piruvato deshidrogenasa (PDK1-PDK4), localizadas en la
matriz mitocondrial, regulan la actividad del PDHc (128). Estas enzimas fosforilan residuos de
serina Ser293 (sitio 1), Ser300 (sitio 2) y Ser232 (sitio 3) en la subunidad Ela (PDHA) de PDH,
lo que conduce a la inactivacién del PDHc (128). La sobrexpresion de dichas enzimas esta
aumentada en el cdncer (134). Existe evidencia de que las ROS mitocondriales pueden modular
la actividad de las PDK, aunque este efecto puede ser dependiente del contexto celular (128).
El inhibidor pan-PDK (DCA) redujo de manera efectiva la proliferacidon de células cancerosas
mediante la induccién de ROS y la posterior apoptosis, lo que ha impulsado un aumento
significativo de estudios sobre el uso de inhibidores de PDK en la clinica (135). Seria interesante
evaluar la actividad de dicha enzima en nuestro modelo tumoral Tn* y también evaluar ROS en

tumores.

IDH3 cataliza la conversidn irreversible de isocitrato a a-cetoglutarato (a-KG), uno de
los pasos limitantes de la velocidad del ciclo del TCA, y actia como parte del sistema
respiratorio mitocondrial (136). Esta enzima estd compuesta por multiples subunidades: a, B

y v (136). En mamiferos, IDH3 esta formada por subunidades a y ay, que en conjunto
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constituyen un heterotetrdmero a,fy (136).La subunidad a es la catalitica, la subunidad B
cumple una funcidn estructural, y la subunidad y desempefia un rol regulador al activar el
holoenzima (136). Un estudio demostrd que la alta expresion de las tres subunidades de IDH3
en cancer de vejiga, colon, eséfago, pulmdn, préstata y estdmago se asocia con un mal

prondstico clinico (136).

El complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDHC) estd constituido por tres
subunidades: E1k, E2k y E3 (137). El ntcleo del complejo esta formado por multiples proteinas
E2k (gen DLST), rodeadas por las subunidades Elk (gen OGDH) y E3 (gen DLD), organizadas en
una estructura octaédrica (137). Este complejo cataliza la conversién de KG en succinil-CoA
(137). En mamiferos, se han reportado distintas proporciones entre subunidades (E1k:E2k:E3),
incluyendo 1:1:1,5, 1:1,2:1,4 y 1:1:0,5, lo que sugiere una variabilidad en la organizacién

supramolecular del complejo (137).

Por otro lado, la alta expresién de DLST, se asocia con una menor sobrevida global y
una menor sobrevida libre de recurrencia en pacientes con cancer de mama triple negativo

(TNBC) (121). Ademas, DLST promueve la agresividad del neuroblastoma (138).

Otro hallazgo relevante en nuestro estudio fue la menor expresién de la enzima IDH1
en las células Tn*. Xiaodan et al. demostraron que, en fibroblastos, la disminucién de IDH1
potencia la sefializacién de Smad activada por TGF-f1 (139). El aumento de la la via TGF-B1 en
los fibroblastos asociados a cancer (CAF) promovio la migraciéon celular, invasidn y transicion

epitelio-mesénquima (EMT) (138).

En un modelo de ratones con tumores xenoinjertados, los fibroblastos deficientes en
IDH1 aceleraron el crecimiento tumoral en un grado comparable al de los CAF, reforzando el
papel pro-tumoral de esta regulacion metabdlica (139). Sumado a esto, Xiangyang et al
identificaron que la expresion de IDH1 estaba disminuida en células humanas de cancer de

higado en comparacién con celulas hepaticas normales (141).
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Al expresar menos IDH1, los fibroblastos aumentan la o-KG intracelular,
probablemente derivado de una mayor actividad de la via metabdlica de la glutamina(139).
Seria interesante evaluar la concentracion de a-KG en nuestras lineas celulares Tn* para
explorar si se reproduce este fendmeno. El a-KG cumple funciones centrales en la regulacién
epigenética (142). Este metabolito actia como sustrato de diversas enzimas responsables de
la desmetilacion del histonas (142). En este contexto, la disponibilidad intracelular de a-KG,
impacta directamente sobre la expresion génica (142). En el sistema inmune, particularmente
en macréfagos, el a-KG también desempefia un rol funcional relevante al modular su estado
de activacion (142). En macrdfagos activados por IL-4 una mayor produccion de a-KG favorece
la adquisicion de un fenotipo antiinflamatorio (142). A nivel molecular, el a-KG suprime la
activacion de IKKB, un paso clave para la sefializacién proinflamatoria mediada por NF-«kB

(142).

En conjunto, nuestros resultados permiten plantear la hipdtesis de que en las células
Tn* podria producirse una acumulacion de a-KG como consecuencia de la disminucion de la
expresion de IDH1. Este aumento de a-KG podria tener consecuencias funcionales relevantes
tanto a nivel epigenético como inmunoldgico, favoreciendo perfiles antiinflamatorios vy
tolerogénicos en el microambiente tumoral. En este sentido, seria particularmente interesante
explorar la expresion de IDH1 y la activaciéon de la via TGF-B1 en los tumores totales o
fibroblastos asociados a tumores Tn*. Sumado a esto, la mayor produccion sistémica de lactato

por parte de los tumores Tn* podria estar polarizando aun mas el fenotipo Treg (102)

Entre las funciones recientemente descritas del lactato se destaca su capacidad de
inducir la lactilacion de proteinas, un mecanismo involucrado en la regulacion de la expresion
génica (105,106). Este proceso implica la adicién de grupos lactilo a residuos de lisina en las
colas N-terminales de las histonas, actuando como una modificacion epigenética que estimula
directamente la transcripcion génica (105,106). En este contexto, el incremento en la
produccidn sistémica de lactato observado en los tumores Tn* podria contribuir a la activacion

de esta via epigenética. En futuras investigaciones, resultaria de interés analizar la expresién
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de genes metabdlicos en muestras tumorales para determinar si estas alteraciones se

reproducen in vivo y se correlacionan con los resultados obtenidos in vitro.

La respuesta celular a la hipoxia esta regulada por los Factores Inducibles por Hipoxia
(HIFs), una familia de factores de transcripcién que coordinan los mecanismos de adaptacion
a condiciones de bajo oxigeno (143). Los HIFs promueven la transcripcién de numerosos genes
implicados en la progresidon tumoral, incluidos aquellos relacionados con la proliferacion,
angiogénesis, metastasis y resistencia a farmacos (143). HIF-1 es un heterodimero compuesto
por una subunidad alfa inducible por hipoxia y una subunidad beta expresada de manera
constitutiva, HIF-1f. Hasta la fecha, se han descrito tres isoformas alfa: HIF-1a, HIF-2a y HIF-
30, todas las cuales se unen a HIF-1B, siendo las dos primeras las mas caracterizadas (144). En
condiciones de hipoxia, HIF-1a o HIF-2a forman heterodimeros con HIF-1B y se unen a motivos
de ADN presentes en los promotores de sus genes diana, conocidos como elementos de

respuesta a hipoxia (HREs) (144).

Aunque HIF-1a y HIF-2a estan estrechamente relacionados y activan la expresion
génica dependiente de HRE, ambas subunidades difieren en sus dominios de transactivacion,
lo que sugiere que pueden tener genes diana Unicos y requerir cofactores transcripcionales
distintos (145). HIF-1a se expresa de manera ubicua, mientras que la expresion de HIF-2a esta
restringida al endotelio, rindn, pulmdn, corazén e intestino delgado (145). Blancher et al.
demostraron que HIF-1a regula un amplio espectro de genes inducibles por hipoxia, mientras

que HIF-2a inhibe el crecimiento celular (146).

Al evaluar estas dos isoformas en seis lineas celulares humanas de cancer de mama,
HIF-1a se detectd en todas ellas, mientras que HIF-2a se expresd en niveles bajos o estuvo
ausente en las lineas mas agresivas (146). Interesantemente, HIF-1a, pero no HIF-2a, es
responsable de la regulacidon de la transcripcidon de genes que codifican enzimas involucradas
en la via glucolitica (147), ademas inhibe a la PDH al activar a la PDK1 (148). Ademas la
acumulacién de ROS favorece la transcripcion de HIF-1a (149). Por otro lado, se observd una
correlacién negativa entre HIF-2 y los niveles de O-GlcNAcilacidn (150), mientras que la hiper-

O-GlcNAcilacidon regula la reprogramacion metabdlica y la sefalizacion de estrés de
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supervivencia en células cancerosas principalmente a través de la regulacién de HIF-1a (151).
En nuestro modelo Tn* vimos una mayor expresion por RTqPCR de HIFla y menor HIF-2aq,

ademas de una O-GlcNAcilacion mayor, lo que concuerda con la bibliografia.

La LDH es una enzima tetramérica compuesta por dos tipos de subunidades, LDH-A y
LDH-B, codificadas por genes independientes (152). En el musculo y el higado, la mayor parte
de la LDH esta formada por cuatro subunidades LDH-A y cataliza preferentemente la reduccidn
de piruvato a lactato (152). Por el contrario, en el corazdén vy el cerebro predomina la isoforma
compuesta por cuatro subunidades LDH-B, que cataliza principalmente la oxidacion de lactato
a piruvato (152). Algunos tejidos presentan heterodimeros LDHB-LDH-A (152). La

sobreexpresion de ambas isoformas se ha asociado con la progresion tumoral (152—-156).

En nuestro estudio se observo que las células Tn* presentan una menor expresion de
LDH-B en comparacién con las WT, mientras que la expresion de LDH-A se mantiene sin
cambios. Estos resultados pueden interpretarse teniendo en cuenta que se trata de dos lineas
tumorales. Por lo tanto, seria particularmente interesante evaluar la expresion de estas
enzimas en células normales en el mismo contexto. A pesar de que se ha descrito que la
sobreexpresién de LDH-B favorece el crecimiento tumoral (153), la menor expresion de esta
isoforma en nuestro modelo podria contribuir a explicar la mayor acumulacion de lactato
observada en los tumores Tn*. Dado que el aumento de lactato extracelular se evidencié de
forma marcada en los modelos in vivo, seria relevante analizar la expresién de LDH-A y LDH-B

también en muestras de tumores.

En este contexto, podria interpretarse que las células Tn* “evitan” destinar la glucosa a
la via oxidativa no por un defecto, sino por una preferencia estratégica: canalizarla hacia la
produccién de lactato, metabolito que no solo sostiene el microambiente acido y pro-tumoral,
sino que ademas modula la funcién inmune y promueve fenotipos de escape inmunoldégico.
Ademas, podemos pensar que la mayor produccion de ROS y la hiper O-GIcNAcilacion en las
células Tn* podria estar incrementando la expresion del factor de transcripcion HIFla, lo que
lleva a una disminucion de la entrada de piruvato a el TCA, favoreciendo la sintesis de lactato

y perpetuando este metabolismo exacerbado.
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En conjunto, estos datos apoyan un modelo en el cual las células Tn* exhiben un
metabolismo no Warburgiano clasico, sino un metabolismo reprogramado y flexible,
caracterizado por alta fermentacién, respiracion mitocondrial activa y una marcada
redistribucion del uso de la glucosa hacia rutas que favorecen su crecimiento y su capacidad

de escape inmune.

Regulacion metabdlica y redox de la expresion de PD-L1 en

célulasTn*

Observamos que las células Tn* presentan una mayor deteccion de PD-L1 en células
tumorales, tanto in vitro como in vivo, evaluada por citometria de flujo, asi como una mayor
expresion de PD-L1 a nivel transcripcional in vitro, determinada por RT-gPCR. Se ha reportado
que el aumento de lactato en el MAT favorece el crecimiento tumoral y la evasion
inmunoldgica al incrementar la expresién membranaria de PD-L1, una molécula clave en los
mecanismos de inmunorregulacién (66). Asimismo, estudios previos han demostrado que, en
cancer de mama triple negativo, el lactato puede alterar la glicosilacion de PD-L1, modulando

su estabilidad y deteccion (90).

Modulacién metabdlica mediante inhibicién de LDH y efectos

sobre PD-L1

Diversos estudios han demostrado que la modulacién del metabolismo tumoral
mediante la inhibicion de la lactato deshidrogenasa impacta directamente en la biologia del
tumor. A nivel molecular, el oxamato reduce la expresidon y fosforilacion de factores clave
involucrados en la reparacién del ADN, induce apoptosis y promueve la senescencia celular.
Asimismo, disminuye la expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(Epidermal Growth Factor Receptor; EGFR), reduce marcadores asociados a células madre
tumorales y modula la expresion de marcadores de la transicién epitelio-mesénquima (EMT)

(157).
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En este contexto, la inhibicién de LDH también se ha asociado con una mejora en la
respuesta inmune antitumoral. Ademas, para probar la sinergia con lainmunoterapia, se utilizo
un modelo murino de melanoma B16-F10 deficiente en LDH-A, en conjunto con el tratamiento
con anticuerpos anti-PD-1, lo que indujo una respuesta antitumoral superior en comparacion
con tumores que conservaban la expresién de esta enzima (158). Este efecto se correlaciond
con un aumento en la infiltracion de células NK y linfocitos T CD8* citotdxicos, acompafiado de

una mayor produccién de IFN-y y granzima B (158).

En concordancia con estos hallazgos, se ha demostrado que el tratamiento combinado
con oxamato y la inmunoterapia anti-PD-1 es mads efectivo para reducir el crecimiento tumoral
que cada tratamiento por separado, y ademas potencia la eficacia de pembrolizumab en un

modelo de ratones humanizados (Hu-PBMC-CDX) (104).

Sin embargo, hasta el momento no existian reportes que evaluaran el impacto de la
inhibicion de LDH mediante oxamato sobre la expresion de PD-L1 en células tumorales, ni

cémo esta regulacion podia verse modificada en un contexto de glicosilacién aberrante.

En este trabajo observamos que la deteccion de PD-L1 aumenta al utilizar oxamato in
vitro, fendbmeno que también se observd con otros inhibidores metabdlicos. Ademas, el
tratamiento con oxamato redujo la actividad mitocondrial y expresion de HIF-1a, lo que
sugiere que esta droga es capaz de revertir parcialmente el metabolismo exacerbado que
caracteriza a las células Tn*. El oxamato conduce a la acumulaciéon de piruvato, a una

disminucién en la regeneracion de NAD* y a la consiguiente limitacion del flujo glicolitico (159).

Nuestros resultados fueron alineados con los de Gisbergen et al., quienes demostraron
gue la disminucion de la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) conduce a una menor estabilizacién
de HIF-1a y de sus genes diana, incluyendo la anhidrasa carbonica IX (CAIX) y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (131). Rotenona y antimicina A, que actian sobre los
complejos |y lll de la cadena respiratoria, inducen un aumento de las ROS mitocondriales, un

desequilibrio redox y alteraciones en la relacion NAD*/NADH (160,161). En contraste,
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oligomicina reduce principalmente los niveles de ATP, generando una firma de ROS diferente
(160,161). Estas perturbaciones bioquimicas divergentes dieron lugar a patrones diferenciales
de reconocimiento por lectinas en células WT y Tn*, enfatizando que el sitio de inhibicién

mitocondrial determina qué etapas de la biosintesis de glicanos resultan mas afectadas.

El aumento en la deteccidn de PD-L1 en respuesta a los tres inhibidores sugiere que el
estrés mitocondrial potencia de manera general la expresion o estabilizacién de PD-L1, aunque
los mecanismos subyacentes pueden diferir, abarcando desde respuestas transcripcionales al
estrés hasta cambios en el procesamiento de glicanos que alteran la detectabilidad de PD-L1
por anticuerpos (60). De manera relevante, el reconocimiento diferencial de glicanos por parte
de lectinas entre las lineas celulares indican que el perfil de glicosilacidén de las células Tn* es
particularmente sensible a la disfuncién mitocondrial, probablemente debido a sus defectos

preexistentes en la elongacién de O-glicanos.

Un resultado inesperado fue el aumento en la unidn de la lectina VVL en ambas lineas
celulares tras el tratamiento con oxamato. Esto se puede explicar ya que la inhibicion de Ia
produccién de lactato podria estar disminuyendo el flujo de carbono de la glicdlisis, lo que
conduce al agotamiento de precursores de la via HBP y, en consecuencia, al bloqueo o al
procesamiento alterado de N- y O-glicanos. Esta perturbacién metabdlica podria favorecer la
exposicion de residuos de GalNAc (antigeno Tn) y GIcNAc en células que ya presentan defectos
en la elongacién de O-glicanos, como las Tn*, mientras que las células WT son reconocidas por
lectinas de forma diferente, consistente con capacidades basales de glicosilacién diferentes.
En este contexto, las alteraciones en los glicanos inducidas por el tratamiento metabdlico
podrian modificar el estado de glicosilacion de proteinas de superficie y, por ende, su

estabilidad y detectabilidad, incluyendo moduladores inmunes clave como PD-L1.

Este hallazgo indica una mayor exposicion del antigeno Tn en superficie y plantea la
posibilidad de que, en un contexto in vivo, la inhibicién de la LDH pueda incluso exacerbar
ciertos rasgos pro-tumorales asociados a la glicosilacién aberrante, por ejemplo, a través de
interacciones MGL2—células dendriticas y la induccién de programas tolerogénicos de DC/Treg

(17).
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Dicho fendmeno no fue evidenciado en nuestro modelo in vivo, por el contrario, en las
células Tn* el tratamiento con oxamato reduce el volumen tumoral, igualandolo al crecimiento
observado en los tumores WT. Este efecto diferencial sugiere que las células Tn* dependen en
mayor medida de la via fermentativa mediada por LDH-A para sostener su fenotipo metabdlico
e inmunomodulador, y que la inhibicién de esta via puede representar una vulnerabilidad
especifica del fenotipo Tn*. Otra posible explicacidn para este fendmeno es que las células Tn*
ya exhiben en su superficie el antigeno Tn de manera constitutiva, por lo que el tratamiento
con oxamato no incrementa sustancialmente un riesgo adicional asociado a su mayor
exposicion, riesgo que si podria ser relevante en las células WT. En este contexto, en el balance
entre riesgo (potencial aumento de la expresion del antigeno Tn) y beneficio (inhibicion
efectiva de LDH y reduccién del metabolismo exacerbado), el beneficio terapéutico predomina
Unicamente en las células que ya expresaban Tn*. Esto podria explicar por qué la inhibicion de
LDH resulta antitumoral en el fenotipo Tn*, pero no en las células WT, donde el aumento de
exposicién del antigeno Tn podria incluso favorecer propiedades pro-tumorales. Se pone en
evidencia la necesidad de caracterizar el tumor del punto de vista fisiolégico para determinar

la efectividad del tratamiento, y de evaluar el mismo en un modelo metastdsico.

Otro aspecto a tener en cuenta es el aumento en la senal de la lectina DBA en el modelo
in vivo. En los tumores derivados de células Tn* se observé un aumento significativo en la union
de esta lectina tras el tratamiento con el inhibidor, mientras que en los tumores WT no se
vieron diferencias significativas. Estos resultados sugieren una mayor susceptibilidad del
fenotipo Tn* a esta droga. De todas formas, el reconocimiento de esta lectina in vitro por el
WT/Ox no aumento. Seria interesante evaluar el glicofenotipo de los tumores WT y Tn*

sometidos al tratamiento con dicho inhibidor in vivo para poder reforzar esta hipotesis.

Resulta interesante destacar que en nuestro estudio in vivo no se reprodujo la
capacidad del oxamato de aumentar la deteccién de PD-L1 en células tumorales, fendmeno
que si se observo claramente en los ensayos in vitro. Por el contrario, en los tumores derivados
de células Tn* se evidencid incluso una tendencia a la disminucion de la deteccién de PD-L1.

Este hallazgo podria explicarse considerando que, en los experimentos in vivo, el oxamato se
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administré de manera prolongada durante 10 dias, mientras que en los ensayos in vitro el
tratamiento fue de tan solo 24 horas. Ademas, observamos que el oxamato disminuye la
expresion del ARNm de PD-L1 en condiciones in vitro, lo que permite plantear la hipdtesis de
que, a largo plazo, la regulacion transcripcional termine predominando sobre los cambios en
glicosilacion, conduciendo a una reduccién neta de la expresion de PD-L1 en el entorno
tumoral. Por otra parte, para obtener conclusiones mas robustas seria necesario repetir el
experimento in vivo con un tamafio muestral mayor, lo que permitiria reforzar esta hipdtesis
y evaluar con mayor precision la dindmica temporal de la regulacién de PD-L1 bajo tratamiento

con oxamato.

Ya se ha reportado que la N-glicosilacion de PD-L1 afecta su deteccién por
inmunohistoquimica (IHQ) en biopsias de pacientes (60). En este trabajo demostramos que
este fendmeno también es reproducible mediante citometria de flujo. Esto plantea la
interrogante de si la mayor deteccion de PD-L1 en la membrana de las células Tn* en
comparacion a la célula WT refleja una verdadera mayor expresién o, en cambio, una mayor
accesibilidad del anticuerpo debido a las alteraciones de N-glicosilacién presentes en estas

células.

Interpretamos que las células Tn* presentan una mayor expresién proteica de PD-L1.
Esta conclusidn se sustenta en que el incremento relativo de la sefial detectada por citometria
de flujo luego de la desglicosilacion con PNGasa fue similar en ambas lineas celulares, lo que
indica que el grado de enmascaramiento de los epitopos por N-glicanos es comparable entre
ellas. En consecuencia, las diferencias observadas en la seial basal reflejarian cambios reales
en los niveles de PD-L1. En concordancia con esta interpretacion, los analisis por RT-qPCR

mostraron un aumento en la expresion de su ARN mensajero.

En el caso particular del oxamato, podemos plantear la misma interrogante que para

PD-L1 en células Tn*: éla mayor sefal detectada por FACS refleja una mayor expresién de la

proteina o una alteracion en su glicosilacion que incrementa la afinidad del anticuerpo?
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En este escenario, los resultados obtenidos por RT-gPCR sugieren que el efecto del
oxamato se orienta mas hacia una mayor afinidad del anticuerpo por la proteina que hacia un
aumento en su expresion. Si bien en los analisis por western blot de células tratadas con
oxamato no se observé una banda correspondiente a PD-L1 deglicosilado, este hallazgo puede
explicarse porque no sabemos si las modificaciones en los N-glicanos que podrian estar
favoreciendo una mayor deteccién por FACS en este contexto, son lo suficientemente
profundas como para alterar de manera detectable el peso molecular de la proteina. Es posible
qgue se trate de cambios sutiles en la estructura de los glicanos, capaces de modificar la
accesibilidad del epitopo reconocido por el anticuerpo, pero insuficientes para generar un

corrimiento evidente en la migracion de PD-L1 en geles de SDS-PAGE.

Otro aspecto novedoso de este trabajo es la forma en que los distintos inhibidores
metabdlicos modifican el perfil de glicanos de superficie de las células tumorales, lo cual

constituye una medida indirecta del estado de glicosilacién celular.

No resulta sorprendente que la inhibicién in vivo de PD-L1 en los tumores Tn* haya sido
mas efectiva que en los tumores WT, dado que estas células exhiben una mayor expresion de
dicha proteina. Sin embargo, resulta especialmente interesante preguntarnos si este
fenédmeno se explica Unicamente por un incremento en la cantidad total de PD-L1, o si también
podria atribuirse a alteraciones en la glicosilacion de la proteina que aumenten la accesibilidad
o afinidad del anticuerpo terapéutico. Dado que la glicosilacién, particularmente la N-
glicosilacién, modula tanto la estabilidad como el reconocimiento de PD-L1 por anticuerpos,
es plausible que el fenotipo Tn*, caracterizado por un patrén N-glicosidico alterado, favorezca
una mayor susceptibilidad a la inmunoterapia anti-PD-L1. Este aspecto abre una interrogante
de gran interés, ya que sugiere que no solo la cantidad, sino también la glicosilacién de PD-L1
podria determinar una mayor eficacia terapéutica de la inmunoterapia anti PDL1 en tumores
con glicosilacion aberrante. Seria de gran valor continuar caracterizando el estado de N
glicosilacion de la proteina PDL1 en nuestra linea tumoral. En este punto resulta interesante

resaltar que el clon del anticuerpo anti-PDL1 utilizado en el experimento in vivo con
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inmunoterapia anti-PDL1 es el mismo que utilizamos en los experimentos por FACS en este

trabajo.

Un interrogante central que emerge de este trabajo es la direccién de causalidad entre
la glicosilacion aberrante y el metabolismo exacerbado observado en las células Tn*. Nuestros
resultados sugieren que ambos fenémenos se retroalimentan. Por un lado, la expresién del
antigeno Tn se asocia con un aumento de la O-GlcNAcilacién intracelular, una mayor expresién
de HIF-1a, un incremento en las ROS y la actividad mitocondrial, un mayor consumo de oxigeno
y una mayor acidificaciéon extracelular. Esto sugiere que la glicosilacién aberrante puede

potenciar la reprogramacion metabdlica.

Sin embargo, los cambios en el metabolismo celular inducidos por los inhibidores
metabdlicos también demostraron ser capaces de modular la glicosilacidon en nuestras lineas
celulares. En este contexto, esta ampliamente descrito que las células tumorales pueden
presentar glicosilacion aberrante debido a multiples factores, incluyendo la expresidon anémala
de glicosiltransferasas y de hidrolasas, modificaciones en la cadena peptidica o en el esqueleto
del glicano, asi como variaciones en la disponibilidad de sustratos y de donantes de azlcares
(162). No obstante, alteraciones metabdlicas nunca habian sido asociadas previamente a la

expresion del antigeno Tn, lo que convierte a nuestros hallazgos en un aporte novedoso.

En este escenario, resulta dificil establecer una relacion estrictamente unidireccional:
es probable que el metabolismo exacerbado contribuya como desencadenante inicial al
modificar la disponibilidad de sustratos necesarios para la glicosilacién, promoviendo asi
alteraciones en los patrones de glicosilacion celular. De este modo, metabolismo exacerbado
y glicosilacién forman un circuito que podria sostener y amplificar el fenotipo Tn* y sus
consecuencias bioldgicas. En conjunto, nuestros resultados permiten proponer que la
expresion del antigeno Tn no solo remodela la superficie celular, sino que reconfigura

profundamente el metabolismo tumoral.
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Perspectivas

Como proyeccion natural de este trabajo, nos planteamos evaluar la eficiencia
terapéutica del tratamiento combinado anti-PD-L1 y oxamato en el modelo de glicosilacién
aberrante, con el objetivo de determinar si la inhibicion metabdlica de la via fermentativa
potencia la respuesta a la inmunoterapia en tumores con expresion del antigeno Tn. Este
abordaje permitiria explorar posibles efectos sinérgicos entre la modulacién metabdlica y el
bloqueo de puntos de control inmunitario, asi como definir si el fenotipo Tn* constituye un

contexto particularmente sensible a estrategias combinadas.

Asimismo, seria relevante validar los hallazgos obtenidos en este estudio en otros
modelos tumorales con glicosilacion aberrante, incluyendo lineas celulares murinas vy
humanas, a fin de establecer la robustez y generalizacion del vinculo entre glicosilacion
truncada, metabolismo exacerbado y respuesta inmunoldgica. Esta validacién permitiria
evaluar la aplicabilidad de nuestros resultados a distintos tipos tumorales y reforzar el valor

del antigeno Tn como biomarcador funcional.

Desde el punto de vista mecanistico, resulta de especial interés evaluar la actividad
enzimatica de las enzimas metabdlicas identificadas como diferencialmente expresadas, asi
como cuantificar la concentracién de sus metabolitos asociados, con el fin de confirmar si los
cambios observados a nivel de expresidn génica se traducen en alteraciones funcionales del
flujo metabdlico. En particular, la medicién de metabolitos clave permitiria profundizar en la

comprension del estado metabdlico de las células Tn*.

Como perspectiva metodoldgica adicional, resultan fundamentales los cambios en
glicosilaciéon inducidos por los inhibidores metabdlicos observados en este trabajo. Dado que
las alteraciones en el perfil de glicanos fueron evaluadas principalmente mediante el
reconocimiento por lectinas por citometria de flujo, serd necesario validar estos hallazgos
utilizando técnicas mads robustas y especificas, que permitan caracterizar en profundidad la
estructura de los glicanos. En este sentido, la aplicacién de enfoques de glicomica basada en

espectrometria de masas permitiria analizar de forma global los N-glicanos y O-glicanos,
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evaluando cambios en su composicién, grado de elongacién, ramificacidon y sialilacion.
Asimismo, estudios de glicoprotedmica posibilitarian identificar proteinas especificas cuya
glicosilacion se vea alterada, tanto en el modelo Tn** como al utilizar inhibidores metabdlicos,
asi como los sitios de modificacién, lo cual resulta particularmente relevante para proteinas de

superficie implicadas en la inmunorregulaciéon, como PD-L1.

Finalmente, una linea futura de investigacidon serd analizar en detalle las reacciones
anapleréticas del ciclo del TCA, evaluando la contribucién de sustratos alternativos, como
glutamina, aminodcidos u &cidos grasos, al sostenimiento de la actividad mitocondrial
observada en las células Tn*. Estos estudios permitirdn esclarecer los mecanismos que
sustentan el fenotipo metabdlico hibrido caracteristico de este modelo y podrian identificar

nuevas vulnerabilidades metabdlicas con potencial impacto terapéutico.

En conjunto, la extensidn de estos abordajes a modelos experimentales mas complejos,
como tumoroides u organoides derivados de pacientes, permitiria aproximarse de manera mas
fiel a la heterogeneidad metabdlica, celular y espacial propia de los tumores, fortaleciendo la

relevancia traslacional de los resultados obtenidos.
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Anexo 1 Tabla primers utilizados para RT-gPCR

GEN Primer F Primer R I,'E)F I,'E)R (Trg) ::;?z:" d";a REF
mHifla GGTTCCAGCAGACCCAGTTA AGGCTCCTTGGATGAGC TTT 62.6 61.1 60 Corto (163)
mHif2a GAGGAAGGAGAAATCCCGTGA CTGATGGCCAGGCGCATGATG 62.9 66.1 60 Corto (163)
mLdhb AGTCTCCCGTGCATCCTCAA AGGGTGTCCGCACTCTTCCT 63.9 66.7 60 Corto (164)
mLdha TGTGGCAGACTTGGCTGAGA CTGAGGAAGACATCCTCATTGATTC 63.8 60.1 60 Corto (164)
mOGT CTGTCACCCTTGACCCAAAT ACGAAGATAAGCTGCCACAG 60.8 58.6 60 Corto (165)
mPgk1 GCTATCTTGGGAGGCGCTAA AAAGGCCATTCCACCACCAA 61.3 63.0 60 Corto (166)
mGLUT 1 GCCTGAGACCAGTTGGAAGCAC CTGCTTAGGTAAAGTTACAGGAG 65.8 56.5 60 Corto (167)
mHK CACTGGGTACTAAGGCTCAA CGGAGTTGTTCTGCTTTGGA 58.8 60.4 60 Corto (167)
mPFK1 CAGATCAGTGCCAACATAACCAA CGGGATGCAGAGCTCATCA 59.3 62.3 60 Corto (168)
mPDL1 GCTCCAAAGGACTTGTACGTG TGATCTGAAGGGCAGCATTTC 58.0 64.8 60 Corto (169)
mCmyc GCGTTGGAAACCCCGACAG CTTCCAGATATCCTCACTGGGC 60.6 59.8 60 Corto (170)
mGfptl GCCAACGCCTGCAAAATCC CCAACGGGTATGAGCTATTCC 65.3 62.8 60 Corto (171)
mGfpt2 ATGTGCGGAATCTTTGCCTAC AGACCCCTGATAAGGGTTTCG 62.4 60.3 60 Corto (171)
mPgm2 CCGCTTCTACATGACCGAGG GATGATGCAAGATACGGCAGG 59.2 62.6 60 Corto (171)
mPgm1 CAGAACCCTTTAACCTCTGAGTC CGAGAAATCCCTGCTCCCATAG 62.5 60.3 60 Corto (171)
mGnpnatl TCGTTAGTGACGAGTGCAGAG TTTGTGGTAGACATTCAAGGGTG 60.3 63.0 60 Corto (171)
mBactin GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG 66.8 65.6 65 Corto (172)
mldhil GTGGGCGTCAAGTGTGCTA CCACCCAGAATGTTTCGGATG 62.2 62.1 62 Corto (173)
mldh3 TGGGTGTCCAAGGTCTCTC CTCCCACTGAATAGGTGCTTTG 63.4 60.6 62 Largo (173)
mOGDC CAGCTCGCTGTCTGAGTACG AATGATGCACTGTGCCATGT 61.8 58.2 62 Corto (174)
mDlst GGAACTGCCCTCTAGGGAGA GACGCTACCACTGTTAATGACC 65.2 59.9 62 Largo (173)
mPdha TGTATCCCGCGTGTTGGC GCCGATGAAGGTCACATTTCTTAAT 63 59.1 62 Largo (175)
mPdhb GTGAGTGCTGGAGACTCGTT AGCACCTTCCTCAACCACTAT 61.6 60.3 62 Corto (175)
mPdhx ACGAGATCTGGTCAAAGATGACA GGTGACATTAACCCCAGGCA 60.1 63.3 62 Corto (175)
mATPsin ATCCACACACCAAAAGGACGA GGAAGTGGGCAAGTGAGCTT 61.7 62.8 62 Corto o
mGlul AGGACTGCGCTGCAAGAC CCATCAAAGTTCCACTCAGGT 62.2 60.1 62 Corto *

* Los primers utilizados para la amplificacion de mATPsin y mGlul fueron disefiados especificamente para este

estudio utilizando herramientas bioinformaticas (NCBI Primer-Blast).
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