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RESUMEN

El periodo neonatal es una de las etapas mas vulnerables de la vida humana. Lo
cual se refleja en la alta tasa de mortalidad neonatal. Entre las principales causas
de muertes neonatales, las relacionadas con infecciones o con el sistema inmune,
como las infecciones respiratorias y la sepsis, representan la tercera casusa de
muertes, siendo solo superado por el nacimiento prematuro y las complicaciones
durante el parto, lo que evidencia la necesidad de estudiar el sistema inmune
neonatal para abordar esta problematica. En este trabajo se estudia a los linfocitos
T CD4", los cuales son componentes de la respuesta inmune adaptativa, que
participan en la inmunidad celular y humoral, y son capaces de modular la intensidad
y el fenotipo de la respuesta inmune. En la bibliografia y en trabajos previos del
laboratorio se ha reportado que los linfocitos T CD4* neonatales tienen una
respuesta atenuada ante el estimulo anti-CD3/anti-CD28, con un fenotipo sesgado
hacia la respuesta tolerogénica, una reducida produccion de citocinas y una mayor
proliferacion en comparacion con los linfocitos T CD4* de adultos.

En la etapa adulta, los linfocitos T CD4* virgenes presentan poca demanda
transcripcional y traduccional, por lo que tienen poca demanda biosintética, lo que
les permite mantener un metabolismo catabdlico en el que se oxidan los nutrientes
para impulsar la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP. Los linfocitos T CD4" se
activan cuando reconocen un antigeno a través del receptor de células T y reciben
sefales coestimuladoras como la sefal del correceptor CD28, las cuales
desencadenan vias de sefializacion que culminan en la activacion de factores
transcripcionales que cambian el panorama transcripcional de los linfocitos T CD4".
Como consecuencia del cambio transcripcional, aumenta la sintesis de proteinas de
vias metabdlicas, lo que ocasiona un incremento de la tasa metabdlica, permitiendo
el uso de metabolitos en vias anabdlicas y una reprogramacion metabdlica
necesaria para la sintesis de metabolitos con actividad inmunorreguladora que
afectan la activacién a diferentes niveles y biomoléculas indispensables para que el
linfocito T CD4* cumpla con sus funciones efectoras. En el caso de los linfocitos T
CD4* neonatales, estos presentan un metabolismo altamente glucolitico y una
mayor tasa metabdlica tanto en condiciones basales como en respuesta a la
activacion, en comparacion con los linfocitos T CD4* de adultos. El programa
metabdlico caracteristico de los linfocitos T CD4* neonatales promueve la sintesis
de metabolitos con actividad inmunoreguladora, como el lactato y las especies
reactivas de oxigeno, la cuales contribuyen a que la respuesta inmune de los
linfocitos T CD4* neonatales este sesgada a un fenotipo tolerogénico, que, aunque
adecuada para esa etapa de vida, deja vulnerable al neonato a infecciones.



En este proyecto empleamos un modelo légico para describir la influencia del
metabolismo en la activacién de las células T CD4* y exploramos la influencia del
estado metabdlico de dichas células sobre su activacion. Mediante simulaciones
computacionales y experimentos in vitro, exploramos la suplementacion con L-
arginina o L-serina como posible estrategia para potenciar las respuestas
inmunitarias de las células T CD4" de neonatos y adultos. Nuestros resultados
indican un papel inhibidor de la L-arginina y la L-serina en la activacion de las células
T CD4* de adultos y neonatos, ya que el programa metabdlico causado por la
suplementacion con la L-arginina y la L-serina reprimen la producciéon de la marca
de activaciéon CD69 y reduce la produccion de la mayoria de las citocinas Th, sin
afectar la viabilidad celular.
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INTRODUCCION
Sistema inmune

El sistema inmune es el encargado de generar la respuesta de defensa de un
organismo frente a agentes externos potencialmente patdégenos, como
microorganismos y sus componentes (proteinas, polisacaridos, ADN, etc.). El
sistema inmune puede responder rapidamente de forma general (respuesta inmune
innata), usando componentes preexistentes en el organismo, o de forma mas
especifica (respuesta inmune adaptativa), al modular diferentes tipos de respuestas
inmunes y sus componentes.

Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra agentes externos;
sus componentes siempre estan presentes y activos en el organismo, incluso en
ausencia de un patdgeno o agente externo, lo que le permite generar una respuesta
rapida. La respuesta inmune innata se promueve al reconocer estructuras comunes
de los patdgenos y productos de células dafiadas. Los mecanismos de la inmunidad
innata no distinguen diferencias especificas entre los patdgenos (Abbas et al.,
2023). Esta respuesta es general y se mantiene en caso de reinfeccion. Los
principales componentes de la inmunidad innata son barreras fisicas y quimicas
(tejido epitelial y sustancias antimicrobianas secretadas por el epitelio),
componentes celulares, como las células fagociticas (neutréfilos y macréfagos),
células dendriticas, linfocitos citoliticos naturales (natural killer o NK) y otras células
linfociticas innatas (ILC) y, por ultimo, proteinas sanguineas, como las proteinas del
sistema del complemento [Figura 1] (Abbas et al., 2023).

Respuesta inmune adaptativa

La inmunidad adaptativa, a diferencia de la innata, puede reconocer caracteristicas
especificas de las estructuras de los patdgenos y distinguir entre ellos. Los
componentes de la inmunidad adaptativa distinguen entre antigenos de agentes
extrafos, los cuales en su mayoria son fragmentos de proteinas de entre 7 y 15
aminoacidos. La respuesta de la inmunidad adaptativa es especifica para cada
patdogeno, ademas, en el caso de una reinfeccion, la magnitud, intensidad y
eficiencia de la respuesta aumenta. A esta caracteristica de la inmunidad se le llama
memoria inmunoldgica (Owen et al., 2014).

Identificar al patégeno y generar una respuesta le toma entre 5 y 7 dias al sistema
inmune adaptativo, asi que a diferencia de la del innato, la respuesta del sistema



adaptativo es mas lenta. Los componentes del sistema inmune adaptativo son los
linfocitos y sus productos, como anticuerpos y citocinas [Figura 1] (Abbas et al.,
2023).

La inmunidad adaptativa puede dividirse en dos tipos: la humoral y celular. La
inmunidad humoral se encarga principalmente de la defensa frente a patégenos
extracelulares. Este tipo de inmunidad esta conformada por los linfocitos B y los
anticuerpos que estos secretan. Los anticuerpos reconocen y se unen a los
antigenos del patégeno, impidiendo su capacidad de infecciéon y marcandolo para
su eliminacion mediante diferentes mecanismos efectores. Por otro lado, la
inmunidad celular depende de los linfocitos T. Este tipo de inmunidad se encarga de
combatir a los patdgenos intracelulares, como virus y algunas bacterias. Estos
ultimos pueden sobrevivir en el interior de las células del organismo infectado, por
lo que la inmunidad celular favorece la eliminacién de las células que actuan como
reservorio del patégeno. Cabe mencionar que los linfocitos T también participan en
la eliminacion de patdégenos extracelulares, reclutando leucocitos y ayudando a los
linfocitos B a producir anticuerpos con mayor afinidad por los antigenos,
aumentando su eficiencia (Abbas et al., 2023).
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Figura 1. Sistema inmune innato y adaptativo: En esta imagen se muestran los
componentes y mecanismos de la inmunidad innata y adaptativa, la inmunidad
innata es la primera linea de defensa contra los patégenos, la respuesta adaptativa
se activa por la interaccién entre componentes de la respuesta inmune innata con

los linfocitos T 'y B (Abbas et al., 2023).



Linfocitos T

Durante una infeccion, los componentes de la inmunidad innata se activan al
reconocer patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs). Posteriormente,
una célula presentadora de antigeno (APC), normalmente una célula dendritica,
procesa el patdgeno y presenta antigenos del mismo en su superficie por medio del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase | o Il. Las células dendriticas
activadas viajan a los érganos linfoides secundarios, como los ganglios linfaticos,
donde los linfocitos T reconocen el antigeno mediante su receptor de célula T (TCR),
lo que provoca su activacion y diferenciacion en linfocitos T con funciones efectoras,
iniciando la respuesta inmune adaptativa (Owen et al., 2014).

Los linfocitos T pueden dividirse en dos tipos de células, linfocitos T CD4* y CD8*.
Los linfocitos T CD8* pueden responder a la presentacion de antigeno por el
complejo MHC clase | y diferenciarse en linfocitos efectores citotdxicos. Los
linfocitos T CD8" citotéxicos (CTLs) tienen su actividad en el sitio de la infeccion,
donde identifican e interacttan con las células infectadas y las eliminan
induciéndolas a la muerte celular programada (apoptosis). Por su parte, los linfocitos
T CD4* responden a los antigenos presentados por el MHC de clase Il y pueden
diferenciarse en uno de varios subgrupos de linfocitos T CD4* activos (linfocitos T
auxiliares o Th), por ejemplo, Th1, Th2, Th17 y Treg (Abbas et al., 2023; Luckheeram
et al.,, 2012; Zhu et al., 2012). Estas poblaciones tienen diferentes funciones
efectoras y su diferenciacion depende de las sefales que el linfocito recibe de la
APC, del ambiente quimico donde se diferencia y de otros linfocitos [Figura 2]. Cada
subgrupo de linfocitos T CD4* cumple con funciones especificas para eliminar al
patdgeno y evitar una inmunopatologia que dafe al organismo durante la respuesta
inmune; al diferenciarse adquieren la capacidad de producir y secretar varios
factores de crecimiento y citocinas. Estos productos desencadenan y dirigen varios
eventos importantes para la inmunidad, como la promociéon de la activacién y
proliferacion de otras células linfoides y macréfagos.
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Figura 2. Activacion de linfocitos T CD8* y T CD4*: En esta imagen se muestra
la interaccion entre las células presentadoras de antigenos y los linfocitos T
CD8*/CD4* y la diferenciacion de los linfocitos T virgenes a linfocitos T efectores
citotoxicos y auxiliares, respectivamente.

Activacion de linfocitos T

Una vez que los linfocitos T maduran, salen del timo como células T virgenes en la
etapa GO del ciclo celular. Al salir del timo, los linfocitos T maduros virgenes entran
en circulacién, pasando por la sangre, la linfa y los 6rganos linfoides secundarios
(ganglios linfaticos, bazo, placas de Peyer).

Si durante su recorrido por los érganos linfoides secundarios el linfocito T virgen
encuentra una APC profesional que expresa un complejo MHC-antigeno en su
superficie, el linfocito T interactuara con el complejo MHC-antigeno por medio del
receptor de células T (TCR), formando un complejo TCR/MHC-antigeno. Esta
interaccion, junto con sefales coestimuladoras proporcionadas por las APC y por el
microambiente, desencadena la activacion y la proliferacion del linfocito, lo que
permite que el linfocito T CD4* se diferencie en un linfocito Th productor de citocinas,
mientras que el linfocito T CD8" se diferencia principalmente en un linfocito T
citotoxico (CTL) (Abbas et al., 2023).

Senales coestimuladoras



La afinidad entre el TCR y el complejo MHC-antigeno es relativamente baja, lo que
hace que esta interaccion sea inestable y requiera ayuda para activar correctamente
al linfocito T. EI complejo TCR-antigeno-MHC es estabilizado por los correceptores
CD4 en el caso de los linfocitos T CD4* y CD8 en el caso de los linfocitos T CD8*;
estos aumentan la avidez de la interaccion, uniéndose al MHC clase | o Il [Figura 3]

(Owen et al., 2014).

Otra senal coestimuladora necesaria para la activacion de las células T es la del
receptor CD28, este receptor se puede unir a dos ligandos que se expresan en la
superficie de las APC profesionales, CD80 y CD86. La uniéon de CD28 con CD80/86
desencadena una serie de sefales e interacciones que desempenan un papel
importante en la activacion y la respuesta de las células T [Figura 3] (Abbas et al.,
2023).

Ademas de las senales proporcionadas por el complejo TCR/antigeno-MHC,
estabilizado por el correceptor CD4/8 y la interaccién del CD28 con CD80/86, la
magnitud y las consecuencias de la activacion de las células T estan influenciadas
por sefales provenientes de citocinas, que pueden encontrarse en el ambiente, ser
secretadas por la APC o por las células T. Estas citocinas se unen a sus receptores
en la superficie de las células T y activan vias de sefalizacion intracelulares que
promueven diferentes procesos y eventos de la respuesta de los linfocitos T, como

la proliferacion, la supervivencia y la diferenciacion [Figura 3] (Owen et al., 2014).
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Figura 3. Senales para la activacion de linfocitos T CD4*y CD8": En esta imagen
se muestra el complejo TCR/antigeno-MHC estabilizado por el correceptor CD4 en
el caso de los linfocitos CD4* (A) y CD8 para linfocitos CD8™ (B), la interaccion entre
CD28 y CD80/86 y la senal proporcionada por citocinas provenientes de 1) la APC,
2) el microambiente y 3) el linfocito T.

Metabolismo de linfocito T



Es bien sabido que el metabolismo de los linfocitos T esta vinculado a los distintos
estados y funciones que estos adquieren a lo largo de su vida. Entre los factores
metabdlicos que afectan la funcion de los linfocitos T estan, el tipo de metabolismo
(anabdlico o catabdlico), la disponibilidad de nutrientes, el nivel de expresion de
proteinas metabdlicas, la abundancia de intermediarios de las vias metabdlicas y la
produccion o presencia de metabolitos con actividad inmunorreguladora (Chapman
& Chi, 2022).

Los linfocitos T virgenes se encuentran en un estado metabdlico que depende de la
oxidacion de los nutrientes para obtener energia [Figura 4], pero durante una
infeccion, la activacion de los linfocitos T provoca una reprogramacién metabdlica
hacia un programa altamente glucolitico [Figura 4]. Este estado promueve la sintesis
de metabolitos necesarios para la sintesis de polimeros indispensables para el
linfocito T activo y promueve la sintesis de biomoléculas que causan modificaciones
postraduccionales que impulsan la activacién y diferenciacion de los linfocitos T,
como los cambios epigenéticos necesarios para la activacion (Lopez Krol et al.,
2022). Una vez que la respuesta inmune termina y el patégeno es eliminado, la
mayoria de los linfocitos T activos mueren por apoptosis, quedando solo los
linfocitos T de memoria. Durante la diferenciacién en células de memoria
inmunoldgica, los linfocitos pasan nuevamente por una reprogramacién metabdlica
en la que la glucdlisis se reduce y se regresa a un programa metabolico oxidativo
[Figura 4] (Michalek & Rathmell, 2010).
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Figura 4. Cambios entre un estado metabdlico glucolitico y oxidativo a lo largo
de la respuesta inmune: En esta imagen se muestran los cambios que hay entre
el programa metabdlico oxidativo y glucolitico en las diferentes etapas de la vida de
un linfocito T durante la respuesta inmune.

Metabolismo de linfocitos T virgenes

Las células T virgenes se encuentran en un estado basal con bajos niveles de
actividad transcripcional y traduccional (Chapman et al., 2020). Estas células no
realizan la division clonal ni secretan cantidades significativas de citocinas, por lo
que su necesidad energética y de precursores biosintéticos es limitada (Almeida et
al., 2016). Sin la necesidad de producir biomoléculas, los nutrientes disponibles
pueden usarse para generar energia, a través de la B-oxidacion de acidos grasos
(FAO), la oxidacién del piruvato proveniente la oxidacion de la glucosa a través de
la glucdlisis y la oxidacién de aminoacidos como la glutamina, la cual es oxidada por
la via de la glutamindlisis. Los productos de la FAO, la glucdlisis y la glutamindlisis
se conectan con el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) para la produccion de
NADH y FADH2. Este programa metabdlico permite alcanzar un rendimiento éptimo
en la sintesis de ATP mediante la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) [Figura 5]. El
ATP es necesario para el reordenamiento del citoesqueleto que ocurre



constantemente mientras el linfocito T virgen inactivo se encuentra en circulaciéon
(Maciver et al., 2013).
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Figura 5. Metabolismo de linfocito T inactivo: En esta imagen se muestra cémo
en los linfocitos T virgenes los nutrientes disponibles son usados para la produccion
de poder reductor que es aprovechado por la OXPHOS para la sintesis de ATP.

El programa metabdlico de los linfocitos T virgenes es regulado por sefiales que el
linfocito recibe durante su circulacion. En ausencia de infeccién o patégeno, los
linfocitos T en circulacion reconocen, en menor cantidad e intensidad, senales que
normalmente promueven su activacion, como las inducidas por la IL-7 y el TCR.
Estas sefales mantienen la homeostasis del linfocito evitando la anergia o muerte
de la célula (Chapman et al., 2020).

Metabolismo de linfocitos T activos

Cuando el linfocito T interactua con una APC y recibe todas las sefales necesarias
para su activacién, la célula experimenta cambios transcripcionales y una
reprogramacion metabdlica. Los linfocitos T activos son altamente proliferativos y
biosintéticos, por lo que aumenta la tasa metabdlica y se pasa de un metabolismo
catabdlico a uno anabdlico. El aumento en la tasa metabdlica aumenta la produccidn
de metabolitos con actividad inmunorreguladora y permite que intermediarios de las
vias metabdlicas sean usados para sintetizar todas las biomoléculas e
intermediarios que la célula necesita para cumplir con sus funciones de linfocito T
activo (Pearce & Pearce, 2013).



La activacion de las células T requiere de la estimulacion del TCR y la sefal
coestimuladora del CD28, las senales del TCR y el CD28 inducen la activacion de
la via PIBK/Akt/mTOR. La unién de CD28 con CD80/86 y de TCR con el MHCII-
antigeno conduce a la fosforilacion de PI3K, activandola y formando el
fosfatidilinositol 3- fosfato (PIP3) [Figura 6] (Maciver et al., 2013). PIP3 permite el
reclutamiento de diferentes isoformas de Akt y PDK1. PDK1 fosforila a Akt en sitios
especificos, lo que activa a Akt. En su forma activa Akt fosforila a mTOR
promoviendo su activacion, mTOR activado puede formar 2 complejos, mMTORC1 y
MTORC2. Tanto mTORC1 como mTORC2 pueden activar de forma directo o
indirecta los factores transcripcionales c-Myc y HIF1-a, los cuales promueven la
transcripcion de genes relacionados con el transporte de nutrientes y las vias que
los metabolizan, como la glucosa y la glucdlisis o la glutamina y la glutamindlisis,
adicionalmente, el aumento en el transporte de nutrientes promueve la actividad de
los complejos de mTOR, formando un ciclo de retroalimentacion positivo que

promueve la reprogramacion metabdlica [Figura 6] (Szwed et al., 2021).
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Figura 6. Via de senalizacion PI3K/Akt/mTOR: En esta imagen se muestra como
las sefales del TCR y CD28 activan la via de senalizacion PI3K/Akt/mTOR,
causando un aumento en la expresion de transportadores de nutrientes como
GLUT, LAT1 y ASCT2, y en los genes de vias metabdlicas como la glucdlisis y



glutamindlisis, también se muestra como el aumento en el transporte de los
nutrientes promueve la sefalizacion de mTOR.

Durante la activacién y la reprogramacion metabdlica, la glucoélisis aumenta. En el
programa metabdlico de los linfocitos T activados, el piruvato producido por la
glucdlisis se convierte principalmente en lactato en vez de Acetil-CoA para entrar en
el ciclo del TCA, la sintesis de lactato es catalizada por el lactato deshidrogenasa
(LDH), la reaccién de sintesis de 2 moléculas lactato regenera 2 moléculas de NAD*
consumidas durante la glucolisis en la reaccion de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), por lo que la sintesis de lactato es una parte importante
de la reprogramacion metabdlica que impulsa el aumento en la tasa metabdlica y la
velocidad de la glucdlisis. El rendimiento neto de ATP de la glucolisis es de 2
moléculas de ATP por cada molécula de glucosa. Este rendimiento de ATP es mucho
menor que el que se obtiene por la fosforilacion oxidativa, por lo que los linfocitos T
activos necesitan consumir glucosa a un ritmo muy alto para poder producir toda la
energia necesaria para satisfacer sus necesidades (Maciolek et al., 2014). Este
fendmeno se conoce como el efecto Warbug, el cual es una caracteristica de células
con alta actividad proliferativa. EI aumento en la glucdlisis permite que los
intermediarios de la via se utilicen para la sintesis de biomoléculas, como la glucosa-
6-fosfato, que puede convertirse en ribosa-5-fosfato por la via de las pentosas
fosfato (PPP), un metabolito necesario para la sintesis de novo de nucledtidos
[Figura 7], un paso importante para la correcta activacién y proliferacion de los
linfocitos T. El rapido aumento de la glucdlisis y la sintesis de lactato, un metabolito
con actividad inmunorreguladora, contribuye a la activacion de los linfocitos T a
través de la modificacién postraduccional conocida como la lactilacion; un ejemplo
claro es el cambio epigenético inducido por la lactilacion de los residuos de histonas
en genes de factores transcripcionales clave para la activacion y respuesta de los
linfocitos T, como NF-kB y Foxp3. En linfocitos T CD4* de ratones, se ha demostrado
que los niveles extracelulares de lactato pueden influir en la lactilaciéon de los
residuos de histonas (Lopez Krol et al., 2022), lo que podria afectar la activacién y
respuesta de los linfocitos T.

Ademas del aumento del metabolismo de la glucosa, la reprogramacion metabdlica
aumenta el metabolismo de los aminoacidos. Una de las vias metabdlicas de
aminoacidos mas estudiada en los linfocitos T es la glutamindlisis, la cual convierte
la glutamina en glutamato, que es usado para la sintesis de alfa cetoglutarato (a-
KG), un intermediario del TCA, el metabolismo de la glutamina también participa en
la biosintesis de nucledtidos, glutation y otros aminoacidos (Yoo et al., 2020).
Durante la activacion de los linfocitos T, se promueve la glutamindlisis, que
contribuye a la sintesis de intermediarios necesarios para la fabricacién de
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macromoléculas implicadas en la activacion, diferenciacién y proliferacion (Yoo et
al., 2020). La sefalizacién de TCR y CD28 aumenta la expresion del transportador
de glutamina ASCT2 y de enzimas del metabolismo de la glutamina, lo que
incrementa su internacionalizacion y la tasa metabdlica de sus vias (Nakaya et al.,
2014; Wang et al., 2011). Cuando la glutamina extracelular entra al citoplasma,
puede utilizarse para la biosintesis de nucleétidos, hexosamina y asparagina. La
glutamina citosdlica puede entrar a la mitocondria, donde ocurre la glutamindlisis
mitocondrial, que convierte la glutamina en glutamato mediante una reaccion
catalizada por la glutaminasa (GLS). En la mitocondria, el glutamato se convierte en
a-KG mediante la enzima glutamato deshidrogenasa 1 (GDH1). El a-KG puede
exportarse al citosol, donde participa en la biosintesis de acidos grasos. En la
mitocondria, el a-KG puede entrar al ciclo TCA (Nelson & Cox, 2020; Yoo et al.,
2020). Durante la activacion de los linfocitos T, donde el piruvato contribuye mas a
la sintesis de lactato que a la sintesis de Acetil-CoA, la glutamina contribuye a
soportar el metabolismo oxidativo mitocondrial. Adicional al papel de la glutamina
en las vias que la metabolizan, esta participa en la sefializacion durante la activacion
de los linfocitos T, promoviendo indirectamente la captacion de leucina, a través del
transportador LAT1-CD98. La leucina y la glutamina promueven la activacion de
mTORC1, manteniendo el flujo metabdlico e impulsando la reprogramacion
metabdlica, y el glutamato producido por la glutamindlisis puede ser exportado al
citosol y ser usado para generar glutation, un antioxidante que neutraliza especies
reactivas de oxigeno (ROS), ayunando a mantener el estrés oxidativo y las ROS en
niveles apropiados para la activacion (Chapman et al., 2020). Se ha demostrado
que el uso de farmacos dirigidos a la glutamindlisis sirve como tratamiento contra
enfermedades autoinmunes, como en el caso del sindrome de Sjogren, en el que el
tratamiento de las células T CD4* con el inhibidor de la Glutaminasa 1 BPTES
normaliza su respuesta (Kronquist et al., 2022).

Durante la reprogramacion metabdlica, para compensar el desvié del piruvato hacia
la sintesis de lactato, la glutamindlisis junto con la oxidacion de otros aminoacidos
(como el triptéfano o la serina) y otras fuentes fisiolégicas de carbono (como el
acetato), impulsan el ciclo del TCA para aumentar y mantener los niveles de
intermediarios necesarios para que estos contribuyan al anabolismo y a la
generacion del poder reductor que sera aprovechado por la OXPHOS para la
generacion de ATP y aceptores de electrones como el NAD*, ambos necesario para
satisfacer las necesidades energéticas y biosintéticas del linfocito T CD4* activo
(Feng et al., 2022; Kaymak et al., 2022). Entre los intermediarios que salen del ciclo
del TCA para contribuir al anabolismo, gracias al aumento en la tasa metabdlica, se
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encuentre el citrato, el cual es usado para la sintesis de novo de lipidos [figura 7]
(Yoo et al., 2020).
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Figura 7. Metabolismo de los linfocitos T CD4" activos: En esta imagen se
muestra como la glucosa y algunos aminoacidos son metabolizados durante la
activacion, ademas se muestra como el aumento en la tasa metabdlica permite que
algunos intermediarios de las vias salgan hacia la sintesis de biomoléculas, como
lipidos y nucledtidos, los cuales son importantes para la proliferacion.

Inmunidad neonatal

El nacimiento es una transiciéon dramatica del vientre materno, practicamente estéril,
a un ambiente rico en microorganismos, causando una exposicion rapida a
antigenos, por lo que para el sistema inmune neonatal es dificil reconocer entre
microorganismos comensales y patdogenos. Lo que genera la necesidad de una
respuesta inmune menor a la de los adultos, que permita el establecimiento de la
microbiota y reduzca el riesgo de sufrir dafno causado por una respuesta inmune
intensa y el costo energético que esta representa (Harbeson, Francis, et al., 2018;
Pieren, 2022).

Aunque hoy en dia estd claro que el sistema inmune neonatal no esta
subdesarrollado o es inmaduro, y que en realidad la respuesta del sistema inmune
durante el periodo neonatal esta adaptada para las necesidades de esta etapa de
la vida, también es claro que al priorizar la prevencion de inmunopatologias sobre
la eliminacién de los patdgenos, esto deja al neonato susceptible a infecciones,
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siendo una etapa con una alta tasa de morbilidad (Harbeson, Ben-othman, et al.,
2018).

Mortalidad y causas de muerte de los neonatos

Pese a los avances en la medicina, el periodo neonatal, que abarca los primeros 28
dias de vida después del nacimiento, es una de las etapas mas vulnerables del ciclo
de vida de los humanos. Esta vulnerabilidad se refleja en la alta tasa de mortalidad
neonatal y en el numero de muertes que ocurren durante el periodo neonatal, en
comparacion con otros grupos de edad en etapas tempranas de la vida humana.
Entre los afios 2000 y 2023 la tasa de mortalidad neonatal se redujo en un 44%,
pasando de 31 muertes por cada 1000 nacidos vivos a 17 muertes por cada 1000
nacidos vivos, esta reduccidén en la mortalidad neonatal es menor que la que se
obtuvo en nifios menores de 5 afos en el mismo periodo de tiempo, en el caso de
los nifios menores de 5 afios su tasa de mortalidad se redujo en un 58%, paso de
47 muertes por cada 1000 nacidos vivos a 20 muertes por cada 1000 nacidos vivos
(UNICEF & World Health Organization, 2024). A pesar de la disminucion en la
mortalidad neonatal entre los afos 2000 y 2023, el porcentaje de muertes de nifios
menores de 5 aflos que ocurrieron durante el periodo neonatal va en aumento, en
el ano 2000 se reportaron 4.2 millones de muertes durante el periodo neonatal, que
representaron el 39% de las muertes de nifios menores de 5 afios durante ese afo,
en el 2019 ocurrieron 2.4 millones de muertes neonatales que fueron el 48% de
muertes de nifos menores de 5 anos (Paulson et al., 2021). Por ultimo, en el afio
2023 se reportaron 2.3 millones de muertes neonatales, que representan
aproximadamente el 48% de las muertes de nifios menores de 5 afnos [figura 8]
(UNICEF & World Health Organization, 2024). Entre las 3 principales causas que
contribuyen a las muertes durante el periodo neonatal se encuentran el nacimiento
prematuro, eventos intraparto como la asfixia y/o traumas y causas relacionadas
con el sistema inmune o infecciones, en el afo 2019 la suma de las muertes
neonatales que ocurrieron por causas relacionadas al sistema inmune como la
sepsis o infecciones como la diarrea o infecciones respiratorias representaron
aproximadamente el 17.8% de las muertes, en el afio 2023 estas mismas cusas de
muerte representaron el 16.3% de las muertes neonatales [figura 8] (Perin et al.,
2022; United Nations Children’s Fund (UNICEF), 2024).

En conjunto, estas estadisticas revelan un estancamiento en los esfuerzos por
reducir la mortalidad durante el periodo neonatal y evidencian la necesidad de
estudiar el sistema inmune neonatal para abordar esta problematica.
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Figura 8. Numero de muertes de jovenes menores de 25 afios y causas de
muertes neonatales en el ano 2023: En esta imagen se muestran las estadisticas
de las muertes de jovenes menores de 25 afos (A) y las causas de muertes
neonatales (B) durante el afio 2023 (UNICEF & World Health Organization, 2024).

Linfocitos T CD4* neonatales

En neonatos, los linfocitos T CD4* desempefian un papel importante en mantener
la respuesta inmune atenuada durante el periodo neonatal. Los linfocitos T CD4*
neonatales tienen un paisaje epigenético caracteristico que genera un transcriptoma
y proteoma exclusivos de esta etapa de la vida, que les otorga su respuesta inmune
tan caracteristica a los neonatos (Bermick et al., 2022; Holm et al., 2021; Kempis-
Calanis et al., 2024).

Los genes sobreexpresados en los linfocitos T CD4* neonatales, en comparacion
con los de adultos, favorecen vias relacionadas con la proliferacion y la glucélisis
aerobica, mientras que en los linfocitos T CD4* de adultos los genes
sobreexpresados en comparacion con los de neonatos se relacionan con funciones
de las células T, como la diferenciacion. Los linfocitos T CD4" de neonatos son
menos responsivos que los linfocitos T CD4* de adultos al estimulo del TCR; su
respuesta a este estimulo se caracteriza por una menor produccién de citocinas y
marcadores de activacion, como CDG69, junto con una mayor proliferacién en
comparaciéon con los linfocitos T CD4* de adultos (Bermick et al., 2022; Kempis-
Calanis et al., 2024). Esta mayor proliferacion de los linfocitos T CD4* neonatales
se puede apreciar incluso previa a la activacion (Kempis-Calanis et al., 2024). Sin
embargo, se ha reportado que los linfocitos T CD4* neonatales tienen
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caracteristicas tipicas de componentes del sistema inmune innato, como la
expresion de receptores tipo Toll (TLR’s), y se ha reportado que el estimulo de los
linfocitos T CD4* neonatales con ligandos de los TLR’s puede promover una
respuesta mas parecida a la de los adultos (Pieren, 2022; Rudd, 2020).

Estos datos indican que los linfocitos T CD4* neonatales tiene una red regulatoria
diferente a los de adultos, la cual actua a diferentes niveles (epigendémico,
transcriptomico, metabdlico, etc.) para equilibra la respuesta inmune de los linfocitos
T CD4* dependiendo del estimulo antigénico y otros factores como el
microambiente, revelando la necesidad de estudiar esta red regulatoria a sus
diferentes niveles, para desarrollar posibles estrategias para modular la respuesta
inmune neonatal dependiendo de las necesidades que tenga el neonato.

Modelado légico

El modelado computacional es una técnica que nos permite estudiar el complejo
comportamiento dinamico de los sistemas biolégicos, como redes regulatorias y de
senalizacion. Mediante la abstraccion del sistema, el modelado se centra en
describir los componentes del mismo, sus interacciones y la influencia (positiva o
negativa) que ejercen entre ellos (Naldi et al., 2018). Mediante su analisis, los
modelos nos permiten identificar mecanismos de regulacion y distintos blancos de
interés en el sistema modelado. Los modelos computacionales pueden ser
cuantitativos o cualitativos. En el caso de los modelos cuantitativos, estos requieren
informacion cinética del sistema, la cual solo esta disponible para sistemas bien
definidos y ampliamente investigados, lo que limita su aplicacion. Por otro lado, los
modelos cualitativos se basan en una red de interacciones que representa la
influencia que los componentes ejercen sobre el sistema modelado (Samaga &
Klamt, 2013) y no requieren parametros cinéticos ni otro tipo de conocimientos
precisos sobre los mecanismos moleculares (Schwab et al., 2020).

En el modelo légico, un niumero de n elementos llamados nodos [Figura 9-A)],
representan los componentes del sistema bioldgico, por ejemplo, proteinas, genes
o0 biomoléculas (Schwab et al., 2020). Los nodos también pueden simbolizar
procesos completos, como las vias metabdlicas, o fendmenos abstractos de los
sistemas bioldgicos, como la diferenciacion celular (Niarakis & Helikar, 2021). Las
interacciones entre los componentes del sistema bioldgico, en el modelo, se
representan mediante vectores que van del nodo/componente que induce la
interaccion hasta el nodo/componente al que afecta [Figuras 9-A, B) y C)]. El
conjunto de nodos y vectores forma una red o grafico regulatorio, que es una forma
grafica de describir el sistema [Figura 9-B) y C)] (Naldi et al., 2018).
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Los nodos estan asociados a una variable discreta entera (x={x4, ..., x,,}), la cual es
una abstraccién logica que nos permite conocer el estado del componente al que
esta asociado (Saadatpour & Albert, 2013). En el caso de los modelos booleanos,
la variable x asociada a los nodos pueden tener un valor de O
(ausencia/inactivado/apagado) o 1 (presencia/activado/encendido) (Niarakis &
Helikar, 2021). Sin embargo, en los sistemas bioldgicos, un solo componente puede
tener diferentes efectos en el sistema y en los demas componentes, dependiendo
de su concentracion o de su activacion. En estos casos es necesario el uso de
variables multivaluadas con un valor maximo mayor que 1 (Fauré & Kaji, 2018).

Las consecuencias de las interacciones sobre el modelo y sobre el valor de la
variable a la que los nodos estan asociados, estan codificadas en las funciones
booleanas o reglas logicas (f={fi, ..., f»})- Las funciones booleanas se escriben con
los operadores AND, OR y NOT, que describen todos los cambios que pueden
ocurrir en la variable x asociada a los nodos y las condiciones necesarias para que

estos cambios ocurran [Figura 9-B) y C)] (Niarakis & Helikar, 2021).

En el modelo, los nodos de entrada representan sefiales externas, como nutrientes
(por ejemplo, la glucosa) o sefiales ambientales. Estos no estan regulados por otros
nodos, pero si ejercen regulacion sobre otros nodos; los nodos de entrada no tienen
funciones booleanas asociadas y su variable tiene un valor basal. Los nodos
internos del modelo estan regulados por otros nodos y ejercen regulacion sobre
otros nodos, estos nodos representan componentes como proteinas. Los nodos de
salida son regulados por otros nodos, pero no regulan a otros, y representan
componentes como fenotipos o la diferenciacion celular (Schwab et al., 2020).

Las funciones booleanas pueden usarse para trazar el progreso del modelo al
tiempo t+1 partiendo de un estado inicial al tiempo t. EI cambio del valor de la
variable de un componente al tiempo t+1 depende de los niveles de los reguladores
asociados a ese componente en el tiempo t. El estado del modelo al tiempo t puede
definirse con el vector ¥ (t)={x,(t), ..., x,(t)}, y el cambio en el valor de la variable
x del tiempo t al t+1 (x;(t) — x;(t+1)), esta definida por las funciones f asociada al
respectivo nodo x;(t+1)=f;(¥ (£)) (Schwab et al., 2020).

El comportamiento a largo plazo del modelo puede describirse mediante un grafico
de transicion de estados, donde se representan las transiciones entre todos los
estados posibles del modelo a lo largo del tiempo [Figura 9-D) y E)]. Si en el grafico
de transicion de estados se llega a una secuencia periddica de estados, significa
que se ha llegado a un atractor, en el cual los valores asociados a los componentes
del sistema no cambian a menos que ocurra una perturbacion (Schwab et al., 2020).
Los estados estables pueden dividirse en dos tipos: 1) El primero se denomina
atractores de estado estacionario [Figura 9-D)], los cuales son un solo estado donde
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los valores de cada componente del modelo se mantienen constantes (punto fijo).
Estos atractores estables se relacionan con el fenotipo y la diferenciacion celular. 2)
El segundo tipo de atractores son los ciclicos [Figura 9-E)], estos atractores estan
formados por una secuencia de estados que se repiten periédicamente; este tipo de
atractores se asocia con el ciclo celular o ciclos circadianos (Schwab et al., 2020).
En los modelos booleanos, los atractores ciclicos no suelen ser de gran interés vy,
de serlo, se tratan con cautela, ya que pueden surgir como consecuencia de
cualquier asa de retroalimentacion negativa presente en el modelo, sin que
necesariamente representen lo que ocurre en el sistema bioldgico real.

@® ’
<&/

® &
A(t+1) = NOT B(t) - 3
B(t+1) = C(t)
C{t+1) = A{t) AND C(t) OR
® - (A(t)) OR (C{t))
Estado estable
A) @ ®
== Activacién | [ 0,0,0,0 }—.{ 1-1,0,0,0 ]
mum  Inhibicién N ’_.
— |
Q) ! E)
Alt+1) =1 Ciclo limite l N
B(t+1) = A(t)
C(t+1) = B(t) AND (NOT D(t)) 1,1,1,1 H i1,1,0,1
D(t+1)=C(t) | : ]

Figura 9. Modelado légico: En el inciso A) se muestran nodos que representan los
componentes de un sistema y los vectores que indican la interaccidn entre los
componentes, los vectores tienen caracteristicas que indican si la interaccion es
positiva o negativa. En los incisos B) y C), se muestran dos graficos regulatorios
formados por estos nodos y vectores, junto con sus funciones légicas que describen
las consecuencias de las interacciones sobre las variables asociadas a los nodos a
lo largo del tiempo. En los incisos D) y E), se muestran dos graficos de transicidén de
estados que representan el cambio en los valores de las variables asociadas a los
nodos a lo largo del tiempo. En el grafico de transicion de estados D) se llega a un
estado estable; en el grafico de transicion de estados E) se llega a un ciclo estable
compuesto por 4 estados que se repiten conforme pasa el tiempo.
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ANTECEDENTES

En trabajos previos del laboratorio y de otros grupos, se han realizado esfuerzos
para caracterizar la respuesta inmune de los linfocitos T CD4* neonatales, definir
los mecanismos inmunoreguladores que causan la respuesta particular de los
linfocitos T CD4* durante el periodo neonatal y buscar posibles estrategias para
modular esta respuesta inmune de acuerdo con las necesidades del neonato.

En publicaciones previas del laboratorio, se reporté una mayor proliferacion de los
linfocitos T CD4* neonatales en comparacién con los de adultos, tanto en el estado
basal como en respuesta a la activacién [Figura 10] (Kempis-calanis et al., 2024).

Proliferative CD4" T cells

100

®  Adult
g 80+ ®  Neonate
&
. * %k
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= ] —_—
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o 204 - ]
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Homeostatic Activation-induced
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Figura 10. Comparacion estadistica de la proliferacion de linfocitos T CD4* de
neonatos y adultos en estado basal y en respuesta a la activaciéon con anti-
CD3 y anti-CD28: En esta imagen se muestra una mayor proliferacion de los
linfocitos T CD4* de neonatos en comparacién con los de adultos, antes y después
de la activacion (Kempis-Calanis et al., 2024).

Ademas, se reportd una menor produccion de citocinas en los linfocitos T CD4* de
neonatos en comparacion con los de adultos en estado basal y en respuesta a la
activacion [Figura 11] (Kempis-calanis et al., 2024).
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Figura 11. Produccién de citocinas por linfocitos T CD4* de neonatos y adultos
en estado basal y en respuesta a la activacion con anti-CD3 y anti-CD28: En
esta imagen se observa una menor produccion de citocinas por los linfocitos T CD4*
de neonatos en comparacion con los de adultos, tanto en estado basal y después
de la activacion (Kempis-calanis et al., 2024).

También, al analizar el transcriptoma de los linfocitos T CD4* de adultos y de
neonatos. Se reportd que entre los genes diferencialmente expresados, se encontro
una sobreexpresion de genes de la glucdlisis en los linfocitos T CD4* virgenes de
neonatos en comparacion con los de adultos [Figura 12] (KEMPIS, 2021).
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Figura 12. Heatmap del RNA-seq de linfocitos T CD4* de adultos (A) y neonatos
(N): En esta imagen se muestra un heatmap en el que se observa la diferencia en
la expresion de RNA de enzimas relacionadas con la glucdlisis entre linfocitos T

CD4* neonatales (N) y adultos (A) (KEMPIS, 2021).

En ese mismo estudio del transcriptoma, al analizar las funciones asociadas a los
genes diferencialmente sobreexpresados entre los linfocitos T CD4* de neonatos y
adultos, se identificaron vias relacionadas con el metabolismo, como la via de
sefnalizacion de HIF y el metabolismo central del carbono en el cancer [Figura 13]

(Kempis-calanis et al., 2024).
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Figura 13. Red de las vias sobrerrepresentadas: En esta imagen se muestran las
vias a las que estan asociados los genes diferencialmente expresados entre

linfocitos T CD4* neonatales y adultos (Kempis-calanis et al., 2024).

Recientemente, se reportd que los linfocitos T CD4* virgenes de neonatos
presentan una mayor expresion de genes relacionados con la glucdlisis y una
disminucién en la expresion de genes relacionados con la cadena de transferencia
de electrones, en comparacion con los linfocitos T CD4* virgenes de adultos (Dwyer
et al., 2025).

El programa transcripcional de los linfocitos T CD4* virgenes se ve reflejado en su
panorama metabdlico. Recientemente, se reporté que los linfocitos T CD4* virgenes
de neonatos tienen una mayor tasa de acidificacion extracelular (ECAR) en
comparaciéon de los de adultos, lo que significa una mayor produccién de lactato,
uno de los productos de la glucdlisis, sin embargo, no hay diferencias significativas
entre la tasa de consumo de oxigeno (OCR) de los linfocitos T CD4* virgenes de
adultos y neonatos, lo que se puede interpretar como una actividad similar de la
cadena de transferencia de electrones entre los linfocitos T CD4* virgenes de

adultos y neonatos (Dwyer et al., 2025). Durante el estimulo con los anticuerpos
anti-CD3+anti-CD28, los linfocitos T CD4* virgenes de neonatos tienen un mayor
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aumento en la tasa de acidificacién extracelular y de consumo de oxigeno en
comparaciéon con los de los adultos, lo que significa que los linfocitos T CD4*
activados de neonatos tienen un mayor aumento en la glucdlisis, ETC vy la
fosforilacion oxidativa a comparacion del aumento en los linfocitos T CD4* activados
de neonatos (Dwyer et al., 2025). Adicionalmente, se demostro que los linfocitos T
CD4* de neonatos tienen una mayor expresion a nivel RNA'y proteina de CD38 que
cataliza la sintesis de ADP-ribosa, reaccion que consume NAD*, esto causa una
desregulacion del poder reductor, con una mayor cantidad de NAD* en los linfocitos
T CD4* virgenes de neonatos en comparacion de los de los adultos (Dwyer et al.,
2025).

Para poder apreciar el efecto del estado metabdlico neonatal sobre la activacion de
los linfocitos T CD4* neonatales, en el laboratorio se realizd6 un modelo
computacional de la influencia del metabolismo en la activacion de los linfocitos T
CD4*, el modelo esta compuesto por 212 nodos [Figura 14], de los cuales 156 nodos
son booleanos, osea que estos nodos pueden tener solo 1 de 2 valores (0y 1), y 56
nodos son nodos multivalor de los cuales la mayoria puede tener 1 de 3 valores (0,
1y 2), pero algunos pueden tener 1 de hasta 4 valores (0, 1, 2 y 3). Las interacciones
entre los nodos del modelo estan representadas por 394 vectores, los cuales
representan interacciones positivas y/o negativas [Figura 14]. Los componentes del
sistema estan asociados a 239 reglas logicas que describen cdmo se comportan los
componentes en una transicion de eventos a partir de un estado inicial. EI modelo
cuenta con nodos de entrada de color verde, que representan componentes que
inician las vias de sefalizacion y metabdlicas, como la senalizacion del TCR y del
CD28 o nutrientes como la glucosa y los acidos grasos [Figura 14]. También
contiene vias de activacién de factores transcripcionales resaltados en amarillo, que
son importantes para la activacién de los linfocitos T CD4*, como NF-kB, AP-1 y
NFAT [Figura 14]. Ademas, contiene vias de sefalizacion que conectan la activacion
de los linfocitos T con su metabolismo, como la via PI3K/Akt/mTOR que induce la
reprogramacion metabdlica y es activada por la sefalizacion del TCR y el CD28
[Figura 14]. El modelo contiene vias metabdlicas completas como la glucdlisis y el
ciclo del acido tricarboxilico (o ciclo de Krebs) [Figura 14], junto con nodos que
representan procesos metabdlicos del catabolismo (como la oxidacién de acidos
grasos y la glutamindlisis) resaltados de color rosa [Figura 14]. El anabolismo (como
la sintesis de nucledétidos y acidos grasos) esta resaltado en azul y el anfibolismo
(como la via de las pentosas fosfato) en color morado [Figura 14]. Ademas, los
nodos de fenotipo estan mostrados de color gris, que representan conceptos mas
abstractos, como la secrecion de citocinas, el nivel de activacion de la glucdlisis
aerobia, o el ciclo celular [Figura 14] (Robles, 2023).
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Figura 14. Modelo de la influencia del metabolismo en la activaciéon de los
linfocitos T CD4*: En esta imagen se muestra el modelo computacional de la
influencia del metabolismo en la activacion de los linfocitos T CD4*, este modelo
esta formado por 212 nodos (156 nodos booleanos y 56 nodos multivalor) que estan
unidos entre si por 394 vectores que representan interacciones positivas y/o
negativas entre estos. El modelo tiene 7 nodos de entrada de color verde, 5 nodos
que representan componentes del catabolismo de color rosa, 2 nodos que
representan componentes del anabolismo de color azul, 1 nodo que representa
componentes del anfibolismo de color morado, 8 nodos que representan factores
de transcripcion de color amarillo, 9 nodos de salida o de fenotipo de color gris y
180 nodos intermedios de color blanco que representan vias de sefalizacion, vias
metabdlicas, proteinas, intermediarios, etc (Robles, 2023).

Usando el modelo de la influencia del metabolismo en la activacién de los linfocitos
T CD4* se realizaron predicciones computacionales para poder observar la
influencia de un estado metabdlico neonatal rico en lactato y especies reactivas de
oxigeno (ROS) sobre la activacion de los linfocitos T CD4*, ambas caracteristicas
del estado metabdlico de los linfocitos T CD4* neonatales si se les compara con el
estado metabdlico de los linfocitos T CD4* de adultos, en los estados estables del
modelo bajo estas condiciones, las ROS y el lactato impide la produccién de
citocinas aun en presencia de las senales del TCR y el CD28 y el estado metabdlico
favorece la proliferacion [Figura 15 - A)]. Adicionalmente, se realizaron predicciones
mediante perturbaciones knock-in para reducir los niveles de ROS y de lactato. En
los estados estables del modelo con estas perturbaciones se recupera la capacidad
de secretar citocinas con los estimulos del TCR y CD28 [Figura 15 — B)] (Robles,
2023).
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Figura 15. Estados estables de la influencia del estado metabdlico neonatal en
la activacion de los linfocitos T CD4*: En esta imagen se muestran los estados
estable de la influencia del estado metabdlico neonatal en la activacién de los
linfocitos T CD4*, en el inciso A) se muestran los estados estables que el modelo
produce bajo un estado metabdlico neonatal con altas concentraciones de lactato y
especies reactivas de oxigeno (ROS), en el inciso B) se muestran los estados
estables que el modelo produce al reducir las ROS y el lactato en el estado

metabdlico neonatal (Robles, 2023).

La L-serina y la L-arginina son aminoacidos semiesenciales, esto significa que son
aminoacidos que pueden ser sintetizados por las células del cuerpo humano bajo
ciertas circunstancias. Sin embargo, la sintesis de novo de estos aminoacidos no
es suficiente para compensar una deficiencia en la concentracién de esto
aminoacidos. Ademas de su papel en la sintesis de proteinas, aminoacidos como la
L-serina y la L-arginina también son sustratos que impulsan vias metabdlicas que
afectan a diferentes niveles a las células del sistema inmune. En el caso de los
linfocitos T CD4", la L-arginina y la L-serina son rapidamente internalizadas durante
la activacion; su consumo del medio extracelular aumenta a niveles superiores a los
necesarios para satisfacer las necesidades de sintesis de proteinas, lo que indica
que estos aminoacidos son necesarios para alimentar vias metabdlicas durante la
activacion (Geiger, Rieckmann, Wolf, Basso, et al., 2016).
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La disponibilidad de la L-arginina y su metabolismo estan estrechamente ligados a
la respuesta inmune de los linfocitos T CD47; alteraciones en estos aspectos pueden
producir resultados variados en estas células y en su biologia (Marti i Lindez & Reith,
2021). Durante la activacion y a lo largo de la respuesta inmune, la L-arginina
desempefia un papel como mensajero molecular al interactuar con sensores
moleculares a los que se une y promueve vias de sefializacion que modulan
aspectos fundamentales para el correcto funcionamiento de los linfocitos T CD4".
La L-arginina promueve la supervivencia de los linfocitos T CD4* de humanos al
unirse a los reguladores transcripcionales BAZ1B, PSIP1 y TSN, los cuales
promueven la supervivencia (Geiger, Rieckmann, Wolf, Basso, et al., 2016), la L-
arginina también contribuye a la reprogramacion metabdlica de los linfocitos T CD4*
al promover la activacion de mTORCH1, la L-arginina puede unirse y activar a
CASTOR1, CASTOR1 en su forma activa se disocia de GASTOR2 y este se activa,
GATOR2 activado puede inhibir a GATORA1, el cual es un inhibidor de la activacién
de mTORC1 (Szwed et al., 2021). El metabolismo puede usar la L-arginina como
sustrato para la sintesis de diferentes compuestos que contienen nitrégeno, como
las poliaminas, y de compuestos con actividad biolégica como el éxido nitrico (NO)
(Marti i Lindez & Reith, 2021). En condiciones normales de L-arginina, cuando esta
es internalizada por los linfocitos T CD4* humanos la L-arginina es rapidamente
metabolizada por las enzimas arginasa 2 (ARG2) que convierten la arginina en
ornitina, la ornitina puede mantenerse en el ciclo de la urea o ser usada por el
metabolismo para la sintesis de poliaminas y L-prolina (Geiger, Rieckmann, Wolf,
Basso, et al., 2016). La L-prolina puede usarse para la sintesis de proteinas o el
metabolismo puede degradarla hasta formar a-KG, el cual puede entrar al TCA para
producir poder reductor (Patriarca et al., 2021). El metabolismo de las poliaminas
tiene un papel importante para la correcta activacion y diferenciacion de los linfocitos
T CD4*, en las células de mamiferos las poliaminas son la putrescina, la
espermidina y la espermina. La espermidina es un sustrato necesario para la
sintesis de la hipusina (Hyp), un aminoacido modificado que solo esta presente en
el factor de elongacion de la traduccion elF5A (Puleston et al., 2021). elF5A-Hyp
facilita la elongacion durante la traduccion al mejorar la formacion de enlaces
peptidicos en secuencias especificas de aminoacidos, como las secuencias de
poliprolina, elF5A-Hyp también regula la traduccién y traslado de proteinas
mitocondriales que contienen secuencias de poliprolina, promoviendo el
metabolismo mitocondrial (Chen et al., 2025). Se ha demostrado que el cultivo de
linfocitos T CD4* de sangre periférica de adultos y sangre de cordon umbilical en
medio RPMI sin L-arginina provoca un programa epigenético que impide la correcta
activacion de los linfocitos T CD4*, aumentar la concentracion de la L-arginina desde
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cero hasta la concentracion del medio RPMI, restaura el epigenoma y la respuesta
inmune de linfocitos T CD4* de sangre periférica de adultos y de sangre de cordén
umbilical (Crump et al., 2021; Yu et al., 2021).

El metabolismo de la L-serina, asi como otras vias metabdlicas relacionadas, son
necesarias para la correcta activacion y diferencian de los linfocitos T CD4*, como
para el cumplimiento de sus funciones efectoras. En linfocitos T CD4* y CD8* de
ratones y linfocitos T CD8* de humanos, la activacion aumenta la transcripcién de
genes de la red metabdlica de la serina, glicina y del metabolismo de un carbono
(SGOC) (E. H. Ma et al., 2017). Dentro del metabolismo SGOC, la L-serina puede
ser procesada en el ciclo del tetrahidrofolato (THF) por la enzima serina
hidroximetiltransferasa (SHMT 1/2), la reaccién de la SHMT consume L-serina y
tetrahidrofolato (THF) para producir L-glicina y 5,10-metilenTHF, en el ciclo del THF
la enzima metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (MTHFD 1/2) puede consumir el
5,10-metilenTHF y reducir a NAD(P)* para formar 10-FormilTHF y NAD(P)H (E. H.
Ma et al., 2017; Nelson & Cox, 2020; Sugiura et al., 2022). En linfocitos Th17 y Treg
humanos, inhibir la enzima MTHFD2 disminuye la proliferacién, incrementa la
expresion de FOXP3 y reduce la actividad de mTORC1 (Sugiura et al., 2022). La L-
glicina y el 10-FormilTHF son metabolitos necesarios para la sintesis de inosina
monofosfato (IMP) el precursor de los nucleotidos de purina (ATP y GTP) (Nelson &
Cox, 2020). Durante la activacion de los linfocitos T CD4" los nucleotidos de guanina
como el GTP son clave para el correcto funcionamiento y activacion de varias
proteinas de la via de activacion de mTORC1 (Szwed et al., 2021). Ademas de
usarse para la sintesis de L-glicina, la L-serina puede metabolizarse junto con la
homocisteina para producir L-cisteina y a-cetobutirato (Nelson & Cox, 2020). La L-
glicina y la L-cisteina pueden usarse para sintesis de glutation (GSH), el L-glutamato
y la L-cisteina reaccionen con la enzima y-glutamato-cisteina ligasa (GCL) para
formar y-glutamil-cisteina que reacciona con la L-glicina para sintetizar GSH por
medio de la enzima glutation sintasa (GS) (Kurniawan et al., 2020; Nelson & Cox,
2020). En linfocitos Treg humanos, inhibir la enzima GCL disminuye la produccién
de GSH, aumenta la actividad de mTORC1 y causa una pérdida de la actividad
supresora, privar a estos linfocitos Treg de L-serina o inhibir la sintesis de novo de
L-serina restaura la expresion de FOXP3 (Kurniawan et al., 2020). Ademas de su
papel en el metabolismo SGOC a través del ciclo del THF y en la sintesis de L-
glicina y L-cisteina, la L-serina puede ser usada para la sintesis de novo de
esfingolipidos, en el primer paso de la via metabdlica, la L-serina se condensa con
palmitoil-CoA por la enzima serina palimitoiltransferasa (complejo SPTLC) (S. Ma et

al., 2024). En los linfocitos T CD4* humanos, la adicién de esfinganina, un
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metabolito de la via de sintesis de novo de los esfingolipidos, promueve la
diferenciacion hacia el fenotipo Treg de forma dependiente de la dosis (S. Ma et al.,

2024).

OBJETIVOS
Objetivo general

Modelar el efecto de la L-serina y L-arginina en la respuesta de activacion de
linfocitos T CD4* de adultos y neonatos humanos.

Objetivos especificos

1. Integrar los datos experimentales del metabolismo en un modelo computacional
del efecto del metabolismo sobre la activacion de los linfocitos T CD4".

2. Evaluar el efecto de los aminoacidos L-arginina y L-serina en la activaciéon y la
produccion de citocinas por los linfocitos T CD4* de neonatos y adultos humanos.
3. Mediante el modelo computacional, proponer posibles mecanismos mediante los
cuales los aminoacidos L-arginina y L-serina afectan la activacion y la respuesta de
los linfocitos T CD4* en neonatos y adultos.

HIPOTESIS

Se ha reportado que los linfocitos T CD4* virgenes de neonatos presentan una
respuesta atenuada al estimulo anti-CD3+anti-CD28 en comparacion con los de
adultos. Esta respuesta, en parte, se debe al programa metabdlico de los linfocitos
neonatales, caracterizado por un mayor consumo de nutrientes y un aumento en los
productos metabdlicos inmunomoduladores. La L-arginina y la L-serina
promoveran una activacion mas robusta de los linfocitos T CD4* neonatales.

METODOLOGIA
Purificacion de células mononucleares de sangre

Las muestras de sangre de adultos se obtuvieron de paquetes de Buffy Coats
donados por el centro estatal de transfusién sanguinea (CETS). Las muestras de
sangre neonatal se recolectaron del cordon umbilical después del parto, pero antes
de la expulsion de la placenta, para evitar la contaminacién de la muestra neonatal
por la sangre materna. La sangre se recolecta en un tubo Falcon de 50 mL estéril
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con EDTA (anticoagulante). Tanto las muestras de sangre de adultos como
neonatales fueron tratadas para la purificacion de linfocitos el mismo dia de su
recoleccion.

Para separar las células mononucleares de sangre periférica (PBMC’s) y las células
mononucleares de sangre de cordon (CBMC's) de los eritrocitos, se realizé un
gradiente de ficoll. El ficoll es un polisacarido hidrofilico altamente ramificado que
genera un gradiente de densidad que separa las células mononucleadas de los
eritrocitos, el suero, las plaquetas y los granulocitos. Para generar el gradiente, en
un tubo Falcén se diluyeron 20 mL de sangre con 15 mL de PBS 1X (total = 35 mL),
después, la sangre diluida se vacio cuidadosa y lentamente en otro tubo Falcén con
10 mL de ficoll, sin romper el gradiente entre el ficoll y la sangre. El tubo Falcén con
las fases de sangre y ficoll se centrifugaron a 1500 rpm por 30 min a 20 °C con
desaceleraciéon = 0 y aceleracidon = 9. Después de la centrifugacion, se recolecto la
fase blanca entre el suero y el ficoll, adicionalmente, se recolectaron 2 mL de la fase
de eritrocitos para purificacion de linfocitos T CD4*. Los eritrocitos recolectados se
almacenaron en incubacion con 8 mL de medio RPMI suplementado al 10%. A la
fase blanca recolectada se le realizé un lavado con PBS 1X; se centrifugd a 1400
rom durante 10 min a 20 °C, con desaceleracion = 9 y aceleracion = 9. Después del
lavado se decanto el sobrenadante y las células mononucleares se incuban durante
una noche en una caja Petri con medio RPMI 10% a 37°C y 5% de COz2para eliminar
monocitos mediante la adherencia a plastico.

Purificacion de linfocitos T CD4*

Después de la adherencia a plastico las células se recolectaron en un tubo Falcén
y se les realizé un lavado con PBS 1X, se centrifugaron a 1400 rpm por 10 min a
20 °C con desaceleracion = 9 y aceleracion = 9. Se decanté el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 5 mL de medio RPMI 10% y se les adicionaron 5 mL
de los eritrocitos recolectados. A la mezcla de 10 mL de células mononucleares y
eritrocitos se les adiciond el RossetSep para CD4. El RossetSep contiene
tetrameros de anticuerpos que reconocen a componentes de las células
mononucleares no CD4* (CD8, CD16, CD19, CD36, CD56, CD66b y TCRy/d) que
estan unidos por su regidn Fc a anticuerpos que reconocen componentes de los
eritrocitos (glicoforina A), esta combinacion de anticuerpos permite que las células
mononucleares que no son CD4* se unan a los eritrocitos. Después la mezcla de
eritrocitos y células mononucleares + RossetSep para CD4 se vacio en otro tubo
Falcon con 10 mL de ficoll de forma cuidadosa y sin romper el gradiente, después
el tubo Falcon se centrifugan a 1500 rpm por 30 min a 20 °C con desaceleracion =
0 y aceleracion = 9. Al terminar la centrifugacion, se recolecto la fase blanca que
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esta por encima del ficoll, la cual contiene los linfocitos T CD4" totales (virgenes y
de memoria). Después de su recoleccion se les realizé un lavado a las células con
PBS 1X.

Purificacion de linfocitos T CD4* virgenes

A los linfocitos T CD4* totales de adultos se les eliminaron las células de memoria
mediante un tratamiento con perlas magnéticas unidas a un anticuerpo anti
CD45RO0, un marcador de linfocitos T de memoria, los anticuerpos se unen a las
perlas magnéticas mediante las proteinas Ay G de unién a IgG, que recubren la
superficie de las perlas magnéticas, los linfocitos T CD4* de memoria unidas a las
perlas magnéticas después se separaron de los linfocitos T CD4* virgenes al
someter las células a un campo magnético, los linfocitos T CD4" virgenes se
recolectaron al ser centrifugadas a 3500 rpm durante 5 min, las células se
recolectaron y se dejaron restablecerse en medio RPMI 10% a 37°C y 5% de CO2
antes de utilizarlas.

Estimulacion de los linfocitos T CD4*

Para apreciar el efecto de la L-serina y la L-arginina en la activacion de los linfocitos
T CD4", las células se sometieron a 4 tratamientos de estimulacion. Adicionalmente
un grupo de células no fue estimulado para usarse como control. Para cada
estimulacion se necesitan alrededor de 1x10 células. El primer estimulo al que se
sometié el primer grupo de células fue el de los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28.
El segundo estimulo fue con los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y suplementado
con arginina. El tercer estimulo fue con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y
suplementado con L-serina. El cuarto estimulo fue con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 y suplementado con L-arginina y L-serina. Cabe mencionar que, en todos los
casos en que se usaron anticuerpos estimuladores, también se us6 un anticuerpo
entrecruzador: goat anti-mouse IgG.

Tincién de marcadores de membrana y de viabilidad

Para realizar los controles de pureza, viabilidad y medir la activacion de los linfocitos
T CD4* usados en los experimentos, se realizd la tincion de marcadores de
membrana y de viabilidad. Para la tincion de los marcadores de membrana se
necesitaron alrededor de 1x106 células que previamente fueron lavadas con PBS.
Después del lavado, el sobrenadante se decanté y las células se resuspendieron en
seco y se dejaron suspendidas en un volumen de 50 pL y se agregaron los
anticuerpos o reactivos para la tincion deseada. Para medir la deplecion de linfocitos
T CD8*, se usaron los anticuerpos CD3 - FITC y CD4 - APC. Para medir la deplecion
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de los linfocitos T de memoria se uso el anticuerpo CD45R0O - FITC. Para medir la
activacion de los linfocitos T CD4* se uso6 el anticuerpo CD69 - FITC. Para la
viabilidad se usé el Kit de tincién de células muertas cercano a IR de fijacién
LIVE/DEAD. Después de afiadir los reactivos de tincion, las células se incubaron
durante 20 min a 4 °C en oscuridad. Después de la incubacidn, a las células se les
realizé un lavado con FACS; después del lavado el sobrenadante se decantd y las
células se resuspendieron en seco y se fijaron con 300 pL de FACS y 30 pL de
paraformaldehido al 15%.

Cuantificacion de citocinas

Para la cuantificacion de las citocinas, las células estimuladas bajo las diferentes
condiciones se recolectaron al finalizar el estimulo, las células recolectadas se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 min, después de la centrifugacion el sobrenadante
se recolecto con una pipeta y se almaceno en 80 °C, las células se recolectaron y
se tinen con marcadores de membrana y de viabilidad. El dia en que se cuantificaron
las citocinas, el sobrenadante se descongeld en hielo. La cuantificacion de citosinas
se realiz6 mediante el kit LEGENDplex. Los ensayos LEGENDplex son
inmunoensayos que utilizan el principio basico de los inmunoensayos de tipo
sandwich. El ensayo LEGENDplex utiliza perlas de diferentes tamafios e
intensidades de fluorescencia interna. Cada conjunto de perlas esta conjugado a un
anticuerpo especifico que reconoce una citosina en particular (anticuerpo de
captura). Cuando las perlas con el anticuerpo de captura se mezclan e incuban con
una muestra que contiene las citocinas objetivo, cada citosina se unira a su perla de
captura especifica. Después de un lavado, a la mezcla se agregan anticuerpos
biotinilados (anticuerpo de deteccidon) que reconocen las citocinas unidas a los
anticuerpos de captura, formando asi sandwiches de perlas de captura, analito y
anticuerpos de deteccion. Posteriormente a la mezcla se afade estreptavidina-
ficoeritrina (SA-PE), que se unira a los anticuerpos de deteccion, produciendo una
senal fluorescente proporcional a la cantidad de citocinas unidas a las perlas. Dado
que las perlas se diferencian por tamafo e intensidad de la fluorescencia interna,
en un citdmetro de flujo se pueden separar poblaciones especificas de analitos y
cuantificar la sefal fluorescente de PE. La concentracion de las citocinas se
determindé mediante una curva estandar generada con concentraciones conocidas
de las citocinas a cuantificadas.

Citometria de flujo

Para el analisis de las muestras por citometria, se utilizé un citometro de flujo Attune
NXT de la marca Thermo Fisher. Al pasar las células se obtuvieron al menos 10,000
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eventos y se utilizé la compensacion de los fluoréforos para restar el sobrelape de
los espectros de emision. Los datos obtenidos se analizaron con el programa
FlowdJo v10.0.7 y el analisis estadistico se realizé con la paqueteria de R ggpubr.

Modelado computacional

Para realizar las predicciones computacionales de la influencia de la L-arginina y la
L-serina, se parti6 de un modelo computacion de la influencia del metabolismo en
la activacion de los linfocitos T CD4*, el cual fue elaborado a partir de dos modelos:
un modelo del metabolismo de los linfocitos T CD4* y otro de las vias de activacion
de los linfocitos T CD4* publicado en el afio 2019 [(Rodriguez-Jorge et al., 2019)
(http://ginsim.org/node/225)]. El modelo fue modificado con base en una
investigacion en la bibliografia y en bases de datos, para la obtencién de informacién
sobre el efecto de la L-arginina y la L-serina en la respuesta inmune de los linfocitos
T CD4*, asi como sobre temas relacionados, como el inmunometabolismo y el
metabolismo de la L-serina y la L-arginina. Conforme la informacion era recopilada,
se fue integrando al modelo en forma de nodos y vectores. Las consecuencias de
las interacciones de los nuevos componentes adicionados se redactaron en forma
de reglas légicas con los simbolos {&, |, !}, para representar los operadores {AND,
OR, NOT}. Una vez que el modelo integraba satisfactoriamente la informacién
recopilada. Se realizaron analisis de estados estables junto con las perturbaciones
knock-out y knock-in necesarias para apreciar tedricamente la posible influencia de
la L-arginina y la L-serina sobre los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos. Este
procedimiento se realizdé con ayuda del software GINsim [(v3.0), (Naldi et al., 2018)
(http://ginsim.org/)].

RESULTADOS

Modelo computacional de la influencia del metabolismo sobre la activacion de
los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos

Para poder comprender el efecto del programa metabdlico de los linfocitos T CD4*
de adultos y neonatos sobre su activacion y respuesta asi como el posible efecto de
la reprogramacion metabdlica inducida por el aumento en la concentracion de los
aminoacidos L-arginina y L-serina sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* de
adultos y neonatos, se empled un modelo computacional l6gico multinivel que nos
permite entender a diferentes niveles el sistemas biolégico modelado, en este caso,
los linfocitos T CD4* y su metabolismo. Para asegurar que nuestro modelo refleje
de forma genuina la activacion y la reprogramacion metabdlica de los linfocitos T
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CD4* de adultos y neonatos, asi como la influencia del estado metabdlico sobre la
activacion y el efecto del estado metabdlico inducido por la suplementacién con L-
serina y L-arginina, se realizo una investigacion de temas de interés relacionados al
proyecto en la bibliografia y bases de datos, por ejemplo, temas como el
metabolismo de linfocitos T neonatales, el metabolismo de los aminoacidos L-
arginina y L-serina, el efecto del metabolismo sobre la activacion de los linfocitos T
CD4*, etc. Para complementar la informacién disponible en la bibliografia sobre el
metabolismo de los linfocitos T CD4* neonatales, se realizé un analisis estadistico
de datos experimentales del metabolismo de linfocitos T CD4* de adultos y neonatos
antes y después de la activacion. Previamente, los experimentos del metabolismo
de los linfocitos TCD4* de adultos y neonatos fueron realizados por el Mtro.
Francisco Castaneda Gomez (Castafieda, 2025). La informacion obtenida de los
datos experimentales y de la investigacidn en la bibliografia y en bases de datos se
integré en nuestro modelo l6gico computacional sobre la influencia del metabolismo
en la activacion de los linfocitos T CD4*.

Datos experimentales del metabolismo de los linfocitos T CD4* de adultos y
neonatos

Para poder valorar las diferencias en el consumo de glucosa entre los linfocitos T
CD4* de adultos y neonatos antes y después de la activacién, el Mtro. Castafieda
utilizé un anticuerpo dirigido al transportador de glucosa GLUT1 el cual esta unido
a un fluoréforo y también utilizd 2NBDG, un analogo de la glucosa fluorescente, el
cual puede ser internalizado por el transportador de glucosa GLUT. En los
resultados no se observa una diferencia significativa en la expresion de GLUT1 en
linfocitos T CD4* virgenes de adultos y neonatos [Figura 16 — A)], pero los linfocitos
T CD4* activados de neonatos tienen una mayor expresion de GLUT1 en
comparacion con los linfocitos T CD4* activados de adultos [Figura 16 — B)],
ademas, antes y después de la activacion los linfocitos T CD4* de los neonatos
tienen una mayor internalizacién de 2NBDG [Figura 16 — C) y D)].
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Figura 16. Expresion del transportador GLUT1 y consumo de 2NBDG en
linfocitos T CD4* virgenes y activados de adultos y neonatos: En esta imagen
en el inciso A) se muestra la expresion del transportador de glucosa GLUT1 en
linfocitos T CD4* virgenes de adultos y neonatos, en el inciso B) se muestra la
expresion del transportador de glucosa GLUT1 en linfocitos T CD4* activados de
adultos y neonatos, en el inciso C) se muestra el consumo de 2NBDG de los
linfocitos T CD4* virgenes de adultos y neonatos, en el inciso D) se muestra el
consumo de 2NBDG de los linfocitos T CD4* activados de adultos y neonatos. Los

datos originales fueron obtenidos por el Mtro. Castafieda (Castafieda, 2025).

Para valorar las diferencias en el consumo de acidos grasos entre los linfocitos T
CD4* de adultos y de neonatos, el Mtro. Castafieda utilizé el fluoréforo BODIPY-C'8,
que se emplea para cuantificar la captacion y el almacenamiento de acidos grasos
de cadena larga en las células. En los resultados, se puede apreciar que, antes y
después de la activacion, los linfocitos T CD4* de neonatos presentan un mayor
consumo de BODIPY-C'® que los de adultos [Figura 17 —A) y B)].
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Figura 17. Consumo de acidos grasos (BODIPY-C16) en linfocitos T CD4*
virgenes y activados de adultos y neonatos: En esta imagen en el inciso A) se
muestra el consumo de BODIPY en linfocitos T CD4* virgenes de adultos y
neonatos, en el inciso B) se muestra el consumo de BODIPY C16 en linfocitos T
CD4* activados de adultos y neonatos. Los datos originales fueron obtenidos por el

Mtro. Castafieda (Castafieda, 2025).

Para valorar las diferencias en el funcionamiento de las mitocondrias de los linfocitos
T CD4" de adultos y neonatos, el Mtro. Castafieda evaluo el potencial de membrana
mediante el tetrametilrodamina (TMRM), el cual es una molécula fluorescente,
lipofilica y catidnica, gracias a estas caracteristicas el TMRM puede difundir por las
membranas celulares y es atraido por la carga negativa en el interior de la
mitocondria. En el analisis de los datos experimentales con TMRM, no se obtuvieron
diferencias significativas en el potencial de membrana de los linfocitos T CD4* de
adultos y neonatos antes y después de la activacion [Figura 18 —A) y B)].
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Figura 18. Potencial de membrana (TMRM) de los linfocitos T CD4+ virgenes y activados de adultos y neonatos

Figura 18. Potencial de membrana (TMRM) de los linfocitos T CD4* virgenes y
activados de adultos y neonatos: En esta imagen en el inciso A) se muestra el
potencial de membrana (TMRM-IMF) de los linfocitos T CD4* virgenes de adultos y
neonatos, en el inciso B) se muestra el potencial de membrana (TMRM-IMF) de los
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linfocitos T CD4* activados de adultos y neonatos. Los datos originales fueron
obtenidos por el Mtro. Castafieda (Castaneda, 2025).

Para valorar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) el Mtro.
Castafneda usé MitoSOX, el cual es oxidado por las especies reactivas de oxigeno
y produce fluorescencia. En los resultados obtenidos parece haber una tendencia
que indica que los linfocitos T CD4* de neonatos tienen una mayor produccion de
ROS que los adultos antes y después de la activacion [Figura 19 —A) y B)], aunque
faltan repeticiones con muestras de neonatos para poder afirmar que la tendencia
es cierta y que es estadisticamente significativa.
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Figura 19. Especies reactivas de oxigeno (MitoSOX-IMF) en linfocitos T CD4*
virgenes y activados de adultos y neonatos: En esta imagen en el inciso A) se
muestra la produccion de ROS (MitoSOX-IMF) en linfocitos T CD4* virgenes de
adultos y neonatos, en el inciso B) se muestra la produccion de ROS (MitoSOX-
IMF) en linfocitos T CD4* activados de adultos y neonatos. Los datos originales

fueron obtenidos por el Mtro. Castarieda (Castafieda, 2025).

Integraciéon de datos bibliograficos y datos experimentales en el modelo
computacional

Para asegurar que nuestro modelo represente correctamente los sistemas
modelados y recree de forma fidedigna los eventos ocurridos en nuestros
experimentos en las diferentes condiciones de cultivo, los resultados obtenidos del
analisis estadistico de los datos experimentales y la informacion recolectada de la
bibliografia se integraron al modelo computacional.

Para poder apreciar el efecto de la suplementacion con L-arginina y L-serina sobre
la activacion de los linfocitos T CD4*, al modelo se agregaron nodos que
representan metabolitos y proteinas de vias metabdlicas relacionadas con estos
aminoacidos. En los linfocitos T CD4* activados, la L-arginina es rapidamente
metabolizada por la enzima ARG-1/2 para la sintesis de la ornitina que
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posteriormente puede usarse para la sintesis de poliaminas como la espermidina,
la ornitina también puede usarse para la sintesis de prolina (Geiger, Rieckmann,
Wolf, Basso, et al., 2016). Por su parte, la L-serina puede entrar al ciclo del THF por
la enzima SHMT-1/2, la cual produce glicina y 5,10-metilenTHF partiendo de L-
serina y THF, la L-glicina y otros intermediarios del ciclo del THF participan en la
sintesis de nucledtidos (H. Ma et al., 2017), la L-serina también puede ser usada
para la sintesis de la L-cisteina, la L-glicina y la L-cisteina pueden ser usadas para
la sintesis de GSH (Kurniawan et al., 2020). Adicional a reacciones que interactuan
directamente con la L-arginina o la L-serina, al modelo se agreg¢ el ciclo de la L-
metionina, el cual se conecta con el ciclo del THF, y es el encargado de la sintesis
del S-adenosil-L-metionina (SAM) (H. Ma et al., 2017), SAM es un donador de grupo
metilo para la metilacion. SAM puede ser ocupado para la sintesis de poliaminas
(H. Ma et al., 2017; Kurniawan et al., 2020), el ciclo de la metionina conecta el
metabolismo de la arginina y la serina [Figura 20].

La nueva version del modelo cuenta con 238 nodos, de los cuales 162 nodos son
booleanos, osea que estos nodos pueden tener solo 1 de 2 valores (Oy 1), y 76
nodos son nodos multivalor, la mayoria puede tener 1 de 3 valores (0, 1y 2), pero
algunos pueden tener 1 de hasta 4 valores (0, 1, 2 y 3). Las interacciones entre los
componentes se incorporan al modelo con 443 vectores, los cuales representan
interacciones positivas y/o negativas [Figura 20].
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Figura 20. Modelo de la influencia del metabolismo en la activacion de los
linfocitos T CD4": En esta imagen se muestra la version actualizada del modelo de
la influencia del metabolismo en la activacion de los linfocitos T CD4* que esta
formado por 238 nodos (162 nodos booleanos y 76 nodos multivalor), que estan
unidos entre si por 443 vectores que representan interacciones positivas y/o
negativas. El modelo tiene 7 nodos de entrada de color verde, 10 nodos que
representan componentes del catabolismo de color rosa, 2 nodos que representan
componentes del anabolismo de color azul, 1 nodo que representa componentes
del anfibolismo de color morado, 8 nodos que representan factores de transcripcion
de color amarillo, 9 nodos de salida o de fenotipo de color gris y 201 nodos
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intermedios de color blanco que representan vias de sefalizacion, vias metabdlicas,
proteinas, intermediarios, etc.

Validacion del modelo computacional

Para verificar que nuestro modelo puede producir estados estables de interés para
el estudio, se calcularon los estados estables que el modelo puede predecir para
los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos sin ninguna perturbacion. Para producir
los estados estables de adultos y neonatos, las reglas légicas se ajustaron para
reproducir el estado metabdlico de los linfocitos de cada grupo (adultos y neonatos)
[Figura 21 y 22].

Cuando calculamos los estados estables sin ninguna perturbacién (WT) para la
version del modelo en adultos, se producen 5 estados estables, E1, E2, E3, E4 y
ES [Figura 21]. Los estados estables E1 y E2 representa dos estados estables en
los que la unica diferencia es la ausencia o presencia de la sefial coestimuladora
del CD28, en estos estados la ausencia de la sefial del TCR no desencadena las
vias de sefalizacidbn necesarias para activar las funciones efectoras ni la
reprogramacion metabdlica, por lo tanto no hay produccion de citocinas y se
mantiene un metabolismo basal con una baja tasa metabdlica en la que lo sintesis
de ATP depende en gran medida de la oxidacion de acidos grasos, estos estados
se relacionan con células T CD4* virgenes [Figura 21]. En el estado E3 se recibe la
sefal del TCR, pero no la del correceptor CD28, esto causa que la célula entre a un
estado de anergia, no se activan las funciones efectoras ni se promueve la
reprogramacion metabdlica, permaneciendo como en el estado basal, estos este
estado se relaciona con las células T CD4" anérgicas [Figura 21]. En los estados E4
y E5 se activa la sefial del TCR y el CD28, lo que desencadena vias de sefalizacion
que promueven las funciones efectoras como la produccion de citocinas, en el
estado E4 no ocurre la reprogramacion del metabolismo, hay una baja tasa
metabdlica y el metabolismo depende mayormente de la oxidacion de acidos grasos
para la sintesis de ATP, por la adquisicion de funciones efectoras sin un aumento en
la tasa metabdlica que cause un cambio a un metabolismo anabdlico, este estado
estable se relaciona con células T CD4* de memoria [Figura 21], por otro lado, en
el estado E5 la adquisicion de funciones efectoras es acompafada por una
reprogramacion metabdlica, se aprecia un aumento en la glucolisis, lo que causa un
aumento en la produccidn de lactato, permitiendo regenerar el NAD* necesario para
la glucolisis, la oxidacion de los acidos grasos disminuye pero aumenta la actividad
de las vias de oxidacion de aminoacidos como la glutamindlisis, esto permite un
aumenta un aumento en la fosforilacién oxidativa, que junto a la glucolisis mantienen
los niveles de ATP, el aumento en la fosforilacion oxidativa causa un aumento en las
especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas, el aumento en la tasa metabdlica
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permite la salida de intermediarios a vias anabdlicas, promoviendo la sintesis de
nucledtidos y acidos grasos, permitiendo la expansion clonal, por contar con
funciones efectoras y aumentar su tasa metabdlica adquiriendo un metabolismo
anabolico con la sintesis de metabolitos con actividad inmunoreguladora como el
lactato y las ROS, este estado se relaciona con las células T CD4* efectoras [Figura
21].
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Figura 21. Estados estables del modelo de la influencia del metabolismo en la
activacion de los linfocitos T CD4* de adultos WT: En esta imagen se muestran
los estados estables que se obtienen con el modelo adaptado para adultos sin
ninguna perturbacion (knock-out o knock-in).

Cuando calculamos los estados estables sin ninguna perturbacion (WT) para la
version del modelo en neonatos al igual que con los adultos obtenemos 5 estados
estables, en los estados estables E1 y E2 se representan dos estados estables en
los que la Unica diferencia es la ausencia o presencia de la sefial coestimuladora
del CD28, en estos estados la ausencia de la sefal del TCR no activa las vias de
sefalizacion necesarias para activar las funciones, sin embargo los linfocitos T CD4*
de los neonatos tienen una mayor actividad de la via de la glucolisis en estado basal
a comparacioén de los adultos, lo que se refleja en una mayor produccién de lactato,
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al igual que con la glucdlisis, los linfocitos T CD4* neonatales tienen una actividad
de las vias oxidativas de los aminoacidos en estado basal en comparacion de los
adultos, lo neonatos cuentan con una mayor consumo de acidos que alimentan la
oxidacion y la sintesis de acidos grasos, en conjunto, la oxidacidon de acidos grasos
y de aminoacidos alimentan la fosforilacion oxidativa para la produccion altos niveles
de ATP, al tener una mayor tasa metabdlica que los adultos en su estado basal los
linfocitos T CD4* neonatales en su estado basal se producen mas especies
reactivas de oxigeno (ROS) y se promueven la sintesis de nucleétidos y acidos
grasos, permiten la proliferacion, los estados E1 y E2 se relacionan con células T
CD4+ neonatales virgenes [Figura 22]. En el estado E3 se recibe la sefial del TCR,
pero no la del correceptor CD28, esto causa que la célula entre a un estado de
anergia, no se promueve la sintesis de citocinas ni se promueve la reprogramacion
metabdlica, permaneciendo como en el estado basal, pero con una tasa metabdlica
mayor que la de los linfocitos T CD4* de adultos, este estado se relaciona con las
células T CD4* neonatales anérgicas [Figura 22]. En los estados E4 y E5 se activa
la sefial del TCR y el CD28, lo que desencadena vias de sefializacién que
promueven las funciones efectoras como la produccion de citocinas, en el estado
E4 no ocurre la reprogramacion del metabolismo, se mantiene como en el estado
basal, por la adquisicion de funciones efectoras sin pasar por una reprogramacion
metabdlica, este estado estable se relaciona con células T CD4* neonatales de
memoria [Figura 22], en el estado E5 ademas de la sintesis de citocinas ocurre una
reprogramacion metabalica, se aprecia un aumento en la glucolisis, lo que causa un
aumento en la produccion de lactato, permitiendo regenerar el NAD* necesario para
la glucolisis, la oxidacion de los acidos grasos se mantiene como en el estado basal
y las vias de oxidacion de aminoacidos como la glutamindlisis aumenta, esto permite
un aumenta un aumento en la fosforilacion oxidativa, que junto a la glucolisis
mantienen los niveles de ATP, el aumento en la tasa metabdlica causa un aumento
en las especies reactivas de oxigeno (ROS), el aumento en la tasa metabdlica
mantiene el metabolismo anabdlico que se observa desde el estado basal,
promoviendo la sintesis de nucleétidos y acidos grasos, permitiendo la expansion
clonal, al tener funciones efectoras y aumentar su tasa metabdlica, este estado se
relaciona con las células T CD4* efectoras [Figura 22].
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Figura 22. Estados estables del modelo de la influencia del metabolismo en la
activacion de los linfocitos T CD4* de neonatos WT: En esta imagen se muestran
los estados estables que se obtienen con el modelo adaptado para neonatos sin
ninguna perturbacién (knock-out o knock-in).

Nuestro modelo légico de la influencia del metabolismo en la activacion de los
linfocitos T CD4*, fue capaz de producir estados estables que reproducen las
caracteristicas reportadas en la bibliografia y lo observado en los datos
experimentales obtenidos en el laboratorio, los estados estables producidos por el
modelo pueden asociarse con linfocitos T CD4* virgenes sin funciones efectoras y
poca actividad metabdlica, linfocitos T CD4* anérgicos sin funciones efectoras y
poca actividad metabdlica, linfocitos T CD4* de memoria con funciones efectoras
pero poca actividad metabdlica y linfocitos T CD4* efectores con una alta actividad
metabdlica. Ademas, el modelo logra representar la mayor tasa metabdlica de los
linfocitos T CD4* neonatales en comparacion con la de los adultos, antes y después
de la activacion. En los estados estables que produce el modelo de linfocitos T CD4*
neonatales se observa una mayor presencia de productos metabdlicos con actividad
inmunoreguladora, como ROS vy lactato, a lo largo de todos los estados estables
obtenidos [Figura 22]. El programa metabdlico de los linfocitos T CD4* de los
neonatos, caracterizado por una mayor tasa metabdlica y mayor produccion de
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metabolitos con actividad inmunoreguladora a comparacién de los linfocitos T CD4*
de los de los adultos, esta relacionados con la respuesta atenuada que es
caracteristica de los linfocitos T CD4* virgenes neonatales ante el estimulo
CD3+CD28, en busca de estrategias para mejorar la respuesta de los linfocitos T
CD4* neonatales decidimos aumentar la concentracién de los aminoacidos L-
arginina o L-serina en el medio de cultivo de nuestras células y apreciar su efecto
en la activacion de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos.

Efecto de la reprogramaciéon metabdlica y funcional de la suplementaciéon con
L-arginina y L-serina en la respuesta de los linfocitos T CD4* de adultos y
neonatos.

Para poder apreciar el efecto del aumento en la concentracion de los aminoacidos
L-arginina y L-serina sobre la respuesta inmune de los linfocitos T CD4* de adultos
y neonatos, se suplementd el medio de cultivo de las células para aumentar la
concentracion de estos aminoacidos 5 y 10 veces mas de la que hay en el medio
RPMI-1640. La concentracion final de L-arginina en las condiciones 5 y 10 veces
mas fue de 5.7471265 mM (x5) y 11.494253 mM (x10), respectivamente. La
concentracion final de L-serina en las condiciones 5 y 10 veces mas fue de
1.4285715 mM (x5) y 2.857143 mM (x10), respectivamente. Para valorar el efecto
de la suplementacion con los aminoacidos en la respuesta de los linfocitos T CD4*,
se activaron linfocitos T CD4* virgenes de adultos y neonatos durante 72 horas de
estimulo con anti-CD3 y anti-CD28 en las diferentes condiciones de cultivo, medio
RPMI sin suplementacién extra de aminoacidos o medio RPMI suplementado con
las concentraciones x5 o x10 de los aminoacidos L-serina o L-arginina, para
posteriormente medir la viabilidad de las células, la presencia del marcador de
activacion CD69 y la secrecion de citocinas de los fenotipos efectores Th2 (IL-4, IL-
6, IL-5, IL-13 y IL-2), Th1 (IFN-y, TNF-a y IL-2), Th17(IL-17A, IL-17F y IL-2), Th9 (IL-
9y IL-2), Th22 (IL-22 y IL-2) y Treg (IL-10 y IL-2)- Los experimentos de la influencia
del metabolismo de la L-arginina y la L-serina en células T CD4* de neonatos fueron

realizados por la L. en C. Ingrid Yaritzit Carreon Cortes (Carreon, 2025).

Purificacion de linfocitos T CD4* virgenes de adultos

Para los experimentos sobre el efecto de la suplementacién con los aminoacidos L-
arginina y L-serina sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* de adultos se
utilizaron linfocitos T CD4* virgenes purificadas de sangre periférica. Para
comprobar que los linfocitos T CD4* virgenes se purificaron correctamente y que las
otras poblaciones celulares se depletaron de la muestra, antes de realizar los
experimentos, las células T CD4* virgenes se tiferon con anticuerpos dirigidos a
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marcadores de membrana que nos permiten verificar la pureza de las muestras
mediante citometria de flujo.

Para confirmar que el gradiente con ficoll y el tratamiento con el RossetSep para
CD4 eliminaron las demas poblaciones celulares de nuestras muestras se usaron
los anticuerpos anti-CD3 APC y anti-CD4 FITC para poder observar la proporcion
de células doble positivas que representan a los linfocitos T CD4™ [Figura 23 — A)],
en las muestras que se usaron para los experimentos se obtuvieron porcentajes de
células CD3*/CD4* mayores o iguales al 95% [Tabla 1]. Para comprobar que el
tratamiento con perlas magnéticas unidas al anticuerpo anti-CD45RO depletd los
linfocitos T CD4* de memoria, se tifio una pequefia cantidad de nuestras células,
antes y después del tratamiento, con el anticuerpo anti-CD45R0O FITC, lo que nos
permitié apreciar como disminuye la poblacion de células CD45RO después del
tratamiento [Figura 23 — B)], en las muestras que se usaron para los experimentos
se obtuvieron porcentajes de células CD45RO* menores o iguales al 5% [Tabla 1].
Para verificar que antes de realizar los experimentos los linfocitos T CD4* virgenes
no estuvieran activados, se usé el anticuerpo anti-CD69 FITC para apreciar la
proporcion de células que expresan este marcador de activacion [Figura 23 — C)],
en las muestras que se usaron para los experimentos se estuvo una proporcion de
células CD69* menores al 0.9% [Tabla 1].
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Figura 23. Expresiéon de los marcadores CD3, CD4, CD45RO y CD69 en
linfocitos T CD4* virgenes de adultos: En esta imagen en el inciso A) se muestra
el Dot Plot de la poblacion de células doble positivas para CD3 (eje x) y CD4 (eje y).
En el inciso B) se muestra el histograma de la poblacién de células CD45R0O+ en
los linfocitos T CD4" totales y virgenes. En el inciso C) se muestra el histograma de
la poblacion de células CD69+ en los linfocitos T CD4* virgenes.
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ADULTO CELULAS CD3+/CD4+ (%) CELULAS CD45RO+ (%) CELULAS CD69+ (%)
Al
A2
A3 97
A4 95

A5 97.5
A6 95.7
A7 97.1
A8 95.2
PROMEDIO 96.0875

Tabla 1. Tabla del porcentaje de células que expresan los marcadores CD3,
CD4, CD45RO y CD69: En esta tabla se muestra la proporcion de células doble
positivas para CD3 y CD4, positivas para CD45R0O vy positivas para CD69, en
nuestras muestras de linfocitos T CD4" virgenes.

Efecto de la suplementacion con aminoacidos en la expresion de la marca de
activacion CD69 en los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos

A las 72 horas después de iniciar el estimulo con anti-CD3 y anti-CD28 bajo las
diferentes condiciones de cultivo, control sin suplementar (ES), suplementado con
L-arginina x5 (R5X), L-arginina x10 (R10X), L-serina x5 (S5X) o L-serina x10 (S10X),
se puedo apreciar una disminucion en el porcentaje de células que expresan el
marcador de activacion CD69 en los linfocitos T CD4* de adultos, aunque esta
diferencia en la proporcidén de células CD69+ solo fue significativa en las
comparaciones ES vs R5X y ES vs S5X, se puede apreciar una clara tendencia
hacia la disminucion de la expresion del marcador CD69 [Figura 24 —A)]. En el caso
de los linfocitos T CD4* de neonatos que fueron estimulados bajo las diferentes
condiciones no hubo diferencias significativas en el porcentaje de células CD69+, a
excepcion de la comparacion ES vs S5X, donde se pudo apreciar un ligero aumento
en la media del porcentaje de células CD69+ que dio significativo, en la condicion
S10X también se puede apreciar un aumento en la expresion de CD69 en las
células, pero no se obtuvo una significancia estadistica, esto podria ser causado por
la dispersién de los datos, se necesitan mas replicas para poder comprobar estas
tendencias [Figura 24 — B)].
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A) CD69 SUPLEMENTACION DE AMINOACIDOS B) CD69 SUPLEMENTACION DE AMINOACIDOS
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Figura 24. Efecto de la L-arginina y la L-serina sobre la expresién de CD69 en
linfocitos T CD4* de adultos y neonatos a las 72 horas de estimulacion: En esta
imagen se muestra el efecto de la L-arginina y la L-serina en la expresion de CD69
en linfocitos T CD4* de adultos y neonatos, en el inciso A) se muestra la presencia
del marcador CD69 en los linfocitos T CD4* de adultos activados en el medio
suplementado con L-serina y/o L-arginina a las concentraciones x5 y x10
(respectivamente). En el inciso B) se muestra la presencia del marcador CD69 en
los linfocitos T CD4* de neonatos activados en el medio suplementado con L-serina
y/o L-arginina a las concentraciones x5 y x10 (respectivamente). Los datos
originales de los linfocitos T CD4* de neonatos fueron obtenidos por la Mtra. Carreon

(Carreon, 2025).

Efecto de la suplementaciéon con aminoacidos en la viabilidad de los linfocitos
T CD4* de adultos y neonatos

A las 72 horas después de iniciar el estimulo con anti-CD3 y anti-CD28 bajo las
diferentes condiciones de cultivo no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de células vivas en los linfocitos T CD4* de adultos o de neonatos, ni
tampoco es visible una tendencia que indique lo contrario, esto parece significa que
la suplementacion del medio con los aminoacidos L-arginina o L-serina a las
concentraciones x10 y x5, no tiene ningun efecto en la viabilidad de los linfocitos T
CD4* de adultos o de neonatos [Figura 25].
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Figura 25. Efecto de la L-arginina y la L-serina sobre la viabilidad de los
linfocitos T CD4* de adultos y neonatos a las 72 horas de estimulacién: En esta
imagen se muestra el efecto de la arginina y la serina en el porcentaje de células
vivas en linfocitos T CD4* de adultos y neonatos, en el inciso A) se muestra el
porcentaje de células vivas en los linfocitos T CD4* de adultos activados en el medio
suplementado con L-Serina y/o L-Arginina a las concentraciones x5 y x10
(respectivamente). En el inciso B) se muestra el porcentaje de células vivas en los
linfocitos T CD4* de neonatos activados en el medio suplementado con L-serina y/o
L-arginina a las concentraciones x5 y x10 (respectivamente). Los datos originales
de los linfocitos T CD4* de neonatos fueron obtenidos por la Mtra. Carreon (Carreon,
2025).

Efecto de la suplementacién con aminoacidos en la produccién de citocinas
de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos

Al igual que con la expresion del marcador CD69, en los linfocitos T CD4+ de
adultos, a las 72 h tras la activaciéon bajo las diferentes condiciones de cultivo se
aprecia una clara tendencia a la disminucion en la produccion de todas las citocinas,
aunque la disminucion parece ser menor en la condicion de L-serina x5 (S5X)
[Figura 26]. Aunque la disminucion en las citocinas es clara y la mayoria de las
comparaciones dieron significancia estadistica, en algunas citocinas no se
obtuvieron significancias estadisticas en algunas de las comparaciones, en el caso
de IL-9 y IL-17A no se obtuvo ninguna significancia, se necesitan mas replicas para
poder obtener una las significancias faltantes [Figura 26]. Entre las diferentes
condiciones de suplementacion con aminoacidos al ser comparadas con el control
se obtuvieron mas significancias estadisticas al comprar el control con las
condiciones en las que el medio se suplemento con L-serina (x5 y x10) y se
encontraron menos significancias al comparar el control con las condiciones en las
que el medio se suplemento con L-Arginina (x5 y x10), por lo que parece ser que en
los linfocitos T CD4+ de adultos hay una mayor supresién de la respuesta por parte
de la L-serina. Basado en la significancia estadistica, en los linfocitos T CD4+ de
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adultos la L-arginina (x5 y x10) pudo reducir la expresion de IL-4, IL-17F, IL-22 y IL-
2, en el caso de la L-serina (x5 y x10) se redujo la expresiéon de IL-4, IL-6, IL-13,
TNF-a, IFN-y, IL-22, IL-10 y IL-2 [Figura 26].
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Figura 26. Efecto de la L-arginina y la L-serina sobre la respuesta inmune de
linfocitos T CD4* de adulto a las 72 horas de estimulaciéon: En esta imagen se
puede apreciar la reprogramacion funcional inducida por la arginina y la serina en la
en linfocitos T CD4* de adultos, esto mediante la medicién de la concentracion de
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las citocinas IL-4, IL-6, IL-5, IL-13, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-17F, IL-9, IL-22, IL-10 y
IL-2, en los diferentes medios de cultivo.

En los linfocitos T CD4* neonatales, a las 72 h después de iniciar la activacion con
anti-CD3 y anti-CD28 bajo las diferentes condiciones de cultivo, se puede apreciar
una tendencia poco marcada hacia la disminucion en la produccidn de las citocinas,
sin embargo, se obtuvieron muy pocas significancias estadisticas [Figura 27]. En el
analisis estadistico no se obtuvieron significancias estadisticas en las
concentraciones x5 ni de L-Serina ni de L-Arginina (R5X y S5X), en el caso de las
condiciones x10 se obtuvieron muy pocas significancias estadisticas, en la
comparacion ES vs R10X se obtuvo significancia estadistica en la reduccion de las
citocinas IL-5 y IL-10, en la comparacién ES vs S10X se obtuvo significancia
estadistica en la reduccion de las citocinas IL-13, IL-10 y IL-2 [Figura 27].
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Figura 27. Efecto de la L-arginina y la L-serina sobre la respuesta inmune de
linfocitos T CD4* de neonatos a las 72 horas de estimulaciéon: En esta imagen
se puede apreciar la reprogramacién funcional inducida por la L-arginina y la L-
serina en la en linfocitos T CD4* de neonatos, esto mediante la medicion de la
concentracion de las citocinas IL-4, IL-6, IL-5, IL-13, IFN-y, TNF-q, IL-17A, IL-17F,
IL-9, IL-22, IL-10 y IL-2, en los diferentes medios de cultivo. Los datos originales
fueron obtenidos por la Mtra. Carreon (Carreon, 2025).
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En los resultados obtenidos por el equipo del laboratorio sobre el efecto del aumento
de la concentracion de los aminoacidos L-arginina y L-serina sobre la respuesta de
los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos, de forma general se puede apreciar un
efecto inhibitorio de la respuesta efectora causado por el aumento en la
concentracion de los aminoacidos, sin embargo, este efecto inhibidor es mas
evidente en los linfocitos T CD4* de adultos en comparacion con los de neonatos,
por lo que los aminoacidos no tienen un efecto muy significativo sobre la respuesta
de los linfocitos T CD4" de neonatos.

Simulacién computacional del efecto de la reprogramacion metabdlica
inducida por el aumento en la concentracion de los aminoacidos L-arginina y
L-serina sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos

Para poder proponer una explicacion del efecto que tiene la reprogramacion
metabdlica inducida por la suplementacion con los aminoacidos L-arginina o L-
serina sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos se realiz
el calculo de los estados estables del modelo computacional bajo una perturbacién
knock-in (KI) que eleva los niveles de L-arginina o L-serina.

Simulacion del efecto del aumento en Ia concentraciéon de los aminoacidos L-
arginina y L-serina sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* de adultos

Al realizar las perturbaciones Kl para aumentar los niveles de L-arginina [Figura 28
- A)] o L-serina [Figura 28 — B)] en la versién del modelo para los linfocitos T CD4+
de adultos, en ambos escenarios se obtienen 4 estados estables (E1, E2, E3 y E4),
los cuales se diferencian entre si por la presencia o ausencia de la sefial del TCR y
el CD28, los estados E1 y E2 se puede asociar con linfocitos T CD4* virgenes, el
estado E3 se puede asociar a linfocitos T CD4* anérgicos y el estado E4 con
linfocitos T CD4* activados o efectores [Figura 28].

En el caso de la perturbacion Kl para aumentar los niveles de L-arginina, se observa
un aumento de los metabolitos por debajo de la L-arginina en el metabolismo, como
la L-prolina y las poliaminas, en todos los estados estables. El aumento en la L-
arginina y la L-prolina sintetizada a partir de la L-arginina promueve un aumento en
las vias de oxidacion de estos aminoacidos, lo cual se ve reflejado en el modelo por
el valor elevado (3) del nodo que representa la oxidacion de los aminoacidos (AAO)
en todos los estados estables [Figura 28 — A)], el cual es mayor que el valor (2) de
este nodo en el estado asociado a los linfocitos T CD4* activados (E5) en la version
del modelo para adulto en condiciones WT [Figura 21], la oxidacion de la L-arginina
y la L-prolina aumenta los niveles de a-cetoglutarato, el cual es un intermediario del
ciclo del acido tricarboxilico (TCA), el aumento la sintesis de poliaminas aumenta la
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sintesis de la Hyp, promoviendo la forma activa de elF5A (elF5A-Hyp), en su forma
activa elF5A-Hyp promueve la traduccion de proteinas de la mitocondria que
promueven el funcionamiento de la cadena de transferencia de electrones, en
conjunto, los altos niveles de los intermediarios del ciclo del TCAy el aumento en el
funcionamiento de la ETC provoca un incremento en la OXPHOS, esto se puede
apreciar en el modelo por el valor elevado (3) del nodo que representa ala OXPHOS
en todos los estados estables que se producen [Figura 28 — A)], el cual es mayor
que el valor (2) de este nodo en el estado asociado a los linfocitos T CD4* activados
(E5) en la version del modelo para adulto en condiciones WT [Figura 21], en nuestro
modelo, este aumento en la ETC y la OXPHOS induce un incremento en la
produccion de ROS en todos los estados estables, por lo que el nodo que las
representa adquiere un valor elevado (2) por encima del valor (1) que tienen en el
estado estable asociado a los linfocitos T CD4* activados (E5) en la version del
modelo para adulto en condiciones WT [Figura 21], en el modelo, los altos niveles
de ROS pueden afectar negativamente las vias de sefalizacién del TCR y el CD28,
impidiendo que en el estado E3 el linfocito entre a anergia por la presencia de la
senal del TCR en ausencia de la del CD28 [Figura 28 — A)], también se impide la
adquisicion de funciones efectoras, como la produccion de citocinas
proinflamatorias (PICytokines = 0) y antiinflamatorias (AlCytokines = 0), en el estado
E4 aunque la sefal del TCR y el CD28 estén activas, la inhibicion de la sefial del
TCR y el CD28 impide la reprogramacion metabdlica en el estado E4, la glucolisis
mantiene un nivel basal (Glycolisis = 1 ; Lactate = 1) y se mantiene un estado
metabdlico altamente oxidativo sin la sintesis de biomoléculas como acidos grasos
(FASynthesis = 0) o nucledtidos (NASynthesis = 0), impidiendo la proliferacion
(Proliferarion = 0) de los linfocitos T CD4* de adultos [Figura 28 — A)].

En el caso de la perturbacion Kl para aumentar los niveles de L-serina, esta causa
un aumento de los metabolitos por debajo de la L-serina en el metabolismo, en todos
los estados estables. El aumento en la L-serina promueve la sintesis de los
aminoacidos L-glicina y L-cisteina, el aumento en la concentracién de estos
aminoacidos, incluyendo la L-serina, promueve su oxidaciéon y esto se aprecia en el
valor elevado (3) del nodo que representa la oxidacion de aminoacidos (AAO) en el
modelo, el cual es mayor que el valor (2) de este nodo en el estado asociado a los
linfocitos T CD4* activados (E5) en la versién del modelo para adulto en condiciones
WT [Figura 21], la oxidacién de la L-serina, L-glicina y L-cisteina, produce piruvato
que puede convertirse en acetil-CoA y entrar al TCA promoviendo y aumentando la
sintesis de sus intermediarios, el aumento en el TCA por la oxidacion de los
aminoacidos promueve la ETC y la OXPHQOS, esto se ve reflejado en el modelo por
el alto valor (3) del nodo que representa la OXPHOS, el cual es mayor que el valor
(2) de este nodo en el estado asociado a los linfocitos T CD4* activados (E5) en la
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version del modelo para adulto en condiciones WT [Figura 21], sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en el escenario anterior donde aumentar la L-arginina
aumentan los niveles de ROS, el aumento en la concentracién de L-serina
promueve la sintesis del antioxidante glutation (GSH), lo que impide que la
produccion de ROS aumenten a niveles (2) que interfieran con la sefalizacion del
TCR, manteniendo el valor (1) que el nodo que representa las ROS tiene en el
estado asociado a los linfocitos T CD4* activados (E5) en la version del modelo para
adulto en condiciones WT [Figura 21];[Figura 28 — B)]. El metabolismo de la L-serina
por medio del ciclo del THF se conecta con el ciclo de la metionina, por lo que en el
modelo el aumento en la concentracidon de la L-serina provoca un aumento en la
sintesis de los intermediarios del ciclo de la L-metionina, incluyendo la S-adenosil
metionina (SAM), el cual sirve como donador de grupos metilo para las reacciones
de metilacion, el aumento en los niveles de SAM cambia el panorama de metilacion
en la célula, en el modelo esto impide la correcta activacion de los linfocitos T CD4*
de adultos, por lo que aun bajo el estimulo del TCR y el CD28 en el modelo no
ocurre la reprogramacion metabdlica, la glucolisis mantiene un nivel basal
(Glycolisis = 1 ; Lactate = 1), y no hay sintesis de acidos grasos (FASynthesis = 0)
o nucledtidos (NASynthesis = 0), lo que impide la proliferaciéon (Proliferacion = 0) y
no se promueven funciones efectoras como la produccion de citocinas
proinflamatorias (PICytokines = 0) y antiinflamatorias (AlCytokines = 0), todo esto
sin importar aunque la sefial del TCR y el CD28 estén activas o no [Figura 28 — B)].
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Figura 28. Estados estables del modelo de la influencia del metabolismo de la
activacioén de los linfocitos T CD4* de adultos Kl de L-serina y L-arginina: En
esta imagen se muestran los estados estables que se obtienen con el modelo
adaptado para adultos con la perturbacién knock-in que aumenta los niveles de L-
arginina (A) o L-serina (B).

Simulacion del efecto del aumento en Ia concentracion de los aminoacidos L-
arginina y L-serina sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* de neonatos
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Al igual que con los adultos, al realizar las perturbaciones Kl en el modelo de
linfocitos T CD4* adaptado al escenario de los neonatos para aumentar los niveles
de L-arginina [Figura 29 - A)] o L-serina [Figura 29 - B)], se obtienen 4 estados
estables (E1, E2, E3 y E4), que se diferencian por la presencia o ausencia de la
sefal del TCR y el CD28, los estados E1 y E2 se asocian con linfocitos T CD4*
virgenes, el estado E3 se puede asociar a linfocitos T CD4* anérgicos y el estado
E4 con linfocitos T CD4* activados o efectores [Figura 29].

En el modelo adaptado para los neonatos, al igual que ocurrié en el de los adultos,
la perturbacion Kl para aumentar los niveles de L-arginina incrementa la produccién
de los metabolitos por debajo de esta en todos los estados estables. En el modelo,
el aumento en la L-arginina promueve la sintesis de L-prolina, y el aumento de
ambos aminoacidos promueve un aumento en la tasa metabdlica de sus vias de
oxidacion en todos los estados estables, esto provoca que, en todos los estados
estables, independientemente de la presencia de la sefal del TCR y el CD28, se
puede apreciar un valor alto (3) asociado al nodo que representa la oxidacion de
aminoacidos (AAO) [Figura 29 — A)]. La oxidacién de la L-arginina y L-prolina
produce glutamato, que puede entrar al ciclo del TCA al producir a-cetoglutarato,
esto provoca un aumento en los intermediarios del ciclo del TCA, el aumento en el
metabolismo de la L-arginina también aumenta la sintesis de poliaminas, lo que
promueve la sintesis de Hyp lo que activa a elF5A (elF5A-Hyp), en su forma activa
elF5A-Hyp promueve la sintesis de proteinas de la mitocondria, incluyendo
proteinas de la ETC lo cual promueve su actividad y la OXPHOS, esto se ve
reflejado en el modelo por el alto valor (3) del nodo que representa la OXPHOS en
todos los estados estables, en conjunto, el aumento en el ciclo del TCAy enla ETC
causa una mayor produccion de ROS, esto se ve reflejado en el modelo por el valor
elevado (2) del nodo que representa la ROS en todos los estados estables, sin
embargo, en los datos experimentales ya hay indicios de que los linfocitos T CD4*
neonatales activados tiene niveles muy altos de ROS, si se les compara con los
linfocitos T CD4* de adultos [Figura 19 - B)], esta alta produccién de ROS en los
linfocitos T CD4*" neonatales en estado basal y durante la activacion, en
comparacion con los linfocitos T CD4+ de adultos, se puede apreciar en nuestro
modelo desde los estados estables que se producen en el modelo para neonatos
bajo condiciones WT [Figura 22], por lo tanto, al tener niveles altos de ROS
normalmente, en nuestro modelo adaptado para los linfocitos T CD4+ neonatales
las ROS no impiden la adquisicion de funciones efectoras como la produccién de
citocinas proinflamatorias (PICytokines = 0) y antiinflamatorias (AlCytokines = 0) en
precencia de la sefial del TCR y el CD28 (estado E4) [Figura 29 — A)]. Aunque los
niveles de los nodos que representan la oxidacién de los aminoacidos (AAO), la
OXPHOQOS y las ROS tienen niveles elevados, estos son los mismos que el modelo
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adaptado para los linfocitos T CD4* neonatales produce en el estado (E5) que puede
asociarse con linfocitos T CD4* activos [Figura 22];[Figura 29 —A)], pero el programa
metabdlico inducido por el aumento en la concentracidn de L-arginina no evita la
programacién metabdlica en presencia de la senal del TCR y el CD28, por lo que
en presencia de estas sefales la tasa metabodlica de la glucdlisis aumenta
(Glycolysis = 3 ; Lactate = 3), ademas, en todos los estados estables se mantiene
un estado metabdlico caracterizado por una alta tasa metabdlica a comparacion de
la de los linfocitos T CD4* de adultos [Figura 21], lo que les permite la sintesis de
biomoléculas, como nucledétidos (NASynthesis = 1) y acidos grasos (FASynthesis =
1), lo que promueve la proliferacion (Proliferation = 1) independientemente de la
senal del TCR y el CD28 [Figura 29 — A)].

La perturbacion Kl para aumentar los niveles de L-serina en el modelo adaptado
para los linfocitos T CD4* de neonatos aumenta la sintesis de los metabolitos de las
vias que metabolizan la L-serine en los estados estables. EI metabolismo de la L-
serina produce L-glicina y L-cisteina, el aumento en estos aminoacidos promueve
sus vias de oxidacién, lo cual produce piruvato que puede entrar al ciclo del TCA
por medio de la sintesis de acetil-CoA que se usa para sintetizar citrato, en el
modelo, el aumento en la oxidacidon de estos aminoacidos aumenta el ciclo del TCA,
lo que a su vez promueve la actividad de la ETC y la OXPHOS, este aumento en la
oxidacion de aminoacidos (AAO) y la OXPHOS se ve reflejado en el modelo por el
alto valor (3) de los nodos que los representan en todos los estados estables [Figura
29 — B)] , sin embargo, a diferencia de lo que sucede con las ROS cuando la
concentracion de L-arginina aumenta, la L-serina contribuye a la sintesis del
antioxidante GSH, por lo que el aumento en la OXPHOS no causa un aumento en
las ROS y el nodo que las representa mantiene un valor basal (1) en todos los
estables, igual que en el estado estable que se puede asociar a los linfocitos T CD4*
virgenes en la version del modelo para neonatos en condiciones WT [Figura
22];[Figura 29 — B)]. En el modelo el metabolismo de la L-serina se conecta a través
del ciclo del THF con el ciclo de la L-metionina, esto causa que en nuestro modelo
el aumento en la L-serina aumenta los intermediarios del ciclo de la metonimia,
incluyendo el donador de grupos metilo SAM, el aumento en SAM puede causar
una reprogramacion del panorama de metilacion en los linfocitos T CD4*, no
obstante, los linfocitos T CD4* neonatales en condiciones normales tienen un
panorama de metilacion diferente al de los linfocitos T CD4* de adultos, como en el
caso de su epigenoma, el cual tiene una distribucion diferente de las marcas de
metilacidn y se caracteriza por una mayor cantidad de marcas de cromatina cerrada,
estas caracteristicas de los linfocitos T CD4* neonatales hace que el aumento en
los niveles de SAM a causa del aumento en la L-serina tenga un efecto minimo
sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* neonatales, permitiéndoles adquirir
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funciones efectoras como la produccion de citocinas proinflamatorias (PICytokines
= 0) y antiinflamatorias (AlCytokines = 0) en presencia de la sefial del TCR y el CD28
[Figura 28 — B)]. A causa del panorama de metilacion particular de los linfocitos T
CD4* neonatales, el programa metabdlico inducido por el aumento en la
concentracion de L-serina no evita la programacion metabdlica en presencia de la
sefal del TCR y el CD28, por lo que en presencia de estas sefiales en el estado E4
la tasa metabdlica de la glucolisis aumenta (Glycolysis = 3 ; Lactate = 3) [Figura 29
— B)], ademas, en todos los estados estables se mantiene un estado metabdlico
caracterizado por una alta tasa metabdlica a comparacién de la de los linfocitos T
CD4* de adultos [Figura 21], lo que les permite la sintesis de biomoléculas, como
nucleotidos (NASynthesis = 1) y acidos grasos (FASynthesis = 1), lo que promueve
la proliferacion (Proliferation = 1) independientemente de la sefial del TCR y el CD28
[Figura 29 — B)].
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Figura 29. Estados estables del modelo de la influencia del metabolismo de la
activacion de los linfocitos T CD4* de neonatos Kl de L-serina y L-arginina: En
esta imagen se muestran los estados estables que se obtienen con el modelo
adaptado para neonatos con la perturbacion knock-in que aumenta los niveles de
L-arginina (A) o L-serina (B).

DISCUSION

En este proyecto, en congruencia con resultados previos del laboratorio y los datos
de la bibliografia (Dwyer et al., 2025; Kempis-calanis et al., 2024), el analisis
estadistico de los datos experimentales obtenidos por el equipo de trabajo del
laboratorio (Castaneda, 2025) revela que los linfocitos T CD4* neonatales tienen un
mayor consumo de nutrientes antes y después de la activacion en comparacion con
los de adultos, lo cual respalda que los linfocitos T CD4* neonatales tienen una
mayor tasa metabodlica en estado basal y en respuesta a la activacion. La integracion
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de los datos experimentales obtenidos en el laboratorio y la informacion de la
bibliografia nos permiti6 usar el modelo computacional para reproducir estados
estables biolégicamente relevantes, que reflejan la diferencia entre la actividad
metabdlica de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos.

Contrario a lo esperado, el aumento en la concentracion de L-serina y L-arginina
tuvo un efecto inhibidor en la produccién de la marca de activacion CD69 y la
produccion de citocinas de los diferentes fenotipos de Th, sin afectar la viabilidad de
los linfocitos T CD4*. Sin embargo, en el caso de los neonatos, el efecto inhibitorio
sobre la activacion y la produccion de moléculas efectoras es menos eficaz que en
los adultos.

Mediante el computo de perturbaciones knock-in (KI) que representan un aumento
en la concentracion de L-serina o L-arginina, nuestro modelo nos permitié proponer
posibles mecanismos en los que la reprogramacion metabdlica inducida por el
aumento en la concentracion de estos aminoacidos afecta la activacion de los
linfocitos T CD4* de adultos y neonatos.

En el caso de la perturbacion Kl para aumentar la concentracién de L-arginina, en
el modelo se promueve un aumento en la via de oxidacion de la L-arginina y en la
sintesis de poliaminas, en conjunto la oxidacion de la L-arginina y la sintesis de
poliaminas promueven un aumento en la OXPHQOS, a través de un aumento en el
ciclo del TCA impulsado por la oxidacion de la L-arginina y un aumento en la
actividad de la ETC impulsado por la actividad del factor de elongacion elF5A-Hyp,
el cual es activado por la sintesis de Hyp a partir de la poliamina espermidina, en el
modelo, este incremento en la actividad mitocondrial causa un aumento en la
produccion de ROS. Aunque la produccion de ROS es un evento normal de la
programacion metabdlica que contribuye a la activacion y diferenciacion de los
linfocitos T CD4*, el estrés oxidativo causado por un aumento en la concentracion
de las ROS puede afectar negativamente la activacion de los linfocitos T CD4* al
interferir con la sefializacion del TCR y la activacion de factores transcripcionales
(Cemerski et al., 2002; Klemke & Samstag, 2009), provocando una hiporreactividad
al estimulo antigénico (Cemerski et al., 2003). En nuestro modelo adaptado para
linfocitos T CD4+ de adultos, estos efectos de las ROS sobre la activacion de los
linfocitos T CD4* se ven reflejados en los estados estables que se producen bajo la
perturbacion Kl que aumenta la concentracién de L-arginina, en los cuales, en
presencia de la sefal del TCR y el CD28, no se activan las funciones efectoras, no
hay produccién de citocinas, ni ocurre la programacion metabdlica, permaneciendo
en un estado basal altamente oxidativo y poco glucolitico, estas caracteristicas
efectoras y metabdlicas de los linfocitos T CD4* que se producen por el aumento en
la L-arginina en el modelo coinciden con los resultados experimentales obtenidos y
los datos en la bibliografia (Geiger, Rieckmann, Wolf, Zamboni, et al., 2016). En el
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caso del modelo adaptado para linfocitos T CD4* de neonatos, en los estados
estables producidos bajo condiciones WT ya se puede apreciar un metabolismo
altamente oxidativo y una alta produccion de ROS en presencia de la sefal del TCR
y el CD28, por lo que en caso contrario a lo que ocurre en el modelo de los linfocitos
T CD4* de adultos, en el modelo adaptado para los linfocitos T CD4* neonatales la
reprogramacion metabdlica inducida por el aumento en la concentracion de L-
arginina no tiene efecto sobre la respuesta de los linfocitos T CD4* neonatales, en
los estados estables la presencia de la sefal del TCR y CD28 estos adquieren
funciones efectoras como la produccion de citocinas, esto coincide con los datos
experimentales obtenidos por el equipo del laboratorio (Carreon, 2025), en los que
el efecto inhibidor del aumento en la concentracion de L-arginina sobre la
produccion de citocinas es menos eficiente en los linfocitos T CD4* neonatales a
comparacion del efecto sobre los de los adultos.

En el caso de la perturbacion Kl para aumentar la concentracion de la L-serina, en
el modelo se promueven las diferentes vias que metabolizan la L-serina y se
promueve la sintesis de los productos de estas vias, igual que en el caso de la L-
arginina, el aumento en la L-serian promueve su oxidacion, lo que impulsa el TCAy
aumenta la OXPHOS, sin embargo, la L-serina puede entrar al ciclo de THF
produciendo L-glicina o puede metabolizarse para producir L-cisteina. La L-glicina
y la L-cisteina son intermediarios en la sintesis de GSH, en el modelo el aumento
en sintesis de L-glicina y L-cisteina causado por el aumento en la L-serina
promueven la sintesis de GSH, lo que mantiene bajo control las ROS. El ciclo del
THF se conecta con el ciclo de la L-metionina; en el modelo, esto causa que el
incremento en el ciclo del THF, causado por el aumento en la concentracion de la L-
serina, también provoque un incremento en el ciclo de la L-metionina, lo que
aumenta sus intermediarios, incluyendo al donador de grupos metilo SAM. En la
bibliografia se ha reportado que el aumento de la concentracién de SAM en linfocitos
T CD8* puede causar un cambio en el epigenoma reduciendo la accesibilidad de la
cromatina, lo que impide la correcta activacion y diferenciacion de los linfocitos T
(Hung et al., 2021). En nuestro modelo de los linfocitos T CD4* de adultos este
efecto del aumento en la concentracién de SAM impulsado por un aumento en el
ciclo de la L-metionina y el ciclo del THF se aprecia en los estados estables que se
producen con la perturbacién Kl que aumenta la concentracion de L-serina, en los
cuales, en presencia de la sefial del TCR y el CD28, no se activan las funciones
efectoras, no hay produccion de citocinas, ni ocurre la programacién metabdlica,
permaneciendo en un estado basal altamente oxidativo y poco glucolitico, estas
caracteristicas efectoras de los linfocitos T CD4* que se producen por el aumento
en la L-serina en el modelo coinciden con los resultados experimentales obtenidos.
En la bibliografia se ha reportado que los linfocitos T CD4* neonatales tienen un
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epigenoma diferente al de los linfocitos T CD4* de adultos, el cual se caracteriza por
una mayor cantidad de marcas de cromatina cerrada (Bermick et al., 2022; Kempis-
Calanis et al., 2024), en el modelo adaptado para linfocitos T CD4* de neonatos,
estas caracteristicas de los linfocitos T CD4* neonatales hace que el aumento en
los niveles de SAM a causa del aumento en la L-serina no tenga ningun efecto sobre
la activacién de los linfocitos T CD4* neonatales, esto se ve reflejado en los estados
estables producidos bajo la perturbacion Kl que aumenta la concentracion de la L-
serina, en los que en presencia de la sefial del TCR y CD28 se promueve la
adquisicion de funciones efectoras, como la produccién de citocinas, esto coincide
con los datos experimentales obtenidos por el equipo del laboratorio (Carreon, 2025)
en los que el efecto inhibidor del aumento en la concentracién de L-serina sobre la
produccion de citocinas es menos eficiente en los linfocitos T CD4* neonatales a
comparacion del efecto sobre los de adultos.

En conjunto, nuestros resultados experimentales revelan que los linfocitos T CD4*
neonatales tienen una mayor tasa metabdlica en comparacion con los de adultos y
que el aumento en la concentracién de la L-serina y la L-arginina tiene un efecto
inhibidor sobre la activacion de los linfocitos T CD4*, el cual es menos efectivo en
los linfocitos T CD4* de neonatos en comparacion con los de adultos. Nuestros
resultados computacionales indican que el aumento en la concentracién de la L-
arginina y la L-serina producen un programa metabdlico altamente oxidativo que
promueve la produccion de metabolitos con actividad inmunoreguladora, como las
ROS y SAM respectivamente, sin embargo, el metabolismo de los linfocitos T CD4*
neonatales disminuye el efecto inhibidor de la programacion metabdlica causada
por los aminodacidos. Por ultimo, nuestro trabajo sienta un precedente que remarca
la necesidad de estudiar el metabolismo de los linfocitos T CD4" y su respuesta a
diferentes concentraciones de metabolitos y nutrientes con actividad
inmunoreguladora, si se desea desarrollar estrategias metabdlicas para modular la
red regulatoria que rige la respuesta de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos.
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