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1. RESUMEN

La creciente evidencia documentada sobre el papel de la obesidad en la iniciacion
y progresion del cancer ha impulsado el interés de dilucidar los mecanismos a través
de los cuales esta patologia podria estar modulando el microambiente tumoral.
Recientemente, los exosomas provenientes de células tumorales han cobrado gran
relevancia, ya que se los ha relacionado con la progresion del cancer debido a su
capacidad de regular la respuesta inmunolégica y promover fenémenos como la
angiogénesis y la metastasis, entre otros. Por otro lado, existen apenas algunos
reportes que describen el efecto de exosomas liberados por adipocitos
(adiposomas) sobre las células tumorales y algunas poblaciones del sistema
inmunoldgico. Sin embargo, poco se sabe mucho acerca del efecto que los
adiposomas pudieran tener en la biologia de los linfocitos T reguladores (Tregs), lo
cual es de interés en cancer debido a la capacidad que poseen estas células de
suprimir la respuesta anti-tumoral. En el presente trabajo, se establecié una
metodologia para el aislamiento y caracterizacion de adiposomas provenientes de
tejido adiposo asociado a tumores mamarios. Se compararon muestras obtenidas
de pacientes de peso normal, con sobrepeso y con obesidad, no encontrandose
diferencias entre los tres grupos en cuanto a su tamafio ni su concentracion
normalizada por gramo de tejido. Asimismo, se establecieron las condiciones
subdptimas necesarias para poder evaluar el efecto de estas vesiculas
extracelulares en la expansion ex vivo de linfocitos T reguladores (Tregs). Los
hallazgos de este trabajo permitiran realizar los ensayos funcionales para
determinar el efecto de los adiposomas provenientes de tejido adiposo asociado a

tumores mamarios en la expansion de Tregs.



2. INTRODUCCION

El cancer de mama (CaMa) es una enfermedad de alta prevalencia entre la
poblacion femenina mexicana, constituyendo la principal causa de mortalidad por
tumores malignos y siendo también el padecimiento con mayor indice de morbilidad
en mujeres mayores de 20 afos. El CaMa puede clasificarse clinicamente de
acuerdo con el estadio en el que se encuentra la enfermedad, y molecularmente, en
subtipos de acuerdo con la expresion de receptores hormonales, entre otras
clasificaciones. Existen varios factores de riesgo que predisponen al padecimiento
de esta enfermedad, entre los cuales destaca la obesidad. Los adipocitos de tejido
adiposo obeso sufren cambios en la produccion de citocinas y el reclutamiento de
células del sistema inmunoldgico con respecto al tejido adiposo sano, lo cual
modifica el microambiente tumoral, donde existe una gran cantidad de células que
mantienen una estrecha comunicacion. Uno de los mecanismos mas investigados
actualmente es la comunicacion intercelular mediada por la liberacion de vesiculas
extracelulares que trasportan biomoléculas activas a células blanco en sitios lejanos
induciendo efectos bioldgicos diversos. Los exosomas son vesiculas extracelulares
de 30-150 nm secretadas por varios tipos de células que de manera importante
favorecen la progresion del cancer, activando vias tumorigénicas a través de
alteraciones en la regulacion de células del sistema inmunoldgico, células
endoteliales y células tumorales, contribuyendo también a la formaciéon de un nicho
tumoral en otros 6rganos para facilitar la metastasis del tumor primario. Por otro
lado, se sabe que, en el contexto del CaMa, hay una correlacion positiva entre el
incremento de las Tregs intratumorales y mal prondstico de las pacientes. Existen
varios mecanismos que pueden mediar el aumento de las Tregs, siendo uno de ellos
su expansion in situ. Hasta el momento, se desconoce si los adiposomas pudieran

estar involucrados en este proceso por lo cual es de interés su estudio.



3. ANTECEDENTES

3.1. Cancer de Mama

El pecho en las mujeres adultas alberga a la gldndula mamaria, la cual es una
glandula especializada en la produccién de leche durante la lactancia. Este tejido
se encuentra principalmente formado por a) células epiteliales, las cuales
conforman los I6bulos y lobulillos de la glandula, donde tiene lugar la produccién de
leche; b) células mioepiteliales, las cuales conforman los ductos que son los
encargados de llevar la leche de los l6bulos al pezdn y c) estroma, el cual esta
conformado en gran medida por el tejido adiposo que rodea la glandula y
fibroblastos que participan en el desarrollo de la glandula.? El tejido mamario se
caracteriza por su plasticidad, puesto que sufre una remodelacion extensa durante

la adultez, factor que incrementa su susceptibilidad a la carcinogénesis.*

El CaMa es la hiperplasia maligna que afecta a la glandula mamaria. Es ocasionada
por la proliferacion descontrolada y exacerbada de las células epiteliales y
mioepiteliales que la conforman.?® Alin no se conoce el mecanismo especifico que
desencadena el desarrollo tumoral en CaMa pero existen dos principales hipotesis
a nivel celular que buscan explicar el mecanismo de iniciacion de esta patologia: el
modelo de evolucion clonal, que propone una acumulacion de mutaciones y
cambios epigenéticos en las células tumorales, donde las mas aptas son
seleccionadas para sobrevivir y proliferar, y el modelo de células troncales
cancerosas, el cual propone gue solo las células cancerigenas precursoras inician

y sostienen la progresion del tumor.*

3.2. Distribucién y Estadisticas en México y el Mundo

El CaMa es un problema de salud mundial, el cual va en aumento afio tras afio. De
acuerdo con las ultimas estadisticas publicadas por GLOBOCAN en 2020, el CaMa
se encuentra en el primer lugar de los canceres con mayor incidencia y es el quinto

con la mayor mortalidad en el mundo para ambos sexos. En mujeres, este



padecimiento presenta la mayor incidencia y mortalidad de todos los canceres,

superando al cancer de pulmén.®

En México se estima que los tumores malignos son la 42 causa de muerte en

mujeres después de enfermedades cardiovasculares, diabetes, entre otras. Entre

los tumores malignos, el cancer de mama es el que presenta la mayor mortalidad

con un 15.4%, donde el grupo de edad mas afectado va desde los 40 a los 59 afios.®

3.3.

Clasificacion del Cancer de Mama

El CaMa puede clasificarse de acuerdo con diferentes criterios, los cuales son Utiles

en la clinica para la asignacion de regimenes terapéuticos adecuados para cada

tipo de cancer.* De forma general, este conjunto de patologias puede clasificarse

de las siguientes formas:

Clasificacion Histopatoldgica: De forma general se clasifica el cancer en pre-
invasivo, cuando este se limita a la membrana basal e invasivo, cuando este
sobrepasa la membrana basal. Ademas, puede subclasificarse de acuerdo
con el sitio donde se origina en: carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal
invasivo, carcinoma lobular in situ y carcinoma lobular invasivo. Esta
clasificacion es descriptiva de acuerdo con la arquitectura y disposicion
espacial que presenta el tumor.

Clasificacion por subtipo molecular: EI CaMa puede ser subclasificado de
acuerdo con la sobreexpresion o ausencia de receptores hormonales en 4
subtipos principales. Luminal A (sobreexpresion del receptor de estrégenos
ER y/o progesterona PR, Her2 negativo y con un Ki67 menor o igual al 10%);
Luminal B (sobreexpresion de ER y/o PR, Her2 positivo 0 negativo y Ki67
mayor al 10%); Her2+ (ER/PR negativos, Her2 positivo); Triple Negativo (ER,
PR y Her2 negativo).

Clasificacion por estadio clinico: Se basa en la clasificacion TNM en la cual
se monitorea el tamafo tumoral (T), el nidmero de ndédulos linfaticos

invadidos por células tumorales (N) y metastasis (M). De acuerdo con estos



valores, el CaMa se clasifica en los estadios |, Il, lll y IV, los cuales a su vez

presentan subclasificaciones.*’

3.4. Factores de Riesgo

Los factores de riesgo son diversos, incluyendo aquellos no modificables como la
raza, el género, la edad, mutaciones en los genes BRCA1/2 y/o TP53, alta densidad
de tejido mamario, menopausia, antecedentes familiares, entre otros. Existen otros
que pueden ser modificables como el sobrepeso y la obesidad, sedentarismo,
exposicibn a carcindgenos, radiacion, tratamientos hormonales, uso de
anticonceptivos orales, consumo de alcohol, no haber tenido hijos y/o no haber
lactado, entre muchos otros relacionados con el historial ginecolégico de las

mujeres.*’8

3.5. Obesidad

Como ya se habia mencionado antes, la obesidad es uno de los factores
predisponentes para el padecimiento de CaMa. La OMS define a la obesidad como
la acumulacién anormal y excesiva de grasa que representa un riesgo para la salud.®
Esta enfermedad puede ser evidenciada mediante la determinacion del indice de
masa corporal (IMC). De acuerdo con esto, un individuo tiene sobrepeso si su IMC

se encuentra entre 25y 30 kg/m? y obeso si este es igual o mayor a 30 kg/m?.°

Recientemente, se ha reconocido que el IMC no es la mejor forma de clasificar a los
pacientes, ya que este esta sujeto al peso del individuo, el cual esté influenciado por
la composiciéon corporal (grasa vs. musculo). Existen otros parametros que nos dan
un mejor acercamiento sobre la acumulacion de grasa visceral, como lo son la
medicion de la circunferencia de la cintura, el indice cintura-cadera, la determinacion
de la composicion corporal a través de pruebas de impedanciometria o la

determinacién de la masa del tejido adiposo, siendo este ultimo el menos utilizado



por la baja practicidad que implica su determinacion debido a la necesidad del uso

de equipos de imagenologia avanzados.'01

A pesar de que hasta hace algunos afios sélo se consideraba a la obesidad como
un problema de salud que afectaba a los habitantes de paises con altos ingresos
per capita, hoy en dia se ha identificado que también afecta a los individuos que
habitan en paises de medianos y bajos recursos, por lo que su erradicacion es de
gran importancia debido al riesgo que representa para el desencadenamiento y

desarrollo de distintos padecimientos, incluido el cancer.®

En CaMa, se sabe que la obesidad es un factor de riesgo especialmente en mujeres
post-menopausicas, asi como un factor de mal prondstico comparado con pacientes
de peso normal.81213 Se propone que la obesidad influencia la aparicién, desarrollo
y desenlace del cancer de mama debido a la desregulacion de la sefalizacion de
insulina e IGF, altos niveles de estrégenos circulantes, inflamacion local y sistémica,
alteracion del perfil y cantidad de adipocinas secretadas (principalmente leptina y

adiponectina) y modificaciones en el microbioma de la glandula mamaria.1#1516

3.6. Tejido Adiposo y Cancer de Mama

Los adipocitos y las células tumorales interactian a través de diversos factores
secretados. Por un lado, los adipocitos secretan lipidos bioactivos, adipocinas,
citocinas, hormonas e inhibidores de proteasas que activan a las células de cancer
de mama hacia un fenotipo mucho mas agresivo, aumentando su capacidad
proliferativa, migratoria e invasiva a otros tejidos, asi como un metabolismo mas
dirigido hacia la B-oxidaciéon. Por su parte, las células tumorales inducen la lipdlisis
de los adipocitos dando lugar a la transformacion de estos en adipocitos asociados
a tumor, los cuales se caracterizan por sufrir un proceso de deslipidacién,
desdiferenciacion y una autofagia incrementada. Los adipocitos asociados a tumor
producen un aumento de acidos grasos libres, citocinas proinflamatorias y

proteasas en el microambiente tumoral, promoviendo la progresion de la



enfermedad. En obesidad, este efecto se encuentra incrementado, volviendo a las

células tumorales mas agresivas que en condiciones de no obesidad.'#1°

3.7. Tejido Adiposo y Sistema Inmunologico

El tejido adiposo mantiene una estrecha relacion con el sistema inmunolégico. En
condiciones normales, el TA se encuentra principalmente infiltrado por células con
un perfil antiinflamatorio como lo son los linfocitos Th2, macrofagos M2, linfocitos T
reguladores (Tregs), eosinofilos, entre otras, las cuales secretan citocinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-13, IL-10, etc.) que mantienen tanto la homeostasis del
tejido adiposo como la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, cuando el TA pasa
de un estado de homeostasis a uno de obesidad, las células inmunes que residen
en este cambian, adquiriendo un perfil pro-inflamatorio. Entre ellas destacan los
linfocitos Thl y Th17, linfocitos T citotoxicos CD8+, macréfagos M1, neutréfilos y
células NK, las cuales secretan citocinas proinflamatorias (IL-18, IL-6, TNF-a, CCL-
2, entre otras) y producen especies reactivas de oxigeno (ROS) que dan lugar a un
estado de inflamacion cronica sistémica de bajo grado que no puede

resolverse.16:17.18

3.8. Inmunoedicién del cancer

Las células del sistema inmunoldgico participan en la actividad anti-tumoral como
mecanismo extrinseco de supresién tumoral, muchas veces eliminando células que
se han transformado mucho antes de que estas proliferen y den lugar a un tumor
cuando los mecanismos intrinsecos de supresion tumoral han fallado (reparacion
del DNA, senescencia y/o apoptosis). Sin embargo, si estas no son identificadas de
forma oportuna, tiene lugar el desarrollo tumoral. Dentro del tumor ya establecido,
las diferentes células del sistema inmune participan en tres procesos que en

conjunto son conocidos como la inmunoedicién del cancer.1?2°

10



Este concepto engloba una primera etapa de eliminacibn o de vigilancia
inmunologica, que consiste en la actividad anti-tumoral que ejercen células de la
respuesta inmune innata y adaptativa, como macréfagos M1, células NK y NKT,
células dendriticas, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y linfocitos T yd, las cuales,
a través de diversos mecanismos, eliminan a las células tumorales. Cuando la
totalidad de las células transformadas no puede ser eliminada por la actividad anti-
tumoral de las células del sistema inmunologico, se progresa a una etapa de
equilibrio, en donde las células tumorales entran en un estado de latencia
proliferativa mantenida principalmente por la actividad de células de la respuesta
inmune adaptativa por largos periodos. Esta presion ejercida por el sistema
inmunologico promueve la acumulacién de mutaciones en las células tumorales
residuales, las cuales se caracterizan por ser menos inmunogénicas y resistentes a
mecanismos que pudieran provocar su muerte, edicion que les permite evadir la
respuesta inmune. Finalmente, en la etapa de escape, las células transformadas
seleccionadas reinician su proliferacién exacerbada, dando lugar a la formacién de
un tumor. Ademas, debido a la produccion tumoral de citocinas anti-inflamatorias, la
clase de células del sistema inmunolégico que infiltran el tumor cambia,
desplazando el equilibrio a una mayor proporcién de células con propiedades
reguladoras. Entre estas, se encuentran principalmente las células mieloides
supresoras (MDSC) y Tregs. Estas poblaciones suprimen la actividad anti-tumoral
ejercida por otras células del sistema inmunolégico, permitiendo que el tumor

progrese. En la Figura 1 se muestra un resumen de lo descrito anteriormente.%20
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Figura 1. Inmunoedicion del Cancer. Modificado de Schreiber, et. al., Science,

2011.

Las Tregs han sido ampliamente estudiadas en el contexto del cancer debido a su

importancia en la etapa de escape de la inmunoedicién del cancer y es por esto que,

en este trabajo, nos centraremos en describirlas mas a fondo, asi como su

relevancia biolégica en esta patologia.

3.9. Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores son una subpoblacion de células T CD4+ que participan

en la tolerancia inmunolégica. Su principal funcion es la de suprimir a otras células
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del sistema inmunolégico a través de diversos mecanismos, regulando asi la

respuesta inmune.?!

Las Tregs pueden ser caracterizadas por la expresion del factor de transcripcion
maestro FoxP3, el cual regula el desarrollo y funcién de estas células.?? Este factor
de transcripcion regula positivamente la expresion de varios genes, de entre los
cuales destacan CD25, CTLA-4 y GITR, moléculas importantes tanto en la funcion
como en la sobrevivencia y estabilidad de estas células, mientras que reprime la

expresion de moléculas como IL-2, IFN-y, IL-4, IL-17, entre otras.?123

Existen dos tipos principales de Tregs FoxP3+ de acuerdo con su origen: Tregs
timicas, las cuales se originan en el timo, producto de la seleccién positiva de
timocitos bajo condiciones de alta avidez por su ligando especifico y en presencia
de co-estimulacion a través de la molécula CD28 y la sefializacion mediada por IL-
2. Por otro lado, se encuentran las Tregs periféricas, las cuales se originan fuera del
timo a partir de células T virgenes, en las cuales se induce la expresién de FoxP3
tras su estimulacion con citocinas como TGF-f e IL-2, metabolitos como el acido
retinoico y la activacién a través de su TCR mediada por interacciones de baja
avidez con sus ligandos, sefiales bajas de co-estimulacién y/o en presencia de
sefales co-inhibitorias. Ambos subtipos son necesarios para el mantenimiento de la

tolerancia inmunoldgica.?!:24-26

Estas células ejercen su actividad supresora a través de diferentes mecanismos, los

cuales, a grandes rasgos, se pueden dividir en 4 grupos (Figura 2):

a) Citocinas inhibitorias: Las Tregs producen citocinas anti-inflamatorias como
IL-10, TGF-B e IL-35, las cuales inhiben la actividad de linfocitos T efectores.

b) Citdlisis: Sintetizan moléculas citoliticas como granzimas A/B y perforinas
gue inducen apoptosis en linfocitos T efectores.

c) Disrupcion metabdlica: Debido a que estas células son incapaces de producir
IL-2, un factor esencial para su supervivencia, aprovechan la IL-2 producida
por los linfocitos T efectores, disminuyendo su abundancia en el ambiente y

de esta forma evitan que estos ultimos la utilicen para su proliferacion.
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Ademas, poseen las ectoenzimas CD39 y CD73 que convierten el ATP del
medio a adenosina, la cual tiene propiedades anti-inflamatorias.

d) Modificacion de células dendriticas (DCs): Las células dendriticas participan
en la presentacion antigénica activando la respuesta inmune adaptativa. Las
Tregs pueden inhibir la maduracion y funcion de las DCs a través de las
moléculas CTLA-4 y LAG-3. Ademas, la interaccion de CTLA-4 con las
moléculas CD80/86 induce la produccion de la enzima IDO, la cual cataliza
la conversién del triptéfano del ambiente en quinurenina, metabolito que ya

no puede ser utilizado por los linfocitos T efectores.?728
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Granzyme A or granzyme B
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Nature Reviews | Immunology

Figura 2. Principales mecanismos de supresion de las Tregs. Tomado de

Vignali, D., et. al., Nature Reviews Immunology, 2008.

Debido a su importancia biolégica, se han disefiado numerosos modelos y ensayos
para caracterizar a la poblacion de linfocitos T reguladores con el objetivo de
estudiar los mecanismos que regulan su generacion, mantenimiento y funcion en el

cuerpo. Entre ellos, se encuentran la induccién de Tregs a partir de linfocitos T
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virgenes, la expansion de Tregs y el andlisis de su funcion supresora in vitro o in

Vivo.

3.10. Tregs en Cancer de Mama

Las células T reguladoras han sido ampliamente estudiadas en muchas patologias,
incluido el cancer. Se han hecho varios estudios para determinar su importancia en
la progresion de esta patologia. De acuerdo con un metaanalisis, una alta expresion
de FoxP3 intratumoral correlaciona con mal prondstico en los pacientes con
diferentes tipos de cancer, siendo el CaMa uno de ellos (Figura 3).2° Ademas, otro
metaanalisis identificé una menor supervivencia general en pacientes con cancer
de mama que presentaban un mayor porcentaje de linfocitos infiltrantes que
expresan FoxP3.%° Por su importancia como células supresoras de la actividad anti-
tumoral que ejercen diversos tipos celulares del sistema inmunoldgico, se las ha
estudiado mas a fondo con el propésito de disefiar nuevas terapias para el

tratamiento del cancer.3!

Cancersite and type Number of studies OR (85%Cl) P 2

Cervical 2 —_——  511(287-9.11) <0001 66%
Renal 3 e 4.26(2.18-8.34) <0001 39%
Ovarian B [ — 1.21(0.61-2.40) 0.59 89%
Melanomas 6 —— 2.15(1.34-3.44) 0.002 38%
Pancreatic 2 —— 1.92(0.90- 4.07) 0.09 45%
Hepatocellular 8 —— 1.82(1.16- 2.86) 0.008 75%
Gastric 1" —-— 1.65(1.08- 2.52) 0.02 67%
Breast 9 —— 1.65(1.13-241) 0.01 73%
Colorectal 8 . 0.71(0.62- 0.82) 0.01 0%
Head and neck 2 - 0.69(0.50- 0.95) 0024 23%
Oesophageal 2 - 0.51(0.33-0.79) 0.002 0%

1012346678910
Figura 3. El incremento de Foxp3 intratumoral correlaciona con mal

pronostico de los pacientes con diferentes tipos de cancer, incluido el

cancer de mama. Modificado de Shang, et. al., Scientific Reports, 2015.
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En el caso especifico del CaMa, recientemente se public6 un articulo que
caracteriza a las Tregs infiltrantes de tumores mamarios. Se encontré una mayor
proporcion de Tregs infiltrantes de tumor en etapas avanzadas de la enfermedad y
en canceres con subtipo molecular mas agresivo, como lo es el triple negativo, en
comparacién con etapas mas tempranas y subtipos menos agresivos de la
enfermedad (Figura 4).3? Las Tregs infiltrantes de tumores mamarios expresan el
receptor de quimiocinas CCRS8, lo cual las diferencia de las Tregs residentes de
tejido mamario sano y sangre periférica, y esta expresiéon es promovida por el
microambiente tumoral. Ademas, el grado de expresion de CCR8 en Tregs
intratumorales parece ser un mejor marcador prondéstico que el nivel de expresion
de FoxP3.3233

a) b) c)
€0 — =
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y St - ) by =
29 2 =3 =3 it
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2 3adpa 'E‘-. < & T O

0
v

Tumor NBP  PBMC

Figura 4. Tregs en tumores de cancer de mama. En este estudio, se identificd
gue a) el porcentaje de Tregs infiltrantes de tumor era mayor al porcentaje en
tejido mamario sano (NBP) y mayor al presente en sangre periférica, b) que esta
infiltracion era mayor en subtipos mas agresivos de la enfermedad, como lo es el
triple negativo (TNBC) y c¢) que de igual forma su nUmero es mayor en estadios

mas avanzados de la enfermedad. Tomado de Plitas, et. al., Immunity, 2016.

El aumento de Tregs intratumorales puede ser producto de uno o varios
mecanismos, entre los cuales se encuentran: su reclutamiento desde la periferia
para infiltrar el tumor, su induccion in situ a partir de células T CD4+ virgenes y/o su
expansion in situ a partir de las Tregs ya presentes en el microambiente tumoral. En
cancer de mama, aun no se ha llegado a un consenso sobre el mecanismo

involucrado en el incremento de esta poblacion intratumoral, siendo el reclutamiento
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incrementado de Tregs timicas (tTregs) desde la periferia y la induccién

intratumoral, las dos principales hipétesis.3?:34

3.11. Exosomas

El microambiente tumoral es un término que engloba a todas las células que
interaccionan en un tumor, comprendiendo a las células tumorales, células del
sistema inmunoldgico, fibroblastos, células endoteliales, asi como moléculas
sefalizadoras y la propia matriz extracelular.®® Es en él donde se da la comunicacion
estrecha de todos los tipos celulares que convergen en este espacio a través de
mediadores solubles como metabolitos, citocinas, quimiocinas, factores de
crecimiento, entre otros, pero también a través de vesiculas extracelulares liberadas
por los distintos tipos celulares presentes.®>3% Entre las vesiculas extracelulares
mas estudiadas en el contexto del microambiente tumoral se encuentran los

exosomas.3/38

Los exosomas son vesiculas extracelulares de origen endocitico conformadas por
una bicapa lipidica, las cuales tienen un tamafio de 30-150 nm de diametro. Los
exosomas son secretados por practicamente todos los tipos de células y pueden
llegar a contener una gran variedad de lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, cuya

naturaleza dependera de la célula a partir de la cual fueron producidos (Figura
5).39,40
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Figura 5. Exosomas: Biomoléculas que los componen. Tomada de Kalra, et.
al., Int. J. Mol. Sci, 2016.

Cuando fueron descubiertos, se pensaba que formaban parte de un mecanismo de
eliminacién de residuos de la célula y que su empaquetamiento ocurria de forma
estocastica, pero hoy en dia se sabe que son muy importantes en la comunicacién
intercelular, ya que son capaces de transportar biomoléculas de una célula a otra,
inclusive a grandes distancias en el cuerpo, participando de esta forma en la
homeostasis de diferentes tipos celulares.384° Ademas, se ha descrito que existen
diversos mecanismos a través de los cuales la célula es capaz de controlar el

contenido de los exosomas que produce.*

Interesantemente, se ha identificado que su produccion se encuentra alterada en
muchas patologias, entre ellas el cancer. Estas vesiculas extracelulares han sido
ampliamente descritas como promotores de la tumorigénesis, desarrollo vy
metastasis de muchos tipos de cancer, transportando moléculas a sitios distantes
de forma dirigida gracias a las integrinas y receptores de quimiocinas presentes en
sus membranas, preparando asi el nicho pre-metastasico en 6rganos distintos a
donde se localiza el tumor primario.*? Otros ejemplos de procesos pro-tumorales en

los que participan los exosomas incluyen la angiogénesis y la inmunosupresion. 3848
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Como ya se ha mencionado antes, las células del sistema inmunolégico participan
en el proceso de inmunoedicion del cancer, buscando en una primera etapa eliminar
a las células transformadas. Los exosomas provenientes de células tumorales
pueden afectar la supervivencia y funcion de las células del sistema inmunoldgico a
lo largo de este proceso, modificando la respuesta anti-tumoral de forma que se

favorezca el escape del tumor frente a la vigilancia inmunolégica.*344

En el caso de la fase de eliminacion de la inmunoedicion del cancer, los exosomas
tumorales pueden inhibir la actividad e incluso ejercer un efecto citolitico sobre las
células que ejercen actividad citotoxica sobre las células tumorales (linfocitos T
citotoxicos, células NK, entre otras) evitando que estas actien de forma eficiente en
la eliminacibn de las células malignas, favoreciendo asi la progresion del
crecimiento tumoral.*34* Por otro lado, en la fase de escape, los exosomas
tumorales pueden promover el reclutamiento y la expansion de células
inmunosupresoras (Tregs, MDSC, principalmente), las cuales suprimen la actividad
anti-tumoral de las células del sistema inmunol6gico sobre el tumor, dando lugar a

la progresion de la enfermedad. 344

En el caso particular de las Tregs, ya se sabe que estas células se encuentran en
mayor proporcion en los tumores de pacientes con cancer de mama con respecto
al tejido mamario normal, y que este incremento correlaciona con etapas mas
avanzadas, asi como con subtipos mas agresivos de la enfermedad.3? Por lo tanto,
diferentes grupos se han dado a la tarea de dilucidar los mecanismos mediante los
cuales se promueve el aumento de esta poblacion intratumoral, lo cual se ha

correlacionado con un peor prondstico para las pacientes.

Existe evidencia de que los exosomas tumorales obtenidos de cultivos de células
de cancer de ovario y cancer de cabeza-cuello promueven la induccidn, expansion
y aumento de la actividad supresora de las Tregs.*>#¢ Por otro lado, antecedentes
directos de nuestro grupo de investigacion indican que los exosomas derivados de
lineas celulares de cancer de mama de diferentes grados de agresividad (MCF-7 y
MDA-MB-468) promueven la induccion, expansion y actividad supresora de las
Tregs.%’
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3.12. Adiposomas

A los exosomas provenientes de los adipocitos se les ha denominado adiposomas.
Estas vesiculas han comenzado a estudiarse recientemente, habiendo a la fecha
solo algunos reportes sobre su caracterizacion morfologica y dimensional, contenido
lipidico, asi como los efectos que tienen sobre células cancerosas y células del

sistema inmunolégico.4°

Por ejemplo, se ha identificado que los adiposomas provenientes de la linea celular
3T3 de ratdn, la cual es una linea mesenquimal que puede diferenciarse a adipocitos
bajo el estimulo adecuado, aumentan la invasividad de células LLC, que son de una
linea celular de cancer de pulmdn murina, por transferencia de metaloproteinasa 3

(MMP3) via exosomas.>°

En humanos, vesiculas extracelulares purificadas de adipocitos humanos
diferenciados in vitro y del cultivo ex vivo de explantes de tejido adiposo (subcutaneo
y visceral) y co-cultivados con monocitos de sangre periférica, inducen la
diferenciacion de estos a macrofagos asociados a tumor (TAMs), evidenciado por
un aumento en la expresion de moléculas tanto pro-inflamatorias como anti-

inflamatorias, perfil caracteristico de este tipo de macréfagos.>!

Finalmente, en un modelo de estudio similar al que se utilizara en este proyecto, en
donde se cultivaron explantes de tejido adiposo asociado a tumores de pacientes
con cancer de mama, se lograron obtener vesiculas extracelulares derivadas de
tejido adiposo mamario purificadas del sobrenadante por gradiente de densidad con
sacarosa, las cuales se caracterizaron por microscopia electrénica de transmision
(MET), analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) y WB (presencia de
moléculas caracteristicas de exosomas como CD9, Flotilina-1, HSP70, moléculas
propias de tejido adiposo, como FABP4 y ausencia de moléculas que evidencian
contaminacion del purificado con cuerpos apoptéticos) (Figura 6). Estos
adiposomas provocaron al aumento en el nimero de mamosferas formadas por

células de la linea MCF-7 al ser co-cultivados con estas.>?
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Sin embargo, hasta el momento se desconoce el efecto que pudieran tener estas
vesiculas extracelulares provenientes de adipocitos sobre la biologia de los

linfocitos T reguladores, por lo cual es de interés su estudio.

duc-0DG duc-0DG
Densities 1,047 1,076 1.086 1,119 1,147 1,215 Densities 1.041 1,076 1.086 1.119 1.141 1.215
(ML) 1,088 1,078 1,103 1,725 1,186 1,256 (@ML) 1068 1,078 1103 1,725 1,786 1,256
2 2 2 & 4 88 %
A33d¢ s 3 53348 A% =
HSP70 - e - 70 kDa GM130 = 130 kDa
-
o) —- w47 kDa Calreticulin 48 kDa
-
32kDa
Prohibitin
€09 22 kDa
FARPY & 14 kDa

Figura 6. Caracterizacion de los adiposomas derivados de tejido adiposo
asociado a tumores mamarios. En a) se observa la caracterizacion por MET,
donde ademas se marcaron los adiposomas con anticuerpos anti-CD63 acoplados
a particulas de oro, b) caracterizacién por NTA, c) WB de marcadores de
exosomas y d) WB de marcadores de restos celulares y cuerpos apoptéticos.
Modificado de Jeurissen, et. al., Cell Adhesion & Migration, 2017.
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4. JUSTIFICACION
El cancer de mama es una enfermedad de gran importancia para el sector salud
debido a la alta tasa de morbilidad y mortalidad que tiene alrededor del mundo y en

nuestro pais.

En afios recientes, los exosomas han cobrado importancia como un mecanismo de
comunicacion celular clave en el desarrollo del cancer, ya que son capaces de
transportar biomoléculas de una célula a otra y de producir un efecto en las células

receptoras.

Trabajos previos del laboratorio han demostrado que los exosomas liberados por
lineas celulares de diferentes tipos de cancer de mama promueven la conversion
de células T reguladoras a partir de células T virgenes, asi como la expansion de
Tregs in vitro y que su efecto es dosis dependiente. Sin embargo, en el contexto del
microambiente tumoral, este efecto también podria estar influenciado por otras
células. En el caso de la glandula mamaria, uno de los tipos celulares mas
abundantes después de las células epiteliales son los adipocitos. Cabe destacar
gue se ha identificado que la contribucion del tejido adiposo a la produccién de
MiRNAs exosomales circulantes es de las mas importantes en el organismo. Hasta
el momento, los adiposomas han sido poco estudiados habiendo solo algunos
reportes donde se los ha comenzado a caracterizar por su morfologia y contenido.
También, se ha comenzado a describir el efecto que tienen tanto en el aumento de
la invasividad de células cancerosas como en la polarizacion y activacion de
monocitos/macréfagos. Sin embargo, nada se ha descrito sobre el papel que
podrian tener en la biologia de los linfocitos T reguladores. Por lo tanto, es de interés
determinar si los adiposomas liberados por los adipocitos provenientes del tejido
adiposo mamario tienen un efecto sobre la expansion de las Tregs, cuyo incremento
intratumoral en el cancer de mama se asocia con un mal prondéstico para las
pacientes. Para esto, es necesario, en un primer acercamiento, poder aislar y
caracterizar adiposomas provenientes de adipocitos mamarios asociados a tumores
de pacientes con cancer de mama de una forma que permita su posterior uso en

ensayos bioldgicos.
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5.

HIPOTESIS

Es posible aislar y caracterizar adiposomas provenientes de muestras de tejido

adiposo asociado a tumores de pacientes con cancer mama para estudiar su efecto

potencial sobre la expansién de linfocitos T reguladores.

6.

6.1.

OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar y caracterizar adiposomas provenientes de tejido adiposo asociado a tumores

de pacientes con cancer de mama para su posterior uso en la evaluacion del efecto

que tienen en la expansion de linfocitos T reguladores.

6.2.

1)

2)
3)

4)

5)

Objetivos Particulares

Purificar adiposomas a partir de tejido adiposo asociado a tumores de
pacientes con cancer de mama.

Caracterizar los adiposomas obtenidos por NTA, MET y WB.

Separar células mononucleares de muestras de sangre de sujetos sanos y
criopreservarlas.

Purificar células T reguladoras a partir de las células mononucleares
criopreservadas mediante separacion celular por citometria de flujo (FACS
sorting).

Establecer las condiciones para los ensayos de expansion ex vivo de Tregs

con las muestras de sujetos sanos.
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7. METODOLOGIA

Se recolectaron muestras de tejido adiposo de pacientes femeninas diagnosticadas

con cancer de mama de entre 18 a 60 afios, sometidas a cirugia (MT y/o MRM), las

cuales fueron proporcionadas por los cirujanos del servicio de Oncologia del

Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, previo consentimiento informado

y cumplimiento de los criterios de inclusién y exclusion (APENDICE A).

Tabla 1. Datos antropométricos de las pacientes

Peso normal (n=5)

Sobrepeso (n=4)

Obesidad (n=5)

Edad (afos) 36.6+£7.6
IMC (kg/m2) 20.7+2.3
Cintura (cm) 75.0+10.3

Estadio Clinico 0, IA(2), 1Ay NA

Subtipo LumA, LumB (2), TNy
Molecular NA (1)

38.8+8.7
27.3+£1.2
88.4+7.2

[, A, [IIBy NA

LumB (3) y NA (1)

48.0+54
322+20
99.1+5.2

0, 1A, 1B, A, IV

LumA(2), LumB (3)

Las muestras de tejido adiposo periférico al tumor (1.5-3 gramos) se recolectaron

post-reseccidbn mamaria en un tubo con PBS 1X + Anti-Anti 2X. Se mantuvieron a

4°C hasta su procesamiento. El tiempo de transporte de las muestras vari6 entre 2-

4 horas.

Por otro lado, las células mononucleares de sangre periférica de sujetos sanos se

obtuvieron a partir de paquetes leucocitarios y/o sangre recolectada en tubos con

EDTA como anticoagulante.
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7.1. Obtenciony purificacién de adiposomas a partir de tejido adiposo
mamario de pacientes con cancer de mama.

7.1.1. Digestion del tejido adiposo y cultivo de adipocitos.

Las muestras de tejido adiposo mamario se disgregaron mecanicamente en
pequefios pedazos (3-5 mm), los cuales se lavaron en un tubo con 10 mL de
amortiguador para adipocitos (BA) (ver APENDICE B), invirtiendo suavemente. Las
muestras se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos. Se recupero el tejido adiposo,
el cual se localiza sobre el BA y se transfirid a un tubo con 10 mL de medio de
digestion (ver APENDICE B). En una incubadora orbital, se digiri6 el tejido a 230
rpm por 1 hora a 37°C. La digestidon se centrifugé a 2000 rpm por 5 minutos para
eliminar células estromales y leucocitos infiltrantes del tejido. Se recuperaron los
adipocitos (interfase blanca/amarilla localizada entre la fase del aceite y la fase del
medio de digestion), los cuales se transfirieron a un tubo con 10 mL de BA para
lavar. Los adipocitos se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos.

Los adipocitos lavados se recuperaron y transfirieron a un frasco para cultivo de 25
cm?2 con 10 mL de medio de cultivo para adipocitos (ver APENDICE B). Se cultivaron
por 1 hora a 37°C, 5% CO:2. Los sobrenadantes (SN) del cultivo se filtraron por
membrana de 0.22 um y se almacenaron a 4°C por no mas de 1 mes para la

posterior purificacion de adiposomas.

7.1.2. Purificacion de adiposomas por ultrafiltracién y cromatografia de
exclusién por tamafo.
El SN se transfiri6 a un tubo Amicon® Ultra de 15 mL con membrana de PLTK
Ultracel-PL de 30 kDa (Merck Millipore). Para la ultrafiltracion, se centrifugd a 3100
g por 30 minutos a 4°C. Con una jeringa, se recupero la fraccion retenida por la
membrana (aprox. 200 uL). El concentrado obtenido de la ultrafiltracion se llevé a
1.5 mL con medio de cultivo para adipocitos. Por otro lado, se empacé una columna
con 10 mL de sepharosa CL-2B (Sigma) para realizar la purificacion de los

exosomas por cromatografia de exclusion por tamafo con la que se busca eliminar
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proteinas extra-exosomales. Cuidadosamente, se coloco el concentrado sobre la
sepharosa. Una vez colocada la muestra se comenzaron a recolectar fracciones de
500 puL, eluyendo la muestra hasta que esta se encontroé por completo dentro de la
columna de sepharosa, esto con el fin de evitar diluir la muestra con el eluyente. Se
continud eluyendo la columna con PBS 1X recientemente filtrado por membrana de
0.22 um. Se juntaron las fracciones 8-12 (2.5 mL) y se transfirieron a tubos Amicon
Ultra de 2 mL con membrana de PLTK Ultracel-PL de 30 kDa (Merck Millipore). Para
concentrar los adiposomas purificados, las fracciones recolectadas se centrifugaron
a 3100 g por 1 hora a 4°C. Finalmente, el concentrado de adiposomas se almacend

por no mas de 24 horas a 4°C para la caracterizacion de las vesiculas obtenidas.

7.2. Caracterizacion de los adiposomas.

7.2.1. Microscopia Electronica de Transmision (MET).

Se fij6 la muestra de adiposomas con glutaraldehido al 1%. Se colocaron 10 uL de
la muestra sobre una rejilla para microscopia electrénica por 3 minutos, después de
los cuales se retir0 el exceso de muestra. Para la tincion de contraste se utilizaron
10 uL de é&cido fosfotlngstico, los cuales se depositaron sobre la muestra que se
colocé en la rejilla por 1 minuto. Se retird el exceso de la tincion y se dejé secando
la rejilla por 15 minutos. Las imagenes fueron tomadas a 60000X en un TEM JEOL-

JEM 1010 (JEOL, Japan), operando con un voltaje de aceleracion de 60 kV.

7.2.2. Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA).

Se cargaron 500 pL de las muestras diluidas 1:100 en el PBS 1X filtrado que se
utilizé para la purificacion en una jeringa para insulina. Las muestras se inyectaron
en la camara del médulo el cual se colocé dentro del analizador de particulas
Nanosight NS300 (Malvern®). Se adquirieron 3 videos de 60 segundos de 3 campos
diferentes de la muestra, cada uno con un nivel de camara de 14. Los videos fueron
analizados por el software del equipo con un umbral de 5 para la determinacion del

tamafio y concentracion de las particulas en la muestra.
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7.3. Establecimiento de las condiciones experimentales para la
expansion de Tregs: Paquetes leucocitarios/muestras de sangre de
sujetos sanos.

7.3.1. Aislamiento de CMNs de sangre periférica por gradiente de densidad.

Se aislaron las CMNs de diferentes paquetes leucocitarios y/o muestras de sangre
de donadores sanos por medio de un gradiente de densidad con Ficoll. Brevemente,
las muestras se diluyeron con PBS 1X a una proporcién 1:1. Posteriormente, se
colocé la sangre diluida sobre el Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare), manteniendo
una proporcion de 3 partes de sangre diluida por una parte de Ficoll. Se centrifugd
a 2000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente y sin freno. Se recupero la
interfase correspondiente a las CMN (interfase entre el Ficoll y el plasma) con una
pipeta pasteur de plastico, transfiriéndola a un tubo falcon de 15 mL con 5 mL de
medio RPMI + 10% SFB. Se invirti6 suavemente el tubo para lavar las células y se
centrifug6 a 1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente sin freno. Se descarté
el SN y se agregaron 5 mL de RPMI + 10% SFB y se resuspendieron las células.
Para eliminar el exceso de plaquetas, se realizaron 2 centrifugaciones diferenciales;
la primera a 1200 rpm y la segunda a 900 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente, en ambos casos eliminado el SN y resuspendiendo en 5 mL de RPMI +
10% SFB. Finalmente, las células se colocaron en un bafio de hielo y se tomé una
alicuota para realizar el conteo en una camara de Neubauer con azul tripano. Si
durante el conteo se observaba que habia muchas plaquetas, las células se volvian

a centrifugar a 900 rpm por 5 minutos.

7.3.2. Criopreservacion de CMNs.

Se ajusté la densidad de la suspension celular a 20x10° células/mL de RPMI 10%
SFB. Por otro lado, se prepar6é una mezcla de DMSO y SFB a una relacion 20:80,
la cual se coloc6 en un bafio de hielo por 5 minutos. En crioviales correctamente
identificados, se colocé 1 mL de la suspension celular y 1 mL de la mezcla

DMSO/SFB quedando asi el DMSO a una concentracion final del 10%. Las células
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se congelaron a -70°C por 1-6 dias y después se transfirieron a un tanque de N2

liquido.

7.3.3. Descongelacion de las CMNs.

Los viales con células congeladas se colocaron directamente en un bafio a 37°C.
Inmediatamente después de descongeladas, las células se transfirieron a un tubo
conico de 15 mL con 5-8 mL de RPMI + 10% SFB previamente atemperado a 37°C.
El tubo se invirti6 suavemente para lavar las células y se centrifugd a 1500 rpm por
5 minutos sin freno a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 5 mL de RPMI + 10% SFB y se repitio el procedimiento de
lavado y centrifugacion. Se descarté el sobrenadante y se resuspendié el pellet en
3 mL de medio. Se colocé el tubo con la suspensién celular en hielo y se tom6 una
alicuota para realizar el conteo de las células en camara de Neubauer con azul de

tripano.

7.3.4. Tincion para FACS de CMNSs.

Una vez conocido el niumero de células viables después de la descongelacion, se
procedio a centrifugarlas a 1500 rpm por 5 minutos a 4°C. Se descart6 el SN y se
resuspendio el pellet en 5 mL de PBS 1X para lavar. Se centrifugd a 1500 rpm por
5 minutos y se descarto el SN. Se resuspendio el pellet en la mezcla de tincion con
los anticuerpos anti-CD4, CD25, CD127 y CD45 RA (Apéndice C). Por cada 100 pL
de tincion, se tifien 10x10°8 células. Se incubaron las muestras por 20 minutos a
temperatura ambiente protegiéndolas de la luz, agitando suavemente el tubo a la
mitad del tiempo de tincion. Una vez transcurrido el tiempo, se agregaron 4 mL de
PBS 1X para lavar. Las muestras tefiidas se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos.
Se descartd el SN y las células se resuspendieron en PBS 1X ajustando la
concentracion de la suspension celular a 15x10° células/mL. La suspension se filtrd
por malla de 75 pm a otro tubo, el cual se coloc6 en hielo hasta el FACS. NOTA:

Ver titulos de los anticuerpos y detalles en APENDICE C.
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7.3.5. FACS.

La suspension celular fue trasladada al Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo
(LabNalCit) para llevar a cabo la separacion celular en el equipo BD FACSAria |

(Becton Dickinson).

Se aislaron Tregs con un fenotipo CD4* CD25" CD127'°" siguiendo esta estrategia

de seleccién de la poblacion de interés:
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Figura 7. Purificacion por FACS de Tregs a partir de CMNs.

Las células se mantuvieron a 4°C en RPMI + 20% SFB protegidas de la luz.

7.3.6. Tincién con CTV de Tregs separadas por FACS.

Las células recuperadas después de la separacién celular por FACS se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se descart6 el SN
y el pellet se resuspendié con 4 mL PBS 1X para lavarlas. Se centrifugd a 1500 rpm
por 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendieron los pellets de
aproximadamente 2-3x10° Tregs con 250 uL de CTV diluido 1:1000 en PBS 1X
previamente atemperado a 37°C. Las células se incubaron a 37°C por 15 minutos
protegidas de la luz con una agitacion de 100 rpm en una incubadora orbital.
Posteriormente, se les agregaron 750 puL de RPMI + 10% SFB y se centrifugaron a
1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se descartd6 el SN y se
resuspendio el pellet celular con 750 uL de RPMI + 10% SFB. Se incubaron

nuevamente con las mismas condiciones por 20 minutos. Finalmente, se
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centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos. Se descartd el SN y se resuspendieron en
150 pL de medio de expansion (APENDICE B).

7.3.7. Expansion ex vivo

De forma general, las Tregs tefiidas con CTV se cultivaron en 200 yL de medio de
expansion (ver APENDICE B) suplementado con 300 U/mL de IL-2 recombinante
humana (Peprotech) y con anticuerpos anti-CD3/CD28 acoplados a perlas
(Dynabeads™ CD3/CD28 activadoras de células T humanas para expansion y

activacion de células T, Gibco).

Para el establecimiento de las condiciones 6ptimas se realizaron las siguientes

curvas:

e Curva de cantidad de células con condiciones Optimas.

Analisis por
1.5x10%, 1.25x10%y Resting ) citometria de flujo
1.0x10" Tregs /pozo Refresh Se retiran las Dynabeads e

\} CTS™ OpTmizer™ T Cell Se agregan 50 del cultivo y se cambia ) J ("
Expansion SFM U/mL de IL-2 al el medio con OpTmizer e |8
*IL-2 (300 U/mL) cultivo +1L-2 (50 U/mL) \

*1:2 Human T activator S
* CD3/CD28 Dynabeads * * 1
Expansion i
Tregs % Dla

Figura 8. Diagrama de la estrategia experimental “Curva de numero de células

iniciales.”
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e Curva de dosis de estimulo anti-CD3/CD28 (Dynabeads): Reduccion del
estimulo para condiciones suboptimas.

Analisis por

1.25x10° Tregs Resting y citometria de flujo
CTS™ OpTmizer™ T Cell Refresh Se retiran las Dynabeads 3 A
.. Y i Se agregan 50 del cultivo y se cambia } j
] Expansion SFM el cu y J
Expansion v *|L-2 (300 U/mL) U/mLde IL-2al el medio con OpTmizer i
Tregs *Grupo A: 1:2, Grupo B: 1:3, cultivo +IL-2 (50 U/mL) L

Grupo C: 1:4 y Grupo D: 1:5
* Human T activator CD3/CD28 * *
Dynabeads

~+—————t+—+—— o

0 3 5 7

Figura 9. Diagrama de la estrategia experimental “Curva de Dosis de
estimulo anti-CD3/CD28.”

7.3.8. Tincién del Tiempo 0

Para verificar el fenotipo de las células puestas en cultivo, determinar su viabilidad
y la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la marca del CTV al inicio del
experimento, después de cada purificacién por FACS, se realiz6é una tincidén con las
células. Las Tregs se incubaron con 20 pL de Zombie Aqua® por 20 minutos a
temperatura ambiente protegidas de la luz. Posteriormente, se incubaron con 100
uL de solucion de Fijacion/Permeabilizacion para deteccion de FoxP3 (Tonbo) por
1 hora a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos. Se
descarto el SN y se resuspendieron con 150 pL de solucién permeabilizadora para
citometria de flujo (Tonbo). Después, las células se incubaron con 10 pL del anti-
FoxP3 por 30 minutos a temperatura ambiente, agitando a la mitad del tiempo de
tincion. Se lavaron con 150 pL de solucién permeabilizadora. Se centrifugaron a
1500 rpm por 3 minutos. Finalmente, las muestras se resuspendieron en 200 pL de
PBS 1X 'y se mantuvieron a 4°C hasta la adquisicion en el citometro de flujo (Attune
Nxt, Invitrogen). Las muestras se analizaron con el software FlowJo V10 (BD

Biosciences).
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7.4. Tincion para analisis por citometria de flujo

Después de 7 dias, las Tregs se marcaron con anticuerpos acoplados a
fluorocromos para el analisis. Se centrifugo la placa con las células del cultivo a
1500 rpm por 3 minutos. Se descarto el SN y se re-suspendieron los pellets con 150
puL de PBS 1X para lavar. Se centrifugd la placa a 1500 rpm por 3 minutos, se
descarto el sobrenadante y las células se re-suspendieron en 20 uL de la mezcla
de tincion superficial (Zombie Aqua, anti-CD4 y anti-CD25). Se incubaron por 20
minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz, agitando vigorosamente la
placa a la mitad del tiempo de tincién. Para lavar, se adicionaron 150 uL de PBS 1X
y se centrifugd la placa a 1500 rpm por 3 minutos. Se descartd el sobrenadante y
las células se re-suspendieron con 100 pL de la solucion de
Fijacion/Permeabilizacion para deteccion de FoxP3 (Tonbo Biosciences). Se
incubaron con esta solucion por 1 hora a temperatura ambiente y protegidas de la
luz. Se centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos. Se descartdo el SN y se re-
suspendieron los pellets con 150 pL de solucion permeabilizadora para citometria
de flujo (Tonbo Biosciences) para lavar. Después, las células se incubaron con 10
pL del anti-FoxP3 por 30 minutos a temperatura ambiente, agitando a la mitad del
tiempo de tincién. Se lavaron con 150 pL de solucién permeabilizadora. Se
centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos. Finalmente, las muestras se
resuspendieron en 200 pL de PBS 1X y se mantuvieron a 4°C hasta la adquisicion
en el citbmetro de flujo (Attune Nxt, Invitrogen). Las muestras se analizaron con el

software FlowJo V10.

7.5. Anédlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism
7.00. Para identificar si los datos presentaban una distribucién normal se utilizé la
prueba de normalidad Shapiro-Wilk con una a=0.05. Para determinar si existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes grupos evaluados se

utiliz6 ANOVA de una via y la prueba post hoc Tukey. Los resultados se describen
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como media + desviacién estandar, considerando como significativo un valor de
p<0.05.

7.6. Diagrama resumen del disefio experimental

Purificacion de Adiposomas del
Paciente con CaMa 1.5-30g sobrenadante del cultivo
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Figura 10. Resumen de la metodologia utilizada para el desarrollo del

trabajo.
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8. RESULTADOS

8.1. Caracterizacion de adiposomas

Se llevé a cabo la caracterizacion de los adiposomas obtenidos del cultivo de los

adipocitos provenientes del tejido adiposo de pacientes con cancer de mama.
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Figura 11. Caracterizacion de adiposomas. A) Imagen representativa de los
adiposomas obtenida por microscopia electronica de transmision (MET). B)
Histograma representativo de la concentracion de particulas con respecto a su
tamafio (NTA). C) Moda y D) Media del tamafio y E) Concentracion por gramo de
tejido adiposo de los adiposomas purificados de cada muestra. F) Correlacion
entre la cantidad de tejido adiposo cultivado y la concentracion de adiposomas
purificados (puntos azules=normopeso, puntos verdes= sobrepeso, puntos

rojos=obeso).

Como se observa en las imagenes obtenidas de la microscopia electrénica de
transmision (Figura 11A), los adiposomas purificados presentan una morfologia y
estructura caracteristica de un exosoma: son esféricos, formados por una bicapa, la
cual se puede apreciar gracias a la tinciébn de contraste con acido fosfotungstico
(PTA). El tamafio de las vesiculas es heterogéneo, variando desde los 90 a los 250

nm.

Por otro lado, la caracterizacion realizada a través del analisis de seguimiento de
nanoparticulas (NTA) nos proporciona informacion sobre la distribucion proporcional
de las diferentes poblaciones de adiposomas que conforman la muestra en cuanto
a su tamafio, asi como la concentracion total de particulas en la muestra. De
acuerdo con los resultados obtenidos por esta técnica, el patrén de la gréafica de
tamafio contra concentracion es similar al ya reportado para vesiculas
extracelulares derivadas de tejido adiposo (Figura 11B). La moda del tamafio es de

108.6 + 13.8 nm, mientras que la media es de 142.5 + 13.6 nm.

Al hacer una clasificacion de los datos obtenidos por NTA para realizar una
comparacion de las muestras de acuerdo a si estas habian sido obtenidas de
pacientes con obesidad, sobrepeso o de peso normal, no se observaron diferencias
en la moda o media del tamafio de los adiposomas entre muestras de estos tres
grupos (Figura 11C,D). Tampoco parece haber diferencias entre los tres grupos
(normopeso, sobrepeso y obesidad) con respecto a la concentracion de vesiculas

por gramo de tejido obtenidas después de su purificacién, ni una correlacion entre
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la cantidad de tejido cultivada y la concentracion obtenida de las vesiculas (Figura
11E,F).

8.2. Establecimiento de las condiciones experimentales para la
expansion de Tregs

8.2.1. Curso temporal de la expansion de Tregs ex vivo

Figura 12. Curso temporal de Tregs en un cultivo de expansion ex vivo.
Imagenes tomadas al A) dia 1, B) dia 3 y C) dia 7 de cultivo (10X).

Como se puede observar en la Figura 12, bajo las condiciones o6ptimas,
previamente establecidas en nuestro laboratorio para la expansion ex vivo de Tregs,
estas proliferan, observandose un aumento considerable en la cantidad de células
a los 7 dias de comenzado el cultivo. Hay cambios morfoldgicos en las células que
pueden apreciarse desde el dia 3, por inspeccion en el microscopio, los cuales nos
indican que las células han respondido al estimulo (presencia de anti-CD3/CD28 e
IL-2), cambiando tanto su forma como incrementando su tamaifo, lo cual es

indicativo de que las células se han activado y estan proliferando.
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8.2.2. Curva de cantidad de células con condiciones 6ptimas.
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Figura 13. Gréficas de puntos representativas de la expansion de Tregs ex
vivo con A) 15000, B) 12500 y C) 10000 Tregs inciales cultivadas 1:1

Dynabeads/célula. Imagen representativa de 3 experimentos independientes.

Como se puede apreciar en la Figura 13, iniciar con un menor niamero de células
para expandir en 7 dias no parece comprometer la viabilidad de estas (paneles de
la izquierda). Sin embargo, los nimeros que se obtienen al final de la expansién si
se ven disminuidos (paneles derechos), lo cual podria representar problemas al
momento del analisis del fenotipo de estas células y su posible uso en ensayos de

supresion. Asimismo, observamos que el porcentaje de células dobles positivas
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para la expresion de CD25 y FoxP3 (paneles centrales) es alto, a pesar de haber
sometido a las células a un periodo de “resting” o reposo, en donde se les retiro el
estimulo anti-CD3/CD28, por lo que es necesario definir condiciones suboptimas de
expansion de las Tregs, en donde se espera se observe una disminucion de la
expresion de CD25 y FoxP3 en condiciones de reposo, con el fin de poder apreciar
si los adiposomas son capaces de mantener la expresion de estas moléculas aun

en ausencia del estimulo de activacion con los anticuerpos anti-CD3/CD28.
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8.2.3. Curva de dosis de estimulo anti-CD3/CD28 (Dynabeads)
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Figura 14. Establecimiento de condiciones subdptimas del estimulo con
Dynabeads acopladas a anti-CD3 y anti-CD28 para la expansién de Tregs ex
vivo. Gréficas de puntos representativas de la expansion de Tregs separadas por

FACS y cultivadas en presencia de A) 1:2,B) 1:3,C) 1:4y D) 1.5
Dynabeads/células como estimulo para su expansion. Después de 7 dias, se
evalud E) el porcentaje de células CD4+ viables, F) el porcentaje de células dobles
positivas CD25+ FoxP3+ a partir de las CD4+ viables y G) el nimero de células
por citometria de flujo. La linea sélida representa la media + desviacion estandar
de 3 experimentos independientes y cada punto representa la media de dos

repeticiones por sujeto. *p<0.05.
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Finalmente, para encontrar las condiciones subOptimas que nos permitan realizar
los ensayos funcionales con adiposomas para la evaluacién de su efecto en este
sistema, variamos la dosis de estimulo que reciben las células en cultivo, para que
se observara una disminucion en la expresion de CD25 y FoxP3 durante el reposo
con el fin de observar una diferencia al retar a las células con los adiposomas. Como
se muestra en la Figura 14, se logro disminuir el porcentaje de células CD4+ dobles
positivas para CD25 y FoxP3 con la condicion 1:3 de Dynabeads/células después
del reposo sin alterar la viabilidad del cultivo (Figura 14B, E y F), ademas de que
con esta dosis, se pueden apreciar de mejor manera los ciclos de proliferacion a lo
largo de los 7 dias de expansion (Figura 14B, panel derecho), lo que nos permitira
estudiar el indice de division y proliferacion de estas células en los ensayos
funcionales. Si bien la disminucion observada en el porcentaje de la poblacion
CD25+ FoxP3+ para esta condicion de estimulo puede ser mejorada al disminuir
mas la dosis del estimulo (como lo que se observa con las dosis de 1:4 y 1.5
Dynabeads/células), la cantidad de Tregs recuperadas al final del ciclo de expansion
es menor (Figura 14G), lo cual podria generar un inconveniente metodoldgico si no
se obtuvieran suficientes células para analizar su fenotipo y realizar la evaluacion

de su funcidon supresora a través de ensayos in vitro.
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9. DISCUSION

El estudio de las interacciones que tienen lugar dentro del microambiente tumoral
entre los diferentes tipos de células que se encuentran dentro de él es de suma
importancia. Como ya se ha mencionado antes, las células que convergen en este
sitio son de diversos origenes y funciones, lo que complica su estudio. Es por esto,
gue muchas veces se busca aislar ciertas interacciones para poder comprenderlas

mejor, buscando posteriormente incorporarlas a estudios mas complejos.

En el presente trabajo se comenzd por la caracterizacion de los adiposomas
derivados de los adipocitos provenientes de tejido adiposo mamario asociado a
tumor. A diferencia de otros trabajos reportados en la literatura, donde se
caracterizaron las vesiculas provenientes de este tipo de tejido adiposo asociado
completo®?, en este trabajo por primera vez, se obtuvieron adiposomas producidos
por adipocitos aislados a partir de tejido adiposo mamario digerido, para eliminar la
contaminacion de vesiculas producidas por otras células que forman parte de este
tejido, entre ellas las células mesenquimales y el infiltrado de células del sistema

inmunoldgico.

Ademas, la técnica de purificacion utilizada en este trabajo difiere de la utilizada por
otros grupos de trabajo, donde aun es muy comun realizar la purificacion de
exosomas por ultracentrifugacion diferencial.>® Sin embargo, en los Ultimos afios,
han surgido diversas metodologias que buscan mejorar el rendimiento de
purificacion, la preservacion de la integridad y funcionalidad de las vesiculas
purificadas, asi como eliminar con mayor eficiencia proteinas contaminantes y otros
tipos de vesiculas extracelulares que pudieran influir en los resultados de las

evaluaciones del efecto biol6gico de exosomas.>354

Es por esto que, en nuestro grupo de trabajo, se decidié implementar una
metodologia ya bien descrita en la literatura que consiste en una primera etapa de
filtracion por membrana de 0.22 um para eliminar detritos celulares y aquellas
vesiculas extracelulares de mayor tamafo que los exosomas (cuerpos apoptoticos

y microvesiculas), los cuales son retenidos en el filtro. Enseguida, se realizo la
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ultrafiltracién del sobrenadante del cultivo que contiene los adiposomas a purificar,
para eliminar proteinas de bajo peso molecular (menor a 30 kDa) de la muestra.
Finalmente, se realiz6 una cromatografia de exclusién por tamafio, en la cual se
recuperaron y evaluaron de manera individual cada una de las fracciones por NTA,
encontrdndose que (en al menos 3 muestras) las fracciones 8-12 se recuperaron
las vesiculas que por su tamafio podrian corresponder a exosomas. De esta forma,
se seleccionaron las fracciones eluidas de la columna en las que, en al menos 3
muestras, hallamos la mayor cantidad de particulas que tenian un tamafo dentro
del rango de 30-150 nm. A continuacion, se procedio a caracterizar los adiposomas

mediante técnicas descritas para la identificacién de vesiculas extracelulares.

De acuerdo con la ISEV (Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares, por
sus siglas en inglés), es necesario contar con al menos dos técnicas de
caracterizacion de vesiculas individuales que permitan evaluar la heterogeneidad
de la muestra de vesiculas obtenidas. Dichas técnicas incluyen: microscopia
electrénica de transmisién, microscopia de fuerza atomica, analisis de rastreo de
nanoparticulas (NTA) y dispersion dinamica de la luz. Mientras que las dos primeras
nos permiten obtener informacion acerca de la morfologia y el tamafio de vesiculas
individuales, las dos ultimas nos permiten evaluar la distribucion del tamafio de las
vesiculas entre las diferentes poblaciones que conforman la muestra. Por ello, es
necesario comparar la informacion proporcionada por las técnicas de microscopia
con la de las técnicas que evaltan la distribucién del tamafio de las vesiculas que
conforman la muestra, ya que estas ultimas no pueden discriminar si las particulas
evaluadas son particulas compuestas por una membrana o si pertenecen a una
contaminacion de la muestra con particulas de similar tamafio, pero de otro origen

(aglomeracion de cristales de sal, proteinas, entre otros).%

Por lo tanto, seleccionamos la microscopia de transmision y el NTA para realizar la
caracterizacion de los adiposomas que purificamos. Siempre existe cierta
disparidad entre las dos técnicas de caracterizacién en cuanto al tamafio promedio
de los adiposomas. Sin embargo, los resultados que obtuvimos de ambas

metodologias son consistentes entre si, ambos encontrandose en el rango de
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tamafo de los exosomas (30-150 nm). No se sabe si estas diferencias son producto
del tratamiento al que se somete la muestra para realizar cada determinacion; por
ejemplo, el proceso de fijacion que se usa para tratar las muestras que se analizan
por MET.® Por otro lado, recordando que los exosomas tienen un tamafio de entre
30-150 nm, las particulas que presentan un tamafio mayor y que son detectadas
tanto por NTA como por MET podrian ser producto de la fusién de membranas de
dos o méas adiposomas, lo cual podria ocurrir posterior a la purificacion por
cromatografia de exclusion por tamafio. También, cabe la posibilidad de que se trate
de cuerpos apoptéticos o microvesiculas, las cuales tienen un mayor tamafio y que
pudieron no ser adecuadamente eliminadas. Sin embargo, lo anterior es muy poco
probable debido al tamarfio del poro del filtro utilizado durante la primera filtracion
del sobrenadante, aunado a la cromatografia de exclusion por tamafio. A pesar de
esto, la presencia de proteinas clasicamente empaquetadas en otras vesiculas
extracelulares distintas a los exosomas debe de ser descartada por alguna técnica

de andlisis molecular.

Al realizar la comparacion de la caracteristica de tamafo entre los adiposomas
obtenidos de diferentes muestras de pacientes con cancer de mama, no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos (entre pacientes
de peso normal, con sobrepeso o con obesidad). Tampoco observamos una
diferencia en la concentracién de vesiculas obtenida por gramo de tejido procesado
entre pacientes con y sin obesidad, contrario a lo que esperabamos encontrar, de
acuerdo con observaciones que se han realizado sobre la concentracién de
adiposomas producidos por el tejido adiposo visceral de ratones obesos, donde
estos produjeron una mayor cantidad de vesiculas por gramo de tejido comparado
con el tejido adiposo de ratones de peso normal.>’ Sin embargo, no podemos
descartar la posibilidad de que, aumentando la cantidad de muestras, pudiera llegar
a observarse alguna diferencia significativa, puesto que a pesar de comparar
pacientes obesos y normopeso, posiblemente existe heterogeneidad de acuerdo
con en el estadio de progresion del tumor o el subtipo molecular del cancer, lo que

haria interesante re-subclasificar las muestras de acuerdo con mas criterios.
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Sin embargo, si bien es de interés evaluar el tamafio y nimero de exosomas
producidos en pacientes con obesidad o de peso normal, para poder evaluar la
relevancia bioldgica de los adiposomas en el contexto del microambiente tumoral,
es fundamental evaluar a nivel molecular el contenido de estas tanto a nivel lipidico,
proteico y de miRNASs u otros 4cidos nucleicos que pudieran contener y transferir a
otras células. Dicho analisis profundo quedd pendiente en el presente estudio,
debido a que el tamafio de las muestras recolectadas no fue suficiente para obtener
una cantidad adecuada de adiposomas, pero esta contemplado dentro de las
perspectivas de este trabajo.

Como parte de la caracterizacion de vesiculas extracelulares, también es necesaria
la identificacion y cuantificacion semicuantitativa de moléculas comunmente
enriquecidas en exosomas, las cuales pueden ser identificadas a través de diversas
técnicas como el andlisis protedbmico por espectroscopia de masas, ELISA,
citometria de flujo y western blot, siendo esta dltima la mas utilizada en
publicaciones del area.> En este contexto, y de acuerdo con la ISEV, es necesario
identificar: a) la presencia de al menos una proteina transmembranal (indica la
existencia de membranas en la preparacion de vesiculas aisladas), como pueden
ser tetraspaninas (CD9, CD63, o CD81), b) la presencia de al menos una proteina
citosolica relacionada con el origen endosomal de las vesiculas o de unién a
membrana, como pueden ser Alix, proteinas Rab o TSG101 y c) la ausencia o baja
proporcion de proteinas asociadas con otros compartimentos diferentes a
membrana y endosomas, como pueden ser proteinas de reticulo endoplasmico,
mitocondria o aparato de Golgi, esto ultimo con el fin de descartar la contaminacién
de la muestra con detritos celulares o cuerpos apoptéticos, donde pudieran
encontrarse estas proteinas.®® Debido a la escasa cantidad de muestra que
obtuvimos de las intervenciones quirargicas, la concentracion de proteina de los
adiposomas que obtuvimos por muestra no fue suficiente para obtener resultados
por western blot. Por ello se concluye que, incrementando la cantidad de tejido
adiposo obtenida por muestra, sera posible completar la caracterizacibn molecular

de los adiposomas.
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Por otro lado, debido a la logistica de la recoleccion de las muestras de las pacientes
y los requerimientos temporales para su procesamiento, se requerira realizar la
criopreservacion de las CMNs mientras se lleva a cabo la purificacion de
adiposomas, cuando posteriormente se busque analizar el efecto de los
adiposomas purificados en las Tregs del mismo paciente a través de ensayos
funcionales autdlogos. Con dicha perspectiva en mente, el establecimiento de las
condiciones para realizar los ensayos que se llevé a cabo en el presente trabajo se
hizo tomando en cuenta las limitaciones que tendriamos cuando trasladaramos la
técnica establecida en células de donadores sanos a las condiciones con las que

tendremos que trabajar con las células de las muestras de pacientes.

En primera instancia, para el establecimiento de las condiciones experimentales
para la expansion de Tregs ex vivo se buscé encontrar unas condiciones que fueran
“subdptimas”, las cuales permitieron que las células proliferaran de forma moderada
con respecto a como lo harian en las condiciones éptimas establecidas en nuestro
laboratorio, con el propésito de poder observar de forma clara si los adiposomas
pueden modular este proceso, promoviendo o inhibiendo la expansion de las
células. Asi mismo, después de un ciclo de expansion, es comun observar una
disminucién en el porcentaje de células CD25+ FoxP3+ después de que las Tregs
expandidas son puestas en condiciones de reposo (donde se retira el estimulo con
anti-CD3/CD28), disminucion que no se observa en Tregs co-cultivadas con
exosomas de lineas celulares de cancer de mama#*’, lo que nos indica que los
exosomas provenientes de células cancerosas pueden promover el mantenimiento
de la expresion de estas moléculas clave en la funcion de las Tregs ain en ausencia

de un estimulo de activacion.

Trabajos previos en el laboratorio habian establecido que era posible expandir Tregs
partiendo de 15,000 células iniciales, disminuyendo el estimulo 6ptimo a la mitad y
agregando IL-2 a una concentracion de 300 U/mL al inicio de la expansion (en lugar
de las 500 U/mL que se utilizan en condiciones éptimas).4’” Teniendo como base

este antecedente, se probaron diferentes dosis de estimulo y numero inicial de
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células con el fin de encontrar las mejores condiciones para los ensayos funcionales

gue se realizaran con las muestras de pacientes.

De acuerdo con los resultados, la mejor condicién encontrada fue cultivar 12,500
células con una relacion de perlas anti-CD3/CD28 de 1:3 Dynabeads/células;
condiciones que nos permitiran tener suficientes células iniciales para probar una
curva dosis-respuesta con diferentes proporciones entre adiposomas y células,
considerando que existe la posibilidad de que las células que obtengamos de los
pacientes sean un factor limitante. Si bien, la disminucion en el porcentaje de células
CD25+ FoxP3+ no fue la esperada al reducir la dosis de estimulo después del
reposo (cercana a un 70%)%’, creemos que sera suficiente para estudiar si los
adiposomas son capaces 0 no de mantener la expresién de estas moléculas en las
células cultivadas. Como se observo en la Figura 14, al reducir la dosis de estimulo,
es posible disminuir este porcentaje aun mas. Sin embargo, se comienzan a
comprometer otros parametros de estudio del modelo como lo son la cantidad de

células obtenidas al final del ciclo de expansion, su viabilidad y proliferacion.

En ese contexto, estas condiciones nos permiten evaluar la proliferaciéon celular de
forma adecuada, ya que dicha dosis de estimulo promueve la proliferacion
moderada de las células, de forma que, después de 7 dias de expansién, la sefal
del CTV aln es detectable en los diferentes ciclos de proliferacién, lo cual es
fundamental para el calculo de parametros como el indice de division y el indice de

proliferacion que describen el comportamiento de las células en el cultivo.

También, podemos concluir que utilizar 12,500 células al inicio del cultivo
potencialmente nos permitirdn obtener suficientes Tregs expandidas para llevar a
cabo tanto su caracterizacion fenotipica como su caracterizaciéon funcional, a través

de ensayos de supresion de proliferacion de linfocitos T efectores.

Al momento, desconocemos si las células provenientes de pacientes tendran el
mismo comportamiento que las utilizadas en este punto del proyecto; provenientes
de paquetes leucocitarios de donadores sanos (dentro de los cuales observamos

mucha variabilidad de sujeto a sujeto en los distintos parametros analizados), pero
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los hallazgos de este trabajo nos serviran de guia para el ajuste de las condiciones

experimentales de acuerdo con lo que observemos con las células de pacientes.

Los resultados obtenidos de este trabajo haran posible realizar los ensayos
funcionales para determinar el efecto de adiposomas provenientes de tejido adiposo
asociado a tumores de pacientes con cancer de mama en la expansion de Tregs,
ya que con la metodologia utilizada se pueden aislar estos exosomas de muestras
de pacientes y las consideraciones realizadas para el establecimiento de las
condiciones necesarias del cultivo fueron hechas tomando en cuenta las posibles
limitantes a las que nos enfrentaremos al realizar la expansidon de Tregs

provenientes de muestras de sangre de pacientes.
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10. CONCLUSIONES

Se consigui6 caracterizar a los adiposomas liberados por los adipocitos de tejido
adiposo asociado a tumor de pacientes con cancer de mama a través de dos
metodologias (NTA y TEM). Estos tienen las dimensiones y morfologia
caracteristicas de los adiposomas previamente reportados. Para complementar esta
caracterizacion es necesario corroborar la presencia de proteinas caracteristicas de
exosomas y descartar la presencia de otros tipos de vesiculas extracelulares en las

muestras a través de WB.

Se consiguio establecer las condiciones necesarias para la expansion suboptima de
Tregs ex vivo, de acuerdo con las necesidades que presenta nuestro modelo de
estudio, las cuales podran utilizarse para determinar el efecto que tienen los

adiposomas sobre la expansion de Tregs y su implicacion en cancer de mama.

11. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

e Realizar la caracterizacion molecular de los adiposomas a través de la
identificacion de los marcadores clasicos de exosomas (CD9, CD63, CD81,
Alix y/o TSG101) y descartar contaminacién con cuerpos apoptéticos por WB.

e Incorporar mas controles al estudio: Sujetos control que no padezcan cancer
de mama obesos y de peso normal para poder realizar las comparaciones
pertinentes.

e Realizar los ensayos funcionales en donde se co-cultiven las Tregs en
presencia de los adiposomas para determinar su efecto en la expansion de
estas células, su efecto en la expresion de diferentes moléculas en las Tregs,
asi como su efecto en la funcion supresora de estas células a través de
ensayos de supresion.

e Complementar el estudio con ensayos de conversion a Tregs de células T

virgenes ex vivo.
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13. APENDICES

13.1. APENDICE A

Criterios de Inclusion y Exclusion y Datos clinicos de las pacientes

v" Criterios de Inclusion

Pacientes femeninas con diagndstico confirmado de cdncer de mama
de cualquier estadio clinico y subtipo molecular.

18-60 afios de edad.

Pacientes que vayan a ser sometidas a cirugia.

Pacientes que acepten participar en el estudio y hayan firmado el

consentimiento informado.

v" Criterios de Exclusion

Pacientes que no deseen participar en el estudio.

Pacientes que presenten comorbilidades relacionadas con
metabolismo y/o sistema inmunoldgico.

Pacientes que hayan recibido neoadyuvancia (quimoterapia o
radioterapia).

Tamafio de la muestra insuficiente para realizar el estudio.

Pacientes con embarazo y/o lactancia.
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13.2. APENDICE B

Soluciones y Medios de Cultivo

PBS 10X
, Concentracion Cantidad para 500
Sustancia )
Final (mM) mL (9)

KH2PO4 15 1.0
NazHPO4 81 5.75
NacCl 1380 40.3
KCI 30 11

Disolver las sales en 500 mL de agua bidestilada utilizando un agitador magnético.

Almacenar a 4°C.

PBS 1X

Para preparar 1000 mL, diluir 100 mL de PBS 10X con 800 mL de agua bidestilada.
Ajustar el pH a 7.4 con HClI 1 M o NaOH 5 M. Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

Esterilizar filtrando por membrana de 0.22 um. Almacenar a 4°C.

Concentracion

Sustancia
Final (mM)
KH2PO4 1.5
NaHPO4 8.1
NaCl 138.0
KCI 3.0

PBS + 0.32% Citrato de sodio
Disolver 0.32 g de citrato de sodio en 80 mL de PBS 1X utilizando un agitador
magnético. Aforar a 100 mL con PBS 1X. Esterilizar filtrando por membrana de 0.22.

Almacenar a 4°C. Esta solucién se utiliza para lavar la sepharosa y almacenarla

después de la purificacion de adiposomas.
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e Amortiguador para Adipocitos (BA)

Sustancia Concentracion Peso Molecular Cantidad para
Final (g/mol) 500 mL
NaCl 0.14 M 58.44 4.06 ¢
KCI 4.7 mM 74.56 0.175¢g
CaCl2 2.5 mM 147.026 0.183 g
MgSO4 1.2 mM 246.498 0.148 g
KH2PO4 1.2 mM 136.09 0.082 g
HEPES 20 mM 238.3 2.383 ¢
BSA 0.2% - 19
Anti-Anti 1% - 5 mL (Stock 100X)
Piruvato 1 mM - 5 mL (Stock 100mM)

Disolver en agua bidestilada. Esterilizar filtrando por membrana de 0.22 pm.

Almacenar a 4°C.

¢ Medio de Digestion para TA

Concentracion Peso Molecular Cantidad para 500 mL

Sustancia
Final (mM) (g/mol) (9)
HEPES 100 58.44 4.06
NacCl 120 74.56 0.175
KCI 50 147.026 0.183
Glucosa 5 246.498 0.148
CaCl2 1 136.09 0.082

Disolver en medio RPMI 1640. Esterilizar filtrando por membrana de 0.22 um.
Almacenar a 4°C. Antes del procesamiento de cada muestra, agregar por cada 10
mL de medio de digestion 0.15 g de BSA cristalizado [1.5%] (Sigma, A-2153) y 0.01g
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de Colagensa tipo | [1 mg/mL] (Gibco, 17100-017). Disolver sin agitar fuertemente

para evitar la formacién de espuma y filtrar por membrana de 0.22 pm.

e Medio de Cultivo para adipocitos

Mezclar partes iguales (1:1) de medio a-MEM y F12 sin SFB.

e Medio de Expansion

Volumen para 20 mL
Complemento

de medio de expansiéon (mL)

Anti-Anti (100X) 0.2
L-glutamina (100X) 0.2
Piruvato (100X) 0.2
Suplemento Optmizer 0.52
Medio Optmizer 18.88

El medio de expansion se filtra por membrana de 0.22 um. Se almacena a 4°C

protegido de la luz por no mas de 1 mes.
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13.3. APENDICE C

Anticuerpos utilizados para el analisis por citometria de flujo

Molécula Titulo
Blanco Fluorocromo Clona Marca; No. De Catalogo de uso Diluyente
CD4 PerCP-Cy5.5 | RPA-T4 Tonbo; 65-0049-T100 1:150 PBS 1X
CD4 PE-Cy7 RPA-T4 Tonbo; 60-0049-T100 1:400 PBS 1X
CD4 PE RPA-T4 Tonbo; 50-0049-T100 1:1000 PBS 1X
CD4 APC OKT4 Tonbo; 20-0049-T100 1:800 PBS 1X
CD4 APC-Cy7 RPA-T4 Tonbo: 63-0049-T100 1:400 PBS 1X
CD25 PE-Cy7 BC96 Tonbo; 60-0259-T100 1:40 PBS 1X
CD45 RA | APCFire750 HI100 Biolegend; 304152 1:400 PBS 1X
CD127 PE A019D5 Biolegend; 351304 1:200 PBS 1X
FoxP3 AF 647 - Beckman Coulter; 1:50 Solucién
B30650 Perm.
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