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PREFACIO

El trabajo profesional Determinacion de los efectos de la diabetes en la biologia del cancer de mama por
medio de inmunohistoquimica y cultivo celular: estudio piloto busca brindar algunas de las razones del por
qué las mujeres diabéticas tienen mas riesgo de mortalidad por cancer de mama en comparacion a las mujeres
sin diabetes. Este es un campo de sumo interés a nivel mundial en el area de la salud ya que es necesario
generar medicamentos que sean mas especificos y efectivos para personas que padezcan las dos

enfermedades.

En este trabajo fui capaz de aplicar los conocimientos adquiridos a lo largo de mi carrera, como también
fui capaz de aprender nuevos conocimientos y técnicas para aplicarlas en la realizacion del mismo. Debido a
que éste es un estudio piloto, espero que en el futuro se lleven a cabo investigaciones que lo puedan

complementar y estudiar aspectos especificos.

Deseo agradecer a todas las personas que me apoyaron durante la realizacion de este trabajo y que
contribuyeron, de forma directa o indirecta, con su tiempo, conocimientos y guia. Principalmente deseo
agradecer al Dr. Stefan Ambs, del National Cancer Institute de Estados Unidos, por haberme permitido
realizar mi trabajo de graduacion en su laboratorio. Asimismo, quisiera agradecer al Dr. Gatikrushna
Panigrahi y a Tiffany Dorsey, del mismo instituto, por compartirme mucho de su conocimiento y tiempo.
Agradezco también al Dr. Diego Archila por ensefiarme Inmunologia y a la Dra. Krisztina Rios-Gonzalez
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RESUMEN

El cancer de mama es el cancer mas diagnosticado y es el segundo que mas muertes causa entre las
mujeres en todo el mundo. La tercera parte de los pacientes con cancer de mama también padecen diabetes.
Muchos estudios han demostrado que la diabetes esta asociada con distintos tipos de tumores; sin embargo,
la relacién con el cancer de mama permanece inconsistente. Todos los estudios que se han realizado sobre la
relacion entre diabetes y cancer de mama corresponden a estudios de meta-analisis, donde se indica que las
mujeres con diabetes tienen un 16% mas de riesgo de mortalidad por cancer de mama en comparacion a las

mujeres sin diabetes.

Debido a la falta de conocimiento sobre los efectos que tiene la diabetes en la biologia de las células
cancerigenas mamarias, se realiz6 inmunohistoquimica de las proteinas CD39, CD73, PPP1R3C, PD-1y PD-
L1 para determinar los cambios en la expresion en células cancerigenas mamarias de personas diabéticas.
Asimismo, se realizé un experimento con cultivo celular para evaluar las citoquinas secretadas por adipocitos
y fibroblastos en un ambiente hiperglucémico y cdmo estas afectan la proliferacién de las células

cancerigenas.

Por medio de inmunohistoquimica se observo que las personas con cancer de mama y diabetes poseen
una mayor expresion de las proteinas CD39, CD73 y PD-1, lo cual esta asociado a inmunosupresion y
progresion. El ensayo de cultivo celular indic6 que existe una tendencia de mayor proliferaciéon de células
cancerigenas al ser incubadas con medio acondicionado alto en glucosa obtenido tanto de fibroblastos como
de adipocitos. Se pudo determinar que el medio acondicionado alto en glucosa que simula un ambiente
diabético suprime la liberacién de citoquinas que participan en atraer células del sistema inmune.

La principal limitante fue el bajo nimero de muestras en la metodologia de cultivo celular, por lo que se
recomienda incrementarlo. El estudio sobre los efectos que tiene la diabetes en la biologia del cancer de
mama es importante ya que puede brindar nuevas dianas terapéuticas para generar medicamentos especificos

para las personas que poseen las dos enfermedades.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most diagnosed cancer and the second that causes more deaths among women
worldwide. A third part of breast cancer patients also have diabetes. Many studies have shown that diabetes
is associated with different types of tumor; however, the relationship with breast cancer remains inconsistent.
All studies that have been conducted on the relationship between diabetes and breast cancer correspond to
meta-analysis studies, which indicate that women with diabetes have a 16% higher risk of breast cancer

mortality compared to women without diabetes.

Due to the lack of knowledge about the effects that diabetes has on the biology of breast cancer cells,
immunohistochemistry of the proteins CD39, CD73, PPP1R3C, PD-1, and PD-L1 was performed to
determine changes in the expression of breast cancer cells of diabetic people. Likewise, an experiment with
cell culture was carried out to evaluate which cytokines are secreted by adipocytes and fibroblasts in a

hyperglycemic environment and how they affect the proliferation of cancer cells.

Through immunohistochemistry it was observed that people with breast cancer and diabetes have higher
expression of the proteins CD39, CD73, and PD-1, which is associated with immunosuppression and
progression. The cell culture assay indicated that there is a tendency for greater proliferation of cancer cells
when incubated with high glucose conditioned media obtained from fibroblasts and adipocytes. It was
determined that the high glucose conditioned media that simulated a diabetic environment suppresses the

release of cytokines that participate in attracting cells of the immune system.
The main limitation was the low number of samples in the cell culture methodology, so it is recommended

to increase it. It is important to study the effects that diabetes has on the biology of breast cancer because it

can provide new therapeutic target to generate specific medications for people who have both diseases.
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.  INTRODUCCION

Este trabajo de investigacion tiene como finalidad describir algunos de los efectos que tiene la diabetes
en la biologia de las células cancerigenas mamarias. Existen estudios de meta-analisis que investigan la
relacion entre diabetes y el cancer de mama, donde indican que las mujeres con diabetes tienen un 16% mas
de riesgo de mortalidad por cancer de mama en comparacién a las mujeres sin diabetes (Liao et al., 2011).
Sin embargo, no existe suficiente evidencia que indique los motivos bioldgicos. Por lo tanto, el principal
objetivo de este estudio es determinar si las células cancerigenas de mujeres con diabetes tienen una
diferencia de expresion de cinco proteinas (CD39, CD73, PPP1R3C, PD-1 y PD-L1) en comparacion a las
células cancerigenas de mujeres sin diabetes. Ademas, se busca determinar de manera in vitro qué citoquinas
son secretadas por adipocitos y fibroblastos en un ambiente hiperglucémico y cémo estas afectan la
proliferacion de las células cancerigenas. Este es un estudio piloto donde sus aportes permitiran brindar un

primer acercamiento a los cambios fisioldgicos de células cancerigenas mamarias en personas diabéticas.

Dos metodologias experimentales fueron utilizadas: inmunohistoquimica y cultivo celular. Para
inmunohistoquimica se utilizaron muestras colectadas entre febrero de 1993 y agosto de 2003 de mujeres en
el &rea metropolitana de Baltimore, MD, Estados Unidos. La parte experimental se trabajo en el Instituto
Nacional de Céncer de Estados Unidos, en el Laboratorio de Carcinogénesis Humana. La metodologia se
basa en la utilizacién de anticuerpos para la determinacion de su respectivo antigeno en la superficie de las
células cancerigenas. Por otro lado, para el cultivo celular se utilizaron lineas celulares comerciales de
fibroblastos y adipocitos; como también las lineas celulares cancerigenas MDA MB175 y ZR7530. Se
estimulé a los adipocitos y fibroblastos con medio hiperglucémico y normoglucémico para asi analizar y
medir la liberacién de citoquinas y posteriormente analizar la proliferacion de las células cancerigenas cuando

se afiaden estas citoquinas al medio.

Por medio de inmunohistoquimica se pudo observar que las personas con cancer de mama y diabetes
poseen una mayor expresion de las proteinas CD39 y CD73, lo cual genera una mayor cantidad de adenosina
extracelular que suprime las respuestas inmunes. Estas personas también poseen una mayor expresion de PD-
1, lo cual permite su union a PD-L1 de otras células cancerigenas y aumenta la progresion. El ensayo de
cultivo celular indicé que existe una tendencia de mayor proliferacion de células cancerigenas al ser
incubadas con medio acondicionado alto en glucosa obtenido tanto de fibroblastos como de adipocitos. Se
pudo determinar que el medio acondicionado alto en glucosa que simula un ambiente diabético suprime la

liberacion de citoquinas que participan en atraer células del sistema inmune.



Il.  OBJETIVOS

A.OBJETIVO GENERAL

e Determinar los efectos de la diabetes en la biologia del cancer de mama a través de la
inmunohistoquimica de los marcadores CD39, CD73, PPP1R3C, PD-1 y PD-L1, asi como por
medio de la experimentacién in vitro utilizando las lineas celulares MDA MB175 y ZR7530 en

condiciones hiperglucémicas.

B.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si existe una diferencia significativa en la expresion de las proteinas CD39, CD73,
PPP1R3C, PD-1y PD-L1 en tumores mamarios de pacientes diabéticos y no diabéticos.

e Tratar adipocitos y fibroblastos con medio hiperglucémico y normoglucémico para evaluar si las
citoquinas liberadas pueden promover la proliferacion de las células de cancer de mama.

e Evaluar las citoquinas liberadas por los adipocitos y fibroblastos en medio hiperglucémico y

normoglucémico utilizando el Proteome Profiler Array.



l1l. JUSTIFICACION

El cancer de seno es el cancer mas frecuente en las mujeres y el segundo que mas muertes causa
(Mazumdar et al., 2016). En Estados Unidos el cancer de mama representa el 15% de los casos de cancer.
Asi mismo, 1 de cada 8 mujeres padecera de cancer de seno en toda su vida (Ridnour et al., 2012). Esto es
causado tanto por factores genéticos como ambientales. El cancer tiene la capacidad de crecer y evadir el
sistema inmune por medio de rutas inmunosupresoras. Estos mecanismos de evasion tienen como objetivo
prevenir que las células malignas puedan ser reconocidas como extrafias y puedan ser atacadas por el sistema
inmune (Allard, Longhi, Robson, & Stagg, 2017).

La tercera parte de los pacientes con cancer de mama también padecen diabetes. Un estudio de meta-
analisis ha demostrado que las mujeres con diabetes tienen un 16% mas de riesgo de mortalidad por cancer
de mama en comparacion a las mujeres sin diabetes (Liao et al., 2011). Por esto mismo, estudios sugieren
que afecciones como la diabetes pueden tener un impacto negativo en el pronostico del cancer de mama
(Louwman et al., 2005; Shao et al., 2018). Estos datos se han obtenido a partir de estudios de meta-analisis
donde relacionan la diabetes con el cancer de mama. Sin embargo, en la actualidad no se cuentan con estudios
donde investiguen la diferencia entre la biologia de una célula cancerigena mamaria de un paciente con

diabetes en comparacion a un paciente sin diabetes.

Los marcadores son proteinas que se utilizan como indicadores de procesos biolégicos patdégenos o
normales, 0 una respuesta farmacoldgica a un medicamento (Hilmenyuk et al., 2018). Por esto mismo, es
importante determinar si hay diferencia de expresién de proteinas especificas en tumores mamarios de
pacientes diabéticos y no diabéticos. Debido a que este es un estudio piloto, al identificar una diferencia de
expresion, dichas proteinas se podran utilizar para investigaciones posteriores con el fin de poderse utilizar
como dianas terapéuticas y brindar asi una ruta a posibles tratamientos de la enfermedad. Asi mismo, es
importante comprender como un ambiente de diabetes afecta a los adipocitos y fibroblastos ya que éstas son
células capaces de secretar citoquinas capaces de cambiar el comportamiento de las células cancerigenas

circundantes.



IV. MARCO TEORICO

A.CANCER DE MAMA

El cancer de seno es el cancer mas diagnosticado y es el segundo que mas muertes causa entre las mujeres
(Mazumdar et al., 2016). El cancer de mama ocurre cuando las células del seno comienzan a crecer de forma
rapida y descontrolada (Dai, Cheng, Bai, & Li, 2017). En la mayoria de los casos, el cancer de mama se
origina en las glandulas que producen leche. Sin embargo, también puede generarse en los conductos que
llevan la leche al pezon, pero estos son menos comunes (American Cancer Society, 2018). El crecimiento de
dichas células forma un tumor que tiene la capacidad de penetrar e invadir tejidos cercanos generando
metastasis. El cancer es capaz de crecer y cambiar las vias inmunosupresoras para evitar que las células
malignas sean reconocidas como peligrosas o extrafias. Esto evita que el sistema inmune pueda detectar y

eliminar las células cancerigenas, lo cual genera que la enfermedad progrese (Allard et al., 2017)

Cuadro 1. Probabilidad por edad de desarrollo invasivo de cancer de mama en mujeres de EE.UU.

Current age 10-year probability: or1in:
20 0.1% 1,567
30 0.5% 220
40 1.5% 68
50 2.3% 43
60 3.4% 29
70 3.9% 25
Lifetime risk 12.4% 8

Note: Probability is among those free of cancer at beginning of age interval.
Based on cases diagnosed 2012-2014. Percentages and “1 in” numbers may
not be numerically equivalent due to rounding.

©2017, American Cancer Society, Inc., Surveillance Research

(American Cancer Society, 2018)

En el Cuadro 1 se muestra el aumento en la incidencia y muerte por cancer de mama con la edad. Durante
2010y 2014, el cancer de mama fue diagnosticado a una edad media de 62 afios. Una mujer que vive en los
EE.UU. tiene un 12.4% o0 1 en 8 de probabilidad de ser diagnosticada con cancer de mama durante toda su
vida. Esto se puede atribuir al aumento en la ingesta de hormonas exdgenas, prevalencia de obesidad, cambios

en el patron de reproduccion, entre otros factores (American Cancer Society, 2018).

La probabilidad de una mujer a padecer cancer de mama puede ser incrementada debido a factores
genéticos, como lo son mutaciones heredadas en BRCA1, BRCA2 y otros genes susceptibles a cancer de

mama, como Tp53, ATM, PTEN, LKB1, entre otros (de Jong et al., n.d.). Sin embargo, el cancer de mama
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por historial familiar solo contribuye al 5%-10% de los casos. La elevada incidencia de cancer de mama se
atribuye a la prevalencia de factores de riesgo, como lo es una temprana menstruacion, una tardia menopausia,
edad avanzada al primer nacimiento, menor nimero de hijos, ingesta de hormonas exdgenas, consumo de
alcohol y sobrepeso. Asi mismo, se ha visto que factores como amamantar y realizar ejercicio actlan como

factores protectores (Bray et al., 2018).

1.Alteraciones en el cancer de mama

Debido a la alta tasa de proliferacion de las células tumorales, estas necesitan reprogramar su metabolismo
energético para poder cubrir sus necesidades y poder crecer rapidamente (Bastid et al., 2015). Los tumores
en general, poseen una alta tasa de captacion y consumo de glucosa. Debido a que las células cancerigenas
proliferan rapidamente, estas se distancian de las venas que proveen oxigeno y se genera un ambiente
anaerodbico (Adekola, Rosen, & Shanmugam, 2012). Cuando esto sucede, la glucosa adentro de la célula
cancerigena se convierte a piruvato y consiguientemente en acido lactico. Las células cancerigenas utilizan
la via de la fermentacidn de piruvato aln en presencia de oxigeno (Liberti & Locasale, 2016). A este cambio
en el metabolismo de las células cancerigenas se le denomina efecto Warburg. Por el contrario, en células no
cancerigenas, el piruvato es transportado a la mitocondria donde entra al ciclo de Krebs y participa en la
fosforilacion oxidativa, brindando asi una mayor cantidad de ATP (Fadaka et al., 2017). A pesar que la
fermentacién genera una cantidad menor de ATP, las células cancerigenas utilizan esta via para asi generar
Acetil-CoA, el cual se utiliza para formar componentes de las células como la pared celular y asi las células
pueden crecer y dividirse (Poff et al., 2019).

Se ha visto que la hiperglucemia modula la migracién, adhesion y proliferacion de células cancerigenas
mamarias, lo cual genera un aumento en la mortalidad de pacientes con cancer de mama (S. K. Lee et al.,
2015). Las células cancerigenas son capaces de sobrepasar regulaciones metabdlicas ya que adquieren
mutaciones en genes que normalmente actGan como supresores tumorales. Por otro lado, estas mutaciones
también les permiten activar a oncogenes (Fadaka et al., 2017). Algunas de las alteraciones genéticas en el
cancer de mama son mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, encontrados en el cromosoma 17 y 13,
respectivamente. Cuando una persona hereda mutaciones en estos dos genes, tiene un riesgo mas alto de
presentar cancer de mama (Bieche & Lidereau, 1995). Existen otros genes menos conocidos que también se
han visto que estan involucrados en el cancer de mama. Algunos de estos genes son Tp53, ATM, PTEN,

entre otros (de Jong et al., n.d.).



2.Deteccién del cancer de mama

Existen distintas técnicas para el diagnostico del cancer de mama. Para las mujeres con un alto riesgo, la
Asociacion Americana de Cancer recomienda realizarse mamografias e imagen por resonancia magnética
anualmente. La mamografia es una baja dosis de rayos X que permite la visualizacion de estructuras internas
de los senos. Esta técnica tiene limitaciones para detectar tumores en tejido mamario denso, sin embargo,
individualmente es el método mas efectivo para una deteccién temprana (Boyd et al., 2007). La Imagen por
Resonancia Magnética (MRI) utiliza campos magnéticos para producir imagenes muy detalladas de secciones
del cuerpo. Para poder realizar esto es necesario inyectar un medio de contraste intravenoso. EI MRI no debe
de reemplazar la mamografia, sino que debe de utilizarse como un método complementario (American
Cancer Society, 2018).

Los ultrasonidos de mama se utilizan para evaluar anormalidades encontradas en una mamografia o MRI.
Estudios han demostrado que el ultrasonido es més efectivo para detectar tumores en mamas con tejido denso
ya que esta técnica es capaz de detectar tumores pequefios no invasivos (Boyd et al., 2007; Zhang et al.,
2012). Las mujeres también pueden realizarse auto examenes en casa. La Asociacién Americana de Cancer
recomienda que mensualmente se realicen un examen de palpado de las mamas para detectar alguna anomalia
0 masa. Asi mismo, se recomienda que las mujeres se familiaricen con la apariencia y sensacién de sus senos

y reporten a su médico cualquier cambio que ocurra (American Cancer Society, 2018).

Cuando se detecta alguna masa o anomalia en el seno por alguno de los métodos mencionados
anteriormente y se sospecha que pueda ser maligno, se recomienda realizar una biopsia. Durante la biopsia,
una muestra se toma de células del &rea sospechoso y se investigan en el laboratorio para determinar si son
cancerigenas. Esto se puede realizar utilizando una aguja o realizando un corte en la piel (American Cancer
Society, 2018).

En la mayoria de casos se utilizan dos 0 mas de los métodos mencionados anteriormente para brindar un
diagnéstico certero. Es muy importante una deteccion temprana del cancer de mama ya que va a permitir

tener mas opciones de tratamientos como también realizarse cirugias menos invasivas (Zhang et al., 2012).



3. Tratamientos del cancer de mama

El tratamiento para el cancer de mama varia segun la etapa de la enfermedad, las caracteristicas bioldgicas
del cancer, asi como también la edad del paciente, estado en la reproduccién y los riesgos y beneficios de
cada opcion. Entre los tratamientos mas comunes se encuentra la cirugia, radioterapia, quimioterapiay terapia
de hormonas (Bray et al., 2018). En los dltimos afios se han desarrollado inmunoterapias con células T con
Receptor de Antigeno Quimérico (CAR), lo cual consiste en modificar genéticamente las células T autélogas
de un paciente para que exprese un CAR especifico para un antigeno tumoral. Posteriormente se realiza una
expansion celular ex vivo y se readministra al paciente (Graham, Hewitson, Pagliuca, & Benjamin, 2018;
June, O’Connor, Kawalekar, Ghassemi, & Milone, 2018).

La cirugia se utiliza para remover el cancer y determinar la etapa en la que esta. Los tipos de cirugia se
clasifican segun la cantidad de tejido a remover (Louwman et al., 2005). La mastectomia es la cirugia donde
se conserva las mamas ya que solo el tejido cancerigeno y tejido normal circundante es removido. La
mastectomia total es cuando la mama completa es removida, ademas de nddulos linfaticos axilares (Giordano,
Hortobagyi, Kau, Theriault, & Bondy, 2005). La radioterapia se utiliza cominmente después de la cirugia
para eliminar a las células cancerigenas restantes en lamamay la pared del pecho (American Cancer Society,
2018).

Las terapias sistémicas son los tratamientos que viajan por el flujo sanguineo y llegan a casi todo el cuerpo
(Giordano et al., 2005). Entre las terapias sistémicas esta la quimioterapia y la terapia de hormonas. La
administracién de quimioterapia va a depender de la presencia de receptores en las células cancerigenas. En
estudios anteriores se ha observado que una combinacién de medicamentos es més efectiva en comparacién
a un solo medicamento (Giordano et al., 2005; Waks & Winer, 2019). La terapia hormonal se utiliza para
disminuir los niveles de estrégeno para bloguear los efectos en el crecimiento de las células cancerigenas

(American Cancer Society, 2018).

En los ultimos afios se han desarrollado las inmunoterapias para generar un tratamiento mas eficaz ya que
se modifica el sistema inmune del paciente para combatir el cancer. Esto se realiza ya sea estimulando al
sistema inmune para que pueda detectar las células cancerigenas y las rechace o bloqueando las rutas

supresoras (Allard et al., 2017).



B.DIABETES

La diabetes es un conjunto de enfermedades metabdlicas que dan como resultado hiperglicemia que puede
ser causada por defectos en la secrecion de insulina, en la funcién de la insulina 0 ambos (Knight & Nigam,
2017). La glucosa proveniente de la alimentacidn debe ser ingresada a las células del cuerpo, lo cual se lleva
a cabo por la hormona insulina. En una persona sin diabetes, las células beta del pancreas producen la
insulina. Al ingresar glucosa al cuerpo, la insulina es liberada por el pancreas y circula por todas las células
del cuerpo. Posteriormente se une a los receptores de insulina presentes en todas las células humanas y el
transportador de glucosa Glut4 se mueve a la superficie celular para permitir que la glucosa pueda entrar a la
célula (Figura 1). La mayor parte de la glucosa ingerida entra al higado y a las células del mUsculo para ser

almacenada como glucégeno (A. lyer, Jeyalatha, & Sumbaly, 2015).

Insulin Insulin Glucose
receptor
o e o ®
® "
}?Gluux \
Vesicle '

Plasma

membrane
In the presence of insulin, Glut4 Glut4 allows glucose to
vesicles fuse with the plasma enter the cell
membrane

Glut = glucose transporter.

Figura 1. Ingreso de glucosa a la célula

Leyenda: en presencia de glucosa, insulina es liberada y es reconocida por los receptores. El
transportador de glucosa Glut4 se fusiona con la membrana plasmatica, lo cual permite que la glucosa
pueda entrar a la célula.

(Knight & Nigam, 2017)

En el 2012, aproximadamente 9.3% de la poblacién de EE.UU. habia sido diagnosticada con diabetes, lo
cual la hace la enfermedad enddcrina mas comdn (A. lyer et al., 2015). Desde 1980, la prevalencia de la
diabetes ha aumentado de un 4.7% a un 8.5% en la poblacion adulta (Knight & Nigam, 2017). Existen dos
principales tipos de diabetes, tipo 1 y tipo 2, donde el tipo 2 representa el 95% de todos los diagndsticos
clinicos. (Shao et al., 2018).

La diabetes tipo 1 se cataloga como una enfermedad autoinmune y normalmente se diagnostica en la

nifiez, entre los 4 y 5 afios o en la adolescencia. Este tipo se caracteriza por la destruccion de las células beta
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del pancreas que producen la insulina, lo cual resulta en una ausencia total o muy baja cantidad de insulina
(Atkinson, Eisenbarth, & Michels, 2014). Debido a la falta de insulina, el transportador Glut4 permanece en
la célulay la glucosa no es capaz de entrar a las células, lo cual resulta en hiperglicemia extracelular. Padecer
este tipo de diabetes esta influenciado por factores genéticos ya que se han encontrado muchos genes

relacionados con esta enfermedad autoinmune (Knight & Nigam, 2017).

La diabetes tipo 2 es la m&s comin y esta caracterizada por una resistencia a la insulina. Este tipo de
diabetes afecta mas que todo a personas mayores y no se considera una enfermedad autoinmune, mas bien se
cataloga como un estado inflamatorio. En este tipo de diabetes las células beta del pancreas si son capaces
de producir insulina; sin embargo, esta hormona no es capaz de unirse a los receptores de las células
(Atkinson et al., 2014). Existen dos hipétesis para la resistencia a insulina. La primera consiste en que hay
una interferencia en el receptor de la insulina. Dicha interferencia puede ser causada por un anticuerpo, virus
o proteina que bloquea el receptor y previene que la insulina se pueda unir. La segunda hip6tesis consiste en
mutaciones de genes que generan un cambio de forma del receptor de insulina, lo cual dificulta su union
(Knight & Nigam, 2017). Existen algunos factores que pueden llevar a padecer este tipo de diabetes como lo

son el sobrepeso, sedentarismo y la edad (A. lyer et al., 2015).

Algunos de los sintomas de padecer diabetes pueden incluir: orinar frecuente, hambre excesiva, sed
excesiva, lento proceso de sanacién de heridas, vision borrosa, fatiga, entre otras (A. lyer et al., 2015). Todos
los casos de diabetes generan la misma consecuencia, la cual es un aumento en los niveles de glucosa en la
sangre. La hiperglicemia cronica a largo plazo puede causar dafios en érganos como los ojos, rifiones,
corazon, nervios y venas (Atkinson et al., 2014).

1.Deteccion de diabetes

La deteccion de la diabetes se realiza a través de pruebas de orina y sangre para determinar si hay un
exceso de glucosa en el cuerpo. Las pruebas mas comunes para determinar son la prueba A1C, prueba de
glucosa en plasma en ayunas (FPG) y la prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) (Punthakee,
Goldenberg, & Katz, 2018). Se considera que una persona sufre de diabetes cuando los niveles de azucar en
sangre estan por encima de los valores normales (4.4 a 6.1 mmol/L 0 79.27 a 109.89 mg/dL) (A. lyer et al.,
2015). La prueba A1C permite conocer el promedio de la glucosa en la sangre de 3 meses pasados ya que
mide la hemoglobina glucosilada. Se basa en que la glucosa se une a la hemoglobina de las células sanguineas,
por lo que a mayor nivel de glucosa en sangre, mayor glucosa sera unida a la hemoglobina (Owora, 2018).
La prueba FPG revela el nivel de glucosa en sangre en ayunas. Con esta prueba solo se puede saber el valor
de glucosa en el momento que se esta haciendo la medicion (Punthakee et al., 2018). La prueba OGTT es la

prueba estandar y mas utilizada para el diagnéstico de diabetes. Esta prueba consiste en hacer ayuno por 8



horas tener una medicion de la glucosa en sangre. Posteriormente se consume una solucion oral con 75g de
glucosa y se realizan mediciones de los niveles de glucosa en sangre cada 30 minutos por un periodo de 2
horas (Knight & Nigam, 2017). Al consumir la solucion oral se espera que la concentracion de glucosa en
sangre se eleve pero que, al transcurrir una hora, ésta comience a disminuir hasta llegar al nivel inicial que
se tenia en ayunas. Sin embargo, en las personas con diabetes el nivel de glucosa en sangre tarda mas de dos
horas en regresar al valor inicial (Figura 2).

12 —

- —0O
/ Diabetes
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Time after oral glucose (h)

Figura 2. Cambios en los niveles de glucosa en sangre medidos por OGTT

Leyenda: en el eje X se muestra el tiempo en horas después del consumo de glucosay en el eje Y la
concentracion en mmol/L. En el caso de una persona sana, al cabo de las 2 horas el nivel de glucosa regresa
a ser iguales a los del inicio. Por otro lado, en una persona diabética, el nivel de glucosa permanece alto
luego a las 2 horas.

(Knight & Nigam, 2017)

2. Tratamientos para diabetes

Tanto la diabetes tipo 1 como la tipo 2 no tienen cura y solamente pueden ser controladas y tratadas con
dietas especiales, ejercicio o inyecciones de insulina (A. lyer et al., 2015). El tratamiento a utilizar depende
del tipo de diabetes que la persona posea. Debido a que las personas con diabetes tipo 1 no producen insulina,
el tratamiento consta de inyecciones de insulina para normalizar la glucosa en la sangre (Knight & Nigam,
2017).

Por otro lado, las personas con diabetes tipo 2 tienen una resistencia a la insulina, el tratamiento consta

de dieta, ejercicio, pérdida de peso o farmacolégico. Asi mismo, estas personas también utilizan inyecciones

de insulina para regular su glucosa (Knight & Nigam, 2017).
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C.RELACION ENTRE DIABETES Y CANCER DE MAMA

La diabetes y el cancer de mama son enfermedades graves que causan la muerte en todo el mundo.
Muchos estudios han demostrado que la diabetes esta asociada con muchos tipos de tumores (Shao et al.,
2018); sin embargo, la relacién con el cancer de mama permanece inconsistente. Por esto mismo, muchas
investigaciones se han basado en encontrar una relacién entre la diabetes y el cancer de mama por medio de
estudios de meta-analisis (Liao et al., 2011). Sin embargo, la limitante principal de estos estudios es la
obtencion de resultados generalizados y no se llega a conocer la razén particular del suceso. Por esto, es

importante realizar estudios funcionales para comprobar los resultados obtenidos con meta-analisis.

Algunos estudios sugieren que algunas condiciones como la diabetes pueden impactar de forma negativa
el pronostico del cancer de mama (Liao et al., 2011). La asociacion entre diabetes y la sobrevivencia de
cancer de mama ha sido inconsistente en la literatura, sin embargo, un estudio de cohorte prospectivo de un
millén de adultos de EE.UU. ha demostrado que las mujeres con diabetes tienen un 16% mas de riesgo de
mortalidad por cancer de mama en comparacion a las mujeres sin diabetes (Shao et al., 2018). El estudio
conducido por Shao et al. demostré que hay un aumento en el riesgo de muerte asociado a diabetes tipo 2 sin
importar si fue diagnosticada antes o despueés del diagndstico de cdncer de mama. Esto indica que los factores

relacionados a diabetes pueden influenciar directamente en el cancer de mama.

La razén por la que la diabetes puede cambiar la incidencia y mortalidad del cAncer de mama puede ser
debido a mecanismos bioldgicos que no han sido claramente establecidos; sin embargo, se tienen tres
principales hip6tesis. La primera es que existe una activacion de la ruta de la insulina que incrementa la union
de la insulina con sus receptores la cual activa la fosfatidilinositol 3-quinasa. Esta activa la via AKT, la cual
juega un rol importante en la formacion tumoral. La segunda es que existe una activacion en la via del factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF). El IGF se puede unir tanto al receptor de la insulina como al
receptor de IGF, lo cual genera un mecanismo en cascada que finalmente estimula el desarrollo del cancer

de mama. Y la tercera es que existe una regulacion de hormonas sexuales enddégenas (Liao et al., 2011).

Como consecuencia de la resistencia a la insulina, las personas desarrollan la hiperinsulinemia (Louwman
et al., 2005). Esta condicion a su vez esta asociada con altas concentraciones de estrégeno y bajos niveles de
globulina fijadora de hormonas sexuales, lo cual lleva a un aumento en la disposicion de estradiol. En estudios
se ha visto que un elevado nivel de estradiol esta asociado con un mayor riesgo de padecer cancer de mama
(Cauley et al., 1999; Mallick & Taylor, 2019).
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1.Fibroblastos y adipocitos como promotores de la progresion tumoral

Las células que componen el estroma tumoral estan asociadas a la progresion del cancer (Wang et al.,
2012). Los fibroblastos asociados al cancer promueven la progresion tumoral ya que secretan factores de
crecimiento como quimioquinas, citoquinas y compuestos que aumentan la migracion y contribuyen a la
modificacion de la matriz extracelular (Bochet et al., 2013). Los adipocitos también son capaces de secretar
hormonas, factores de crecimiento, citoquinas y adipoquinas, las cuales influencian en el comportamiento
del tumor. Entre las adipoquinas se encuentra la leptina, adiponectina y el factor de crecimiento de hepatocito
(Bochet et al., 2013). Estos se ha visto que estimulan el crecimiento y proliferacion hasta de las células
cancerigenas ER-. Un aumento en leptina y una disminucién en niveles de adiponectina se han visto en
personas con diabetes tipo 2, lo cual también puede contribuir a un aumento en el riesgo de cancer de mama
(Liao et al., 2011).

En estudios anteriores se ha observado que los adipocitos que rodean al tumor muestran cambios
fenotipicos tanto in vitro como in vivo, lo cual puede promover la invasion y metastasis de las células
tumorales (BOTA, AUTIER, & BOYLE, 2018; Dirat et al., 2011). Estos adipocitos también muestran una
disminucion en el contenido de lipidos y una activacion en la sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias
(Bochet et al., 2013).

D.INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica es una técnica altamente sensible y especifica que emplea las disciplinas de la
inmunologia, histologia y quimica. Es utilizada para detectar antigenos en secciones de tejidos mediante el
uso de anticuerpos especificos (Linnoila & Petrusz, 1984). La ventaja que posee esta técnica sobre otros
métodos de deteccion inmunoldgica (e.g. ELISA, inmunocromatografia) es la capacidad de brindar la
ubicacién del antigeno en el tejido o célula. Esto permite correlacionar la ubicacion del antigeno con su
posible funcion en tejidos normales y patolégicos (Ramos-Vara, 2011).

1.CD39y CD73

Las enzimas CD39 y CD73 son ectonucleotidasas presentes en la superficie de distintos tipos de células
asi como endoteliales e inmunes en la mayoria de tejidos (B. Zhang, 2010). La ruta CD39/CD73 se encarga
de hidrolizar el ATP y ADP extracelular para generar adenosina (Bastid et al., 2015). Cuando el ATP es
liberado al ambiente extracelular, éste se une a receptores que desencadenan una respuesta inflamatoria

(Zhao, Bo, Kang, & Li, 2017). La proteina CD39 realiza el paso limitante de la hidrdlisis convirtiendo el
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ATP y ADP en AMP, lo cual luego es convertido a adenosina por medio de la proteina CD73 (Allard et al.,
2017a; Antonioli, Pacher, Vizi, & Haskd, 2013).

La adenosina extracelular se une a receptores de adenosina e inhibe las respuestas de las células T y las
Natural Killer (NK), generando asi una supresion del sistema inmune. En estudios anteriores se ha visto que
la expresion de CD39 es mayor en tejidos cancerigenos en comparacién a tejidos sanos. Las células
cancerigenas CD39* CD73* inhiben la proliferacion de células T CD4 y CD8 y la generacién de células T
CD8 citotoxicas (Bastid et al., 2015; Hilmenyuk et al., 2018).

La ruta CD39/CD73 cambia segln el contexto fisiopatoldgico de la persona. En estudios previos se ha
determinado que generar cambios y alterar esta ruta puede cambiar el curso de varias enfermedades
autoinmunes, infecciones, cancer, entre otras (Allard, Longhi, Robson, & Stagg, 2017b; Antonioli et al.,
2013; Goueli & Hsiao, 2018).

Estudios anteriores demuestran que la proteina CD73 esta implicada en la resistencia a medicamentos y
al desarrollo tumoral. Utilizando citometria de flujo se ha demostrado que la proteina CD73 como la CD39
estan sobre expresadas en tejidos cancerigenos. Ademas, se ha determinado que la alta expresion de dichas
proteinas esta asociada con la invasion y metastasis del cancer de seno promoviendo asi una mayor migracion

y adhesién de las células cancerigenas (B. Zhang, 2010).

2.PPP1R3C

La proteina fosfatasa 1 con subunidad reguladora 3C (PPP1R3C) es un gen que codifica a una proteina
de union a carbohidratos que es una subunidad del complejo de proteina fosfatasa 1 (PP1) (Shen, Zhang, Liu,
& Zhang, 2010). PP1 cataliza la fosforilacion reversible de proteinas, lo cual es utilizado en actividades
celulares como la generacion de ATP. PPP1R3C es una enzima intracelular que se une a la proteina fosfatasa
1 (PP1) como un regulador. El rol principal de PPP1R3C esta asociado a la sintesis de glucégeno activando
la glucogeno sintasa. Esta proteina también limita la degradacion de glucégeno al reducir la actividad de
glucdgeno fosforilasa (S. K. Lee et al., 2015; J. Pelletier et al., 2012). En estudios anteriores se ha visto que
la sobreexpresion de este gen aumenta el almacenamiento de glucdgeno. Asi mismo, cuando PPP1R3C es
silenciado, el nivel de glucégeno celular es suprimido. Se ha observado que la proteina PPP1R3C induce la
acumulacion de glucogeno a través de la via HIF1 a (Factor inducible por hipoxia 1-alfa) durante hipoxia en

las células cancerigenas (S. K. Lee et al., 2015).
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3.PD-1y PD-L1

La proteina de la muerte celular programada 1 (PD-1) es expresada en la superficie de células del sistema
inmune como lo son las células T y B. Esta proteina induce y mantiene la tolerancia periférica inmune y
protege a los tejidos de ataques inmunes. PD-1 tiene dos ligandos naturales; PD-L1y PD-L2, los cuales son
responsables de regular el balance entre la activacion de células T, tolerancia e inmunopatologia. El ligando
PD-L1 es expresado en células normales y tumorales, y estudios recientes revelan que la proteina PD-1
también es expresada en melanoma y algunos otros canceres (Yao, Wang, Li, Fang, & Xu, 2018a). Cuando
PD-1 se une a su ligando PD-L1, esto suprime la actividad de destruccion de tumores de las células T y
disminuye la respuesta de dichas células, lo cual evita que las células T destruyan a las células cancerigenas
(Figura 3, lzquierda). Cuando hay un bloqueo en esta union, esto permite que las células T destruyan a las
células tumorales (Figura 3, Derecha). Esto genera que la ruta PD-1/PD-L1 sea un punto de control presente

en las células T y células cancerigenas (National Cancer Institute, 2018).

PD-L1 se une con PD-1 e impide El bloqueo de PD-L1 o PD-1 permite
que la célula T destruya la célula que la célula T destruya la
tumoral célula tumoral

Célula tumoral &‘fﬁg‘iﬁ;g’,’;ﬁ’

PD-L1 PD-L1
Anti-PD-L1 g’
. AR
Anti- )\
PD-1 PD-1 & (8
PD-1 < P

CélulaT Célula T

Figura 3. Inhibicion de puntos de control inmunitario PD-1/PD-L1

(National Cancer Institute, 2018)
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E. TECNICAS DE CULTIVO CELULAR

El cultivo celular es una técnica que se utiliza ampliamente en la biologia celular y molecular para estudiar
la biologia, fisiologia y bioquimica de las células (Hudu, Alshrari, Syahida, & Sekawi, 2016). Es un excelente
modelo donde se utilizan células de animales o plantas y se crecen en un ambiente artificial favorable. Se
utiliza para determinar los efectos que tienen distintos compuestos como drogas, toxinas, medicamentos,

entre otros, en las células y asi poder investigar su mutagénesis o carcinogénesis (Phelan & May, 2015).

Las células pueden obtenerse por actividad enzimatica 0 mecanica a partir del tejido original, a lo cual se
le conoce como cultivo primario. Al realizar un subcultivo del cultivo primario, se generan clones o copias,
alo cual se le denomina linea celular (Hudu et al., 2016). Las lineas celulares derivadas de cultivos primarios
tienen una vida limitada. Cada vez que éstas son pasadas a otro recipiente, las células con la mayor capacidad
de crecimiento van a predominar y se generara una uniformidad fenotipica y genotipica (Phelan & May,
2015).

Las células también pueden ser derivadas de una linea celular que ya ha sido establecida. Estas lineas
celulares comerciales son transformadas quimica o viralmente para conferirles la capacidad de dividirse

indefinidamente y asi tener una linea celular continua (Phelan & May, 2015).

1.Linea celular 3T3-L1

3T3-L1 es una linea celular derivada de raton que se utiliza ampliamente en la investigacién del tejido
adiposo. Esta linea celular es de fibroblastos (Figura 4 A) pero tiene la capacidad de diferenciarse en
adipocitos. El proceso de diferenciacién es acelerado con la presencia de insulina, indometacina y cAMP.
Las células 3T3-L1 de adipocitos tienen un aumento en la sintesis y acumulacion de triglicéridos, lo cual le
da una apariencia mas circular y con acumulacién de gotas de lipidos (Figura 4 B) (T. H. Chang & Polakis,
1978; Mukhopadhyay, 2015).

15



Figura 4. Linea celular 3T3-L1 de fibroblastos y adipocitos.

Observado en Microscopio invertido a 100X

Figura propia

2.Linea celular MDA MB175

MDA MB175 es una linea celular cancerigena mamaria proveniente de una mujer afrodescendiente. Esta
linea celular es del subtipo de Luminal A y expresa receptor de estrdgeno positivo (ER+), receptor de
progesterona negativo (PR-), receptor epitelial humano 2 negativo (HER2-) y la mutacion en el gen BRCA1
no fue determinada (Dai et al., 2017). Esta linea celular se adhiere a la superficie porosa de las placas para

poder crecer y llegar a ser confluente en 2-3 dias.

High Density

Figura 5. Linea celular MDA MB175

(ATCC, 2019)
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3.Linea celular ZR7530

ZR7530 es una linea celular cancerigena mamaria de una mujer de raza negra. Esta linea celular tiene
muy poca expresion de la proteina p53, la cual es supresora tumoral (Smith et al., 2017). Ademas, esta linea
celular es Luminal B y expresa ER+, PR-, HER2+ y no contiene una mutacién en el gen BRCA1 (Dai et al.,
2017). . La sobre expresion del receptor HER2 tiene un rol importante en la metastasis de adenocarcinomas
de mama (American Association for Cancer Research. et al., 2005). Esta linea celular se adhiere a la
superficie porosa de las placas para crecer y llegar a ser confluente en 5-6 dias. Posee un crecimiento mas
lento que la linea celular MDA MB175.

Low Density High Density

Figura 6. Linea celular ZR7530

(ATCC, 2019)

4.Ensayo de proliferacion celular CellTiter-Blue ®

Los ensayos de proliferacién celular son ampliamente utilizados para verificar la funcién celular y su
viabilidad al estar en contacto con algin estimulo o sustancia. Algunos de los ensayos para verificar la
viabilidad celular incluyen el conteo celular ya sea manual o automético. El conteo manual en microscopio
es sensible, pero requiere de mucho tiempo. El conteo automatico computarizado es caro en términos de
equipo pero es mas rapido y brinda un conteo més preciso (Posimo et al., 2014). Anteriormente se utilizaban
radiois6topos como timidina para determinar la proliferacion celular ya que éste es un componente del ADN
genomico por lo que al ser incorporado en el ADN durante la divisién celular, puede ser capaz de reflejar la
proliferacion. Sin embargo, por las restricciones en desechos de radioactivos se ha elegido utilizar pruebas
colorimétricas basadas en MTT, WST-1 y resazurina, las cuales brindan resultados muy precisos (Koyanagi,
Kawakabe, & Arimura, 2016).
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El ensayo de proliferacion CellTiter-Blue ® es basado en colorimetria por resazurina. Es un método
fluorométrico utilizado para estimar el nimero de células viables en un plato de multiples pocillos. Se basa
en que las células viables tienen la capacidad de reducir resazurina en resorufina, el cual es un compuesto
altamente fluorescente. Las células que no son viables pierden esa capacidad metabdlica por lo que no

producen una sefial fluorescente (Promega, 2016).

F. CITOQUINAS

Las citoquinas son pequefias proteinas de bajo peso molecular liberadas por células que permiten la
interaccion y comunicacion entre las células (J.-M. Zhang & An, 2007). Estas son mensajeras moleculares
que permiten que las células del sistema inmune se puedan comunicar entre si para generar una respuesta
coordinada y robusta a la hora de atacar un antigeno. Esto lo hacen uniéndose a receptores especificos en las
células de interés (S. Lee, Margolin, Lee, & Margolin, 2011). Diferentes tipos de células pueden secretar la
misma citogquina o0 una misma citoquina puede actuar en diferentes tipos de células. Asi mismo, diferentes
citoquinas pueden tener una funcion muy similar (Taghavi, Hassanshahi, Kounis, Koniari, &
Khorramdelazad, 2019). Cominmente la forma de actuar de las citoquinas es en cascada ya que cuando una

citoquina se une al receptor, esto genera que se produzcan mas citoquinas (J.-M. Zhang & An, 2007).

Las citoquinas pueden contener efectos tanto pro como anticancerigenos. Esto va a depender del grado y
ambiente del tumor (Kalvakolanu, 2019). Durante las Gltimas dos décadas se ha buscado caracterizar e
investigar toda la red de sefializacion de las citoquinas para asi poder desarrollar tratamientos contra el cancer
(S. Leeetal., 2011).
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1.Clasificacién

Las citoquinas pueden clasificarse de distintas maneras; tomando en cuenta su estructura secundaria,
funcion o receptores. En este apartado se abarcara la clasificacion de las citoquinas segin su funcion,

mencionando a las citoquinas méas importantes de la respuesta inmune (Kalvakolanu, 2019).

Cuadro 2. Clasificacion de las citoquinas segun su funcién

Citoquinas proinflamatorias
TNF
IL-1
IL-6

Quimioquinas

Citoquinas antiinflamatorias
IL-10

IL-1ra

TGF-B

Citoquinas activadoras de macréfagos
IFN- v

Citoquinas activadoras de células B
IL-4

IL-5

IL-6

IL-21

Citoquinas activadoras de células T
IL-2

IL-4

IL-12

IFN- vy

Citoquinas activadoras de eosindfilos vy
mastocitos

IL-3

IL-4

IL-13

IL-5

(S. Leeetal., 2011)

19



2.Deteccion de citoquinas en laboratorio

Existen distintos métodos para detectar citoquinas, asi como ELISPOT, ELISA, citometria de flujo,
matrices de anticuerpos y ensayos basados en perlas. EI mejor método a elegir depende del experimento, la
aplicacion y la especificidad requerida ya que cada método cuenta con fortalezas y limitaciones. Todos los
métodos se basan en la utilizacion de anticuerpos que van a detectar o unirse a las citoquinas de interés. Los
ensayos ELISAy ELISPOT cuentan con una especificidad muy alta, sin embargo, requieren de mucho tiempo
(Beveridge et al., 2008). Ensayos como citometria de flujo, matrices de anticuerpos y ensayos con perlas
requieren una menor cantidad de tiempo y son capaces de detectar distintas citoquinas en el mismo ensayo
(Lambert et al., 2019).

a. M¢étodo de deteccion de citoquinas Proteome Profiler™ Array

El Proteome Profiler Array es un método para determinar los niveles relativos de varias distintas
citoquinas humanas en sobrenadantes de cultivo celular, lisados celulares, lisados de tejidos, plasma, saliva,
orina y leche materna. Dependiendo del kit a utilizar, este método puede detectar desde 36 hasta 125
citoquinas al mismo tiempo. Este método consta de un kit que se basa en la utilizacion de una membrana de
nitrocelulosa que contiene puntos con anticuerpos. La muestra a analizar es diluida y mezclada con un coctel
de anticuerpos de deteccion biotinilados. Posteriormente la muestra es incubada con las membranas vy el
complejo de citoquina-anticuerpo es unido a la membrana. Se utiliza la union de estreptavidina con la enzima
peroxidasa para generar una emision quimioluminiscente y medirla ya que la cantidad de luz producida en

cada punto sera proporcional a la cantidad de citoquina unida (R&D Systems, 2019).
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V. METODOLOGIA

A.ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LAS MUESTRAS DE
CANCER DE MAMA

1.0Obtencién de muestras

Se trabajé con muestras de biopsias quirdrgicas en parafina de casos de cancer de mama proporcionadas
por el Laboratorio de Carcinogénesis Humana (LHC) del Instituto Nacional de Cancer parte de los Institutos
Nacionales de Salud (NCI-NIH) de Maryland, Estados Unidos. Las mismas fueron recolectadas entre febrero
de 1993 y agosto de 2003 de mujeres de descendencia afroamericana y caucasica en el area metropolitana de
Baltimore. Los pacientes eran elegibles si el cancer de mama habia sido diagnosticado en los Gltimos 6 meses,
habia sido patoldgicamente confirmado y no tenian historial previo de cancer de mama. Se excluyeron los
pacientes si portaban HIV (Virus de la Inmunodeficiencia Humana), HCV (Virus de la Hepatitis C) o HBV
(Virus de la Hepatitis B), eran usuarios de drogas intravenosas o eran fisica 0 mentalmente incapaces de
completar y firmar el consentimiento y cuestionario. Se obtuvo el historial médico y reportes patologicos que
indicaban el indice de masa corporal, el tamafio del tumor, estado de los ganglios, estado de la enfermedad,
tratamiento y supervivencia. Asi mismo, para algunos pacientes se obtuvo informacion de otras enfermedades
que portaban, asi como diabetes. La coleccion de los tumores, datos de la encuesta, la informacion clinica y
patol6gica fue revisado y aprobado por la Junta de Revisién de la Universidad de Maryland (UMD protocolo
#0298229) (Ridnour et al., 2012).

Para este estudio se utilizaron solamente las muestras de las personas de quienes se tenia conocimiento

sobre su presencia o0 ausencia de diabetes.

2.Evaluacion inmunohistoquimica

Se evalué la expresién de cinco proteinas (CD39, CD73, PPP1R3C, PD-1 y PD-L1) en las muestras de
biopsias quirdrgicas en parafina de los casos de cancer de mama. En el Cuadro 3 se puede observar el nimero
de muestras que se contaba para cada proteina, como también todas las especificaciones del anticuerpo
primario utilizado. Todos los reactivos utilizados fueron de la marca Dako. Cuando no sea este el caso, se
especificara el fabricante. Asimismo, se utilizé el protocolo de dicho fabricante, con algunas modificaciones

segun se detalla a continuacion.
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Cuadro 3. Informacién de los anticuerpos detectados

Anticuerpo | Muestras | Origen del | Clonalidad | Dilucién | Tiempo | Control Fabricante | NUmero de

anticuerpo DAB positivo catalogo
(seg)

CD39 106 Conejo Policlonal 1:400 60 Placenta | Sigma HPAO014067

CD73 111 Raton Monoclonal | 1:2000 30 Pulmén abcam ah91086

PPP1IR3C | 115 Conejo Policlonal 1:100 60 Corazon Novus bio | NBP1-

87236
PD-1 111 Rat6n Monoclonal | 1:100 60 Amigdala | abcam ab52587
PD-L1 108 Conejo Monoclonal | 1:250 60 Amigdala | abcam ab213524

Los portaobjetos con las muestras en parafina fueron desparafinados dejandolos en xileno durante la
noche y posteriormente fueron rehidratados con etanol al 100%, al 95% y agua destilada; estos tres pasos por
3 minutos cada uno. Los portaobjetos fueron calentados a 95°C por 24 minutos en el buffer para la
recuperacion de antigenos. La peroxidasa enddgena fue blogueada durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se prepar6 la dilucion del anticuerpo primario como se muestra en el Cuadro 1, y este se dejé
incubar durante 12 horas a 8°C. Posterior a la incubacién, los portaobjetos fueron lavados y se incubaron con
el anticuerpo secundario por 30 minutos a temperatura ambiente. Se utiliz6 el anticuerpo secundario segin
la naturaleza del huésped del anticuerpo primario. Las muestras fueron tefiidas con el kit de cromoégeno y
posteriormente fueron vueltas a tefiir utilizando hematoxilina y la solucion Tacha de BioCare Medical. Se

dejaron secar las muestras y se cubrieron utilizando pegamento.

3.Puntuacion de inmunohistoquimica

Las muestras se mandaron a un patélogo donde se les colocé una puntuacién de 1-7 evaluando su
intensidad como su distribucion en la célula. Se combiné la puntuacién de intensidad y distribucion para
categorizar la tincién de inmunohistoquimica (IHC) para la expresion de proteinas. La intensidad recibi6 una
puntuacién de 0-3 si la tincion era negativa, débil, moderada o fuerte. La distribucion recibié una puntuacion
de 0-4 si la distribucion de la tincidn era menor a 10%, 10-30%, 30-50%, 50-80% o 80-100% de células
positivas. La suma de estos dos factores fue dividida en cuatro grupos: (i) negativo = 0-1, (ii) débil = 2-3,
(iif) moderado = 4-5 y (iv) fuerte = 6-7, de acuerdo a los protocolos estandar para el andlisis de IHC (Ridnour
et al., 2012).
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4.Consideraciones éticas

Durante el desarrollo de este estudio no se realizd ninguna recoleccién de muestras por lo que el estudio
no tuvo contacto con sujetos humanos. Se trabajé con una base de datos donde las muestras estaban
codificadas y no se tuvo contacto con informacion privada e identificable de los pacientes. Las muestras con
las que se trabaj6 ya contaban con la autorizacion de la Junta de Revision de la Universidad de Maryland
(UMD protocolo # 0298229). La aprobacidn de la Junta de Revision Institucional también se obtuvo en todas
las instituciones donde se recolectaron las muestras (Centro Médico de Veteranos, Hospital Union Memorial,
Centro Médico Mercy y Hospital Sinai). La recoleccion de las muestras también fue aprobada por la Oficina
de Investigacion de Sujetos Humanos del NIH (OHSR #2248) (Ridnour et al., 2012).

B.CULTIVO CELULAR

1.Diferenciacion de 3T3-L1 a adipocitos

Se trabajo con la linea celular 3T3-L1 obtenida de American Type Culture Collection (ATCC). Se utilizé
el medio DMEM con 10% de FBS para mantenerlas y se les cambi6 cada 2-3 dias. Las células fueron
mantenidas en un incubador a 37°C con 5% de CO,. Se utilizo el kit de diferenciacién de 3T3-L1 a adipocitos
de Sigma Aldrich con nimero de catalogo DIF001. El céctel de diferenciacion, el medio para preadipocitos,
el medio de diferenciacion y el medio de mantenimiento se preparé como se indica en el protocolo de dicho
kit. Asi mismo, se sigui6 el procedimiento establecido en la documentacion del kit (Anexo A). El medio de
mantenimiento fue elaborado utilizando 1L de insulina por cada 1mL de DMEM con 10% de FBS. El medio
se cambid cada 2-3 dias y las células fueron mantenidas en un incubador a 37°C con 5% de CO; (Sigma-
Aldrich, 2014).

2.Verificacion de la obtencién de adipocitos con Oil Red-O

La naturaleza de los adipocitos fue verificada 10 dias después de su diferenciacion utilizando la tincion
con Oil Red-O (Sigma-Aldrich 01391). Se prepard una solucion fresca utilizando 6.0mL de la solucion Oil
Red O y 4mL de agua destilada. Esta mezcla fue filtrada utilizando un filtro estéril de 0.45um para remover
cualquier precipitado. Se prepar6 una solucidn fijadora utilizando 5.4mL de formaldehido al 37% y 14.6mL
de PBS 1X para obtener una concentracion final de 10%. Se removi6 completamente el medio de las células
y se lavaron con PBS 1X. Se aspird completamente el PBS y se afiadid suficiente solucién fijadora para cubrir

las células. Las células se dejaron incubando a temperatura ambiente por 30 minutos. Luego de la incubacion
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se lavaron 2 veces con PBS 1X y se aspird completamente. Se afiadio suficiente solucién fresca de Oil Red-
O para cubrir las células y se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora. La solucion de tincién fue removida
y se lavé 3 veces con PBS 1X. Se observé la tincion en el microscopio y fueron mantenidas en PBS a 4°C
(Kang & Song, 2016).

3.Estimulacién de 3T3-L1 y adipocitos con glucosa

La estimulacién de fibroblastos y adipocitos con glucosa se realiz6 de la misma manera. Se utilizaron
platos de 6 pocillos donde se colocaron 1x10° células en cada pocillo en el medio de mantenimiento
respectivo. Se dejaron incubando por 24 horas para permitir la adherencia al plato. Posteriormente se removid
el medio de mantenimiento y se agregé medio DMEM alto en glucosa con una concentracion de 25mM y
medio DMEM bajo en glucosa con una concentracion de 5.5mM. La estimulacion de ambos tipos de células
se realizo sin afiadir FBS al medio. Las placas se incubaron por 48 horas a 37°C con 5% de CO.. Al finalizar
las 48 horas de tratamiento se recolectd el medio acondicionado de la estimulacion con alta y baja glucosa.

Se centrifugd el medio acondicionado a 3000g por 5 minutos y el sobrenadante se almacendé a -80°C.

4.Proteome Profiler™ Array

Se utilizo el Proteome Profiler™ Array de Bio-techne® para analizar la matriz de 36 citoquinas humanas
en el medio acondicionado. Se sigui6 el protocolo de dicho ensayo con catadlogo nimero ARY005B (Anexo
B). Las iméagenes de la matriz fueron fotografiadas y procesadas con el equipo ChemiDoc™ MP de Bio-Rad.

Para analizar las imagenes se utilizo el software Image Lab™ 6.0.1 de Bio-Rad.

5.Ensayo de proliferacion utilizando CellTiter-Blue®

Este ensayo se realizé con las células cancerigenas MDA MB175 y ZR7530 obtenidas de ATCC. Se
utilizé un plato de 96 pocillos donde se colocaron 5,000 células en cada pocillo con 100uL de medio RPMI
con 10% de FBS. Se dejaron incubando a 37°C con 5% de CO; por 24 horas para permitir la adherencia al
plato. Posteriormente se removié el medio de mantenimiento y se agregé 100uL de medio acondicionado.
Después de 24 horas de exposicidn, la proliferacion fue estimada afiadiendo 20uL de CellTiter-Blue® del
ensayo de viabilidad Promega (Ref G8081). Se dejo incubando por 2 horas y se utilizo el equipo FLUOstar
Omega de BMG Labtech para medir la fluorescencia a 544/590nm.
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C.ANALISIS DE DATOS

1.Diferencia de la expresion de proteinas en tumores mamarios de pacientes diabéticos
y no diabéticos

Se utilizo la prueba no paramétrica Wilcox para determinar si existe una diferencia de expresion de los 5
marcadores en tumores mamarios de personas diabéticas y no diabéticas. El andlisis estadistico se realizo
utilizando R 1386 3.5.2 y GraphPad Prism 8. Se rechaz6 la hipétesis nula si el valor p es menor que alfa de
0.05.

a. Hipotesis nula
No existe diferencia significativa en la expresion de los marcadores en los tumores de mama de mujeres

con diabetes en comparacidn a las mujeres sin diabetes.

b. Hipotesis alternativa
Existe diferencia significativa en la expresion de los marcadores en los tumores de mama de mujeres con

diabetes en comparacion a las mujeres sin diabetes.

2.Proliferacién de células cancerigenas

Segun la normalidad de cada set de datos se utiliz6 la prueba T de Welch o la prueba no paramétrica de
Wilcox para determinar si hay una diferencia en la proliferacion de células cancerigenas al tratarlas con medio
acondicionado alto y bajo en glucosa. EI nimero de muestra para cada medio acondicionado fue de 12. El
analisis estadistico se realizo utilizando R i386 3.5.2 y GraphPad Prism 8. Se rechazé la hipo6tesis nula si el

valor p es menor que alfa de 0.05.

a. Hipdtesis nula
No existe diferencia significativa en la proliferacion de células cancerigenas al tratarlas con medio

acondicionado alto y bajo en glucosa.
b. Hipotesis alternativa

Existe diferencia significativa en la proliferacion de células cancerigenas al tratarlas con medio

acondicionado alto y bajo en glucosa.
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3.Determinacion de citoquinas presentes en medio acondicionado

Debido al bajo nimero de réplicas (n=2), no se pudo realizar ninguna prueba estadistica. Se calculé la
razén de cambio de las citoquinas liberadas en alta glucosa y baja glucosa (alta glucosa/baja glucosa) tanto
para fibroblastos como para adipocitos. Para una mayor secrecién de citoquinas en alta glucosa se considero
una razon de cambio mayor o igual a 1.5. Por otro lado, para una menor secrecién de citoquinas en alta

glucosa se consider6 una razén de cambio menor o igual a 0.5.

26



VI. RESULTADOS

A.LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS CD39, CD73 Y PD-1 ES
MAYOR EN TUMORES MAMARIOS DE PACIENTES DIABETICOS

Se utiliz6 inmunohistoquimica con el fin de determinar si existe una diferencia de expresion de las
proteinas CD39, CD73, PPP1R3C, PD-1 y PD-L1 en tumores mamarios de pacientes diabéticos y no
diabéticos. En el Cuadro 4 se encuentran los valores P de la expresion de las 5 proteinas mencionadas
anteriormente. Las proteinas CD39, CD73 y PD-1 poseen un valor P menor a 0.05, lo cual indica que si existe
una diferencia significativa en la expresion de estas proteinas en tumores mamarios de pacientes diabéticos

y no diabéticos.

Cuadro 4. Valor P de la expresién de CD39, CD73, PPP1R3C, PD-1y PD-L1 en tumores mamarios de

pacientes diabéticos y no diabéticos

Antigeno CD39 CD73 PPP1R3C PPP1R3C  PD-1 PD-L1
citoplasmatico nuclear
Valor P 0.002053*  0.01703* 0.8489 0.5081 0.0187* 0.3747

*El valor P es menor a 0.05, existe una diferencia significativa en la expresion de las proteinas en tumores
mamarios de pacientes diabéticos y no diabéticos.

**Todos los datos fueron analizados utilizando la prueba no paramétrica Wilcox.

En la Figura 7 se muestra que la expresion de CD39 es mayor en tumores mamarios de pacientes
diabéticos (p = 0.002) en comparacion a pacientes no diabéticos. Este comportamiento se repite al evaluar la
expresion de CD73 (Figura 8, p = 0.017) y con PD-1 (Figura 9, p = 0.019). Por otro lado, la expresion para
el resto de proteinas en tumores mamarios evaluados, no existe una diferencia significativa entre pacientes
diabéticos y no diabéticos
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Figura 7. Sobreexpresion de CD39 en tumores mamarios de pacientes diabéticos
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Figura 8. Sobreexpresion de CD73 en tumores mamarios de pacientes diabéticos
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Figura 9. Sobreexpresion de PD-1 en tumores mamarios de pacientes diabéticos
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B.MEDIO ACONDICIONADO ALTO EN GLUCOSA PROMUEVE LA
PROLIFERACION CELULAR DE LAS LINEAS MDA MBI75 Y
ZR7530

Se utiliz6 un ensayo de proliferacion con el fin de determinar si al tratar células cancerigenas con medio
acondicionado alto y bajo en glucosa se aumentaba o disminuye la proliferacion de dichas células. En el
Cuadro 5 se muestra marcado con un (*) los valores P menores a 0.05. Al ser menores a este valor, esto indica
que si existe una diferencia significativa en la proliferacion de las células cancerigenas al ser tratadas con

medio acondicionado alto y bajo en glucosa.

Cuadro 5. Valor P de la proliferacion de células cancerigenas al ser tratadas con medio acondicionado alto

y bajo en glucosa por 24 horas

Linea celular Medio acondicionado

Control Fibroblastos Adipocitos
MDA MB175 0.4634 0.01128* 1.926 x10°%*
ZR7530 0.03582* 0.5732 0.002869*

*El valor P es menor a 0.05, existe diferencia significativa en la proliferacién de células cancerigenas al
tratarlas con medio acondicionado alto y bajo en glucosa.

**Segln la normalidad de cada set de datos se utiliz6 la prueba T de Welch o la prueba no paramétrica
de Wilcox.

En la Figura 10 se muestra que la linea celular MDA MB175 presenta una diferencia significativa de
proliferacion en los medios acondicionados obtenidos de fibroblastos y adipocitos. En el eje Y se muestra la
fluorescencia, la cual es directamente proporcional a la proliferacion celular. En el eje X se muestran los
distintos medios acondicionados en los que se cultivaron las células cancerigenas. Con esta linea celular se
obtuvo la tendencia esperada, ya que se obtuvo una mayor proliferacién celular en el medio acondicionado

alto en glucosa tanto de fibroblastos como de adipocitos.

Por otro lado, tal y como se muestra en la Figura 11, la linea celular ZR7530 present6 diferencia
significativa de proliferacion al ser cultivada con el medio acondicionado alto y bajo en glucosa obtenido de
los adipocitos. Asimismo, también mostré una diferencia significativa en el experimento control, lo cual no

se esperaba que fuera asi, debido a que ente medio no contenia citoquinas.
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Proliferacién de MDA MB175 después de 24h
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Figura 10. Proliferacion de linea celular cancerigena MDA MB175 después de 24 horas al tratarlas con
distintos medios acondicionados

Leyenda: Ctrl.BG= Control de Baja Glucosa, Ctrl. AG= Control de Alta Glucosa, Fibro.BG= Medio
acondicionado de Fibroblastos en Baja Glucosa, Fibro.AG= Medio acondicionado de Fibroblastos en Alta
Glucosa, Adipo.BG= Medio acondicionado de Adipocitos en Baja Glucosa, Adipo.AG= Medio
acondicionado de Adipocitos en Alta Glucosa.
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Figura 11. Proliferacion de linea celular cancerigena ZR7530 después de 24 horas al tratarlas con
distintos medios acondicionados

Leyenda: Ctrl.BG= Control de Baja Glucosa, Ctrl. AG= Control de Alta Glucosa, Fibro.BG= Medio
acondicionado de Fibroblastos en Baja Glucosa, Fibro.AG= Medio acondicionado de Fibroblastos en Alta
Glucosa, Adipo.BG= Medio acondicionado de Adipocitos en Baja Glucosa, Adipo.AG= Medio
acondicionado de Adipocitos en Alta Glucosa.
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C.ALTA CONCENTRACION DE GLUCOSA DISMINUYE LA
SECRECION DE CITOQUINAS EN ADIPOCITOS Y FIBROBLASTOS

Se utilizé el ensayo comercial Proteome Profiler™ Array de Bio-techne® para analizar la matriz de 36
citoquinas humanas en los medios acondicionados obtenidos al estimular fibroblastos y adipocitos con
medios alto y bajo en glucosa. En la Figura 12 se muestra un mapa de calor de la expresidn de las citoquinas
presentes en los medios acondicionados, donde la intensidad de azul indica una mayor secrecién y una menor

intensidad indica una menor secrecion de citoquinas.

Se puede observar que el medio bajo en glucosa obtenido de fibroblastos presenta una mayor secrecién
de citoquinas, en comparacion al medio alto en glucosa obtenido de fibroblastos. Este comportamiento se
presenta también en medios obtenidos de adipocitos, sin embargo, la diferencia en la expresién es mas
evidente. En el medio acondicionado con alta glucosa hay una disminucién importante de la secrecion de
citoquinas. Los valores numéricos de estas secreciones dadas en razén de cambio (alta glucosa/baja glucosa)

se encuentran en el Cuadro 7 del Anexo C.

En el caso del medio acondicionado alto en glucosa obtenido de adipocitos, las citoquinas que se vieron
menos secretadas fueron principalmente CCL5, CXCL11, G-CSF, GM, CSF, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18,
IL-27, IL-12, IL-21 y TREM-1. En el caso del medio acondicionado obtenido de fibroblastos, solo se
encontraron citoquinas que estaban mas secretadas en alta glucosa, las cuales principalmente son MIP-
la/MIP-1B e IL-2.
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| Target/control Target/control
CCL1/1-309 1 Adipocytes HG
CCL2/MCP-1 Adipocytes LG
Py os ||
CD40 Ligand/TNFSF5 0 Fibroblasts LG
ComEIement Component C5/C5a

CXCL1/GROa

CXCL10/IP-10 -0.5

CXCL11/I-TAC

CXCL12/SDF-1 -1

G-CSF

GM-CSF

ICAM-1/CD54

IFN-y

IL-1&/IL-1F1

IL-1B/IL-1F2

IL-1ra/IL-1F3

IL-2

IL-4

IL-5

IL-8

IL-8

IL-10

IL-18/IL-1F4
IL-21

IL=27

IL-32a

MIF

Serpin E1/PAI-1
TNF-a
TREM-1

Figura 12. Secrecion de citoquinas por fibroblastos y adipocitos en medios con baja (LG) y alta (HG)
glucosa

Leyenda: El replicado de deteccion de cada citoquina fue de 2. El nivel de citoquina mostrado es el
promedio de los 2 cultivos.
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VII. DISCUSION

Muchos tumores mamarios estan infiltrados por células del sistema inmune, como los son las células T
citotéxicas y las Natural Killer (NK); sin embargo, no ocurre una respuesta antitumoral efectiva. En los
altimos afios se ha conocido que las células cancerigenas tienen la capacidad de evadir al sistema inmune por
medio de distintos mecanismos. Esto genera que exista una mayor proliferacion celular y disminucién en la
tasa de supervivencia. Por otro lado, se sabe que la tercera parte de los pacientes con cancer de mama también
padecen diabetes y que debido a padecer estas dos patologias, estas mujeres tienen un 16% mas de riesgo de
mortalidad por cancer de mama en comparacion a las mujeres que no padeces diabetes (Shao et al., 2018). A
continuacion se discuten algunos de los mecanismos bioldgicos que generan que la diabetes afecte de una
forma negativa el prondéstico del cancer de mama. Entre estos mecanismos se encuentra el cambio de
expresion de proteinas de membrana en células cancerigenas, la regulacion positiva de multiples reguladores

negativos de la respuesta inmune y la liberacion de citoquinas por parte de células adyacentes al tumor.
Diferencia de expresion de proteinas en tumores mamarios de pacientes diabéticos y no diabéticos

Estudios anteriores indican que proteinas de membrana como CD39 y CD73 estan sobre expresadas en
algunos tipos de cancer (Bastid et al., 2015; Zhou et al., 2007). En las Figuras 7 y 8 se pudo observar que
CD39y CD73, respectivamente, estan mayormente expresadas en células cancerigenas mamarias de mujeres
diabéticas. CD39 y CD73 son dos proteinas de membrana ectonucleotidasas capaces de convertir el ATP
extracelular en adenosina extracelular. CD39 convierte ATP en AMP, siento éste el paso limitante y
posteriormente CD73 convierte el AMP en adenosina (Antonioli et al., 2013). Normalmente el ATP se
encuentra adentro de la célula ya que es utilizado como energia para llevar a cabo ciertos procesos como
biosintesis, transporte activo y matilidad celular. Sin embargo, en respuesta a algin dafio o estrés, el ATP es
liberado y actlla como sefial para atraer a los fagocitos al sitio de inflamacion y asi eliminar a las células
dafadas. Esta serie de pasos también ocurre cuando hay un tumor. La liberacién de ATP genera una respuesta
pro-inflamatoria provocando la liberacion de citoquinas que inducen la inflamacién. Cuando el ATP se
encuentra en el espacio extracelular, éste es convertido a adenosina por medio de la maquinaria CD39/CD73
de las células cancerigenas (Bono, Fernandez, Flores-Santibafiez, Rosemblatt, & Sauma, 2015). Un ambiente
hiperglucémico puede contener mayor dafio en los tejidos por lo que va a existir una mayor liberacién de
ATP en el espacio extracelular. Por esto mismo, las células cancerigenas de una persona diabética deben de
expresar mayor cantidad de proteinas CD39 y CD73 para poder convertir todo el ATP en adenosina. Por el
contrario, la acumulacién de adenosina extracelular tiene una funcion anti-inflamatoria ya que inhibe a las
células inmunes activas. El objetivo de esto es prevenir dafio adicional al tejido ya que funciona para reportar

el exceso de tejido dafiado. La concentracidn extracelular de adenosina depende de tres factores: el equilibrio
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entre su liberacidn por las células, la recaptacion por los procesos bidireccionales de transporte de adenosina

y su generacion por medio de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Bono et al., 2015).

Debido a la alta presencia de las proteinas CD39 y CD73 en la superficie de las células cancerigenas, los
tumores son muy eficientes para convertir el ATP en adenosina. (Allard et al., 2017). En este estudio se pudo
observar que las células cancerigenas mamarias de una persona diabética poseen alin mas expresién de estas
dos proteinas en comparacion a una persona no diabética, lo cual genera una mayor concentracion de
adenosina extracelular. Como se mencion6 anteriormente, esta adenosina extracelular genera un ambiente de
inmunosupresion que promueve el desarrollo y progresion del cancer. Ademas, aumenta el crecimiento
tumoral y favorece la infiltracion a otros sitios. EI complejo CD39/CD73 participa en el proceso donde el
tumor escapa del sistema inmune ya que inhibe la activacidn, expansion clonal y accion de las células T
especificas de tumores; especialmente las T colaboradoras y T citotoxicas. Por otro lado, la adenosina
promueve que los macrofagos tipo 1 se conviertan en macréfagos promotores de tumores tipo Il. Por lo
mencionado anteriormente, CD39 y CD73 son las principales enzimas metabolizadoras de nucleétidos que

regulan la inmunidad e inflamacion (Antonioli et al., 2013).

En estudios anteriores se encontrd que PD-1 se encuentra expresado en la superficie solo de las células
inmunes, como las células T y B. Sin embargo, estudios recientes han revelado que esta proteina también se
ha encontrado expresada en algunos tipos de cancer. Esto lo han encontrado por medio del reandlisis de datos
de protedmica y transcriptomica (Yao et al.,, 2018). En este estudio se comprobd por medio de
inmunohistoquimica que las células del cancer de mama expresan PD-1 en su superficie. Ademas, se pudo
ver que las células cancerigenas mamarias de una persona diabética poseen una mayor expresion de PD-1 en

comparacion a una persona que no es diabética; tal y como se muestra en la Figura 9.

El rol de PD-1 en el cAncer de mama todavia no se conoce a profundidad. Esto es debido a que la expresion
de PD-1 en células tumorales ha sido descubierta muy recientemente y no ha podido ser caracterizada. En
estudios anteriores se ha visto que la funcion de PD-1 no es la misma en todos los tipos de cancer. Se ha visto
que en melanoma y en cancer hepatico PD-1 juega un rol oncogénico y promueve la formacion de tumores,
por lo que al tratar a los pacientes con una terapia anti-PD-1, esto ayuda a combatir el cancer. Por otro lado,
cuando el cancer de pulmdn se trata con la misma terapia anti-PD-1, ese bloqueo genera que el cancer se
promueva y haya crecimiento tumoral (Yao et al., 2018). Segun un estudio reciente realizado en céncer de
mama de raton, se pudo observar que al tratarlos con anti-PD-1, esto revertia la inmunosupresion y permitia
la eliminacion del tumor (Kaplanov et al., 2019). Esto indica que PD-1 en el cancer de mama tiene una
funcién oncogénica. La expresion de PD-1 en las células cancerigenas mamarias le permite unirse a PD-L1
de otra célula cancerigena y promover la proliferacion tumoral. EI mecanismo por el que se lleva a cabo esto

no se conoce a profundidad, pero se cree que la unidn activa la sefializacion por mTOR. Esto se lleva a cabo

34



ya que mTOR es una kinasa que regula el crecimiento celular; por lo tanto, al activarse se promueve el

crecimiento tumoral y metastasis (Yao et al., 2018).

Proliferacion de células cancerigenas al tratarlas con medio acondicionado alto y bajo en glucosa

En estudios anteriores se ha determinado que las células adyacentes a un tumor juegan un rol activo en la
progresion tumoral (Maziveyi & Alahari, 2015). El tipo de célula mas abundante que rodean a las células
cancerigenas mamarias son las que componen al tejido adiposo mamario, las cuales principalmente son
adipocitos maduros y progenitores, como lo son los fibroblastos. Se ha observado claramente que los
fibroblastos relacionados al cancer son modificadores importantes de la progresion del cancer de mama. El
tejido adiposo mamario no solamente afecta a la progresién tumoral sino que también a la respuesta a los
tratamientos (Wang et al., 2012).

Se utiliz6 un ensayo de proliferacion con el fin de determinar si al tratar células cancerigenas con medio
acondicionado alto y bajo en glucosa aumentaba o disminuia la proliferacion de las mismas. Se esperaba que,
al tratar las células con medio acondicionado alto en glucosa, esto aumentara la proliferacion celular. En la
Figura 10 se puede observar que ocurrié una mayor proliferacion de células cancerigenas MDA MB175 al
ser cultivadas en el medio acondicionado alto en glucosa obtenido tanto de adipocitos como de fibroblastos.
Esta linea celular mostro la tendencia esperada, segun la literatura (Wang et al., 2012). Por el contrario, en
la Figura 11 se puede ver que la linea celular ZR7530 mostro la tendencia esperada solamente en los medios
acondicionados obtenidos de adipocitos. A lo largo de los ensayos se not6 que la linea celular MDA MB175
crecia més rapido que la linea ZR7530. Esta diferencia en la velocidad de crecimiento pudo afectar en el
ensayo debido a que para MDA MB175 si fueron suficiente 24 horas para observar una tendencia. Por el
contrario, debido a que la linea celular ZR7530 crece méas despacio, las 24 horas del ensayo no fueron

suficiente para observar una tendencia.

En este estudio se pudo determinar que la linea celular MDA MB175 mostré una mayor proliferacion en
un ambiente hiperglucémico. Esto se debe a que los fibroblastos y adipocitos cambian su comportamiento al
ser estimulados con alta glucosa y pueden secretar mayor o menor cantidad de citoquinas que impactan en la
proliferacion de las células cancerigenas. Por esto mismo, el ltimo ensayo consistio en analizar las citoquinas
que fueron secretadas por los adipocitos y fibroblastos al estimularlos con alta y baja glucosa para asi entender

por qué razén existe una mayor proliferacion de células cancerigenas en un ambiente hiperglucémico.
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Determinacion de citoquinas presentes en medio acondicionado alto y bajo en glucosa

Las citoquinas que secretan las células circundantes a un tumor pueden influir en el comportamiento de
las células cancerigenas y células del sistema inmune. Por esto mismo, se realiz6 un andlisis de citoquinas
para encontrar cuales estaban siendo notablemente alteradas en un ambiente de diabetes. En la Figura 12 se
puede observar un mapa de calor de la expresién de citoquinas en los cuatro distintos medios acondicionados.
Lo primero que se puede observar es que los adipocitos fueron mas alterados en un ambiente de diabetes en
comparacion a los fibroblastos. En el caso de los fibroblastos, la secrecion de citoquinas permanecié muy
parecida en el medio de alta glucosa y baja glucosa. Las Unicas citoquinas que se encontraron mas secretadas
en alta glucosa fueron MIP-1a/MIP-1B e IL-2. La primera, respectivamente, tiene como funcion principal
promover la infiltracion de macrofagos. Si los macrofagos infiltrados son Tipo 1, estos van a ser capaces de
combatir las células cancerigenas. Por el contrario, si son Tipo 2, podrian aumentar la progresion de células
cancerigenas debido a su naturaleza de promotores de tumor (T. T. Chang, Lin, & Chen, 2019). La segunda
participa del crecimiento y activacion celular (S. Waters, Perry, Han, Bielekova, & Gedeon, 2018). Por el

contrario, los fibroblastos no disminuyeron su secrecién de citoquinas en el ambiente hiperglucémico.

En el caso de los adipocitos, en la Figura 12 se puede observar claramente que existe una menor secrecion
de citoquinas en el medio alto en glucosa en comparacion al medio bajo en glucosa. En el Cuadro 6 se puede
observar la funcion principal de las citoquinas que fueron mayor o menormente secretadas en un ambiente
hiperglucémico. Es evidente que los adipocitos disminuyeron la secrecion de diversas citoquinas en lugar de
aumentarla. Se puede ver también que la mayoria de citoquinas que se dejaron de liberar tienen un papel
importante en atraer a células del sistema inmune.
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Cuadro 6. Citoquinas alteradas en ambiente hiperglucémico

Up-regulated en hiperglucemia

Citoquina
MIP-1a/MIP-1p

IL-2

Funcién

Pro-
inflamatoria.
Induce
produccién de
ROS.
Promueve el
crecimiento de
linfocitos

Cita
(T.T.Changetal.,
2019)

(Waters, Perry, Han,
Bielekova, &
Gedeon, 2018)

Up-regulated en hiperglucemia

Citoquina

CCL1/1-309

CCL2/MCP-1

CXCL10/1P-10

MIF

Funcién

Pro-
inflamatoria.
Apoptosis y
angiogénesis.

Atrae monocitos
y macrofagos.

Activa linfocitos
T, NK, células
B, macrdéfagos y
células
dendriticas.

Inflamatoria,
respuesta
inmune y
crecimiento
tumoral.

Cita
(Denis et al., 2012)

(Taghavi et al., 2019)

(Liu, Guo, & Stiles,
2011)

(Nishihira, 2000)

Down-regulated en hiperglucemia

Citoquina

Funcién

Cita

Down-regulated en hiperglucemia

Citoquina
CCL5/RANTES

Complement
Component
C5/Cba

CXCL11/1-TAC

G-CSF

GM-CSF

IL-1p/IL-1F2

IL-5

IL-6

I1L-8

Funcién
Inflamatoria.
Induce migracion
de células
cancerigenas
mamarias.
Inflamatoria.
Promueve el
reclutamiento y
activacion de
neutréfilos y
monocitos.

Atrae a linfocitos
T, célulasBy
NK.

Participa en la
sobrevivencia,
proliferacion y
diferenciacion de
los granulocitos.
Induce activacion
de monocitos y
macrofagos.
Inflamatoria.
Participa en la
proliferacion
celular,
diferenciacion y
apoptosis.
Mantiene las
funciones de las
células By
eosinofilos.
Inflamatoria.
Diferenciacion de
células Ty
produccion de
anticuerpos.
Inflamatoria.
Atrae leucocitos.

Cita
(Vaday,
Peehl,
Kadam, &
Lawrence,
2006)
(Horiuchi &
Tsukamoto,
2016)

(Petkovic,
Moghini,
Paoletti,
Uguccioni,
& Gerber,
2004)
(Roberts,
2005)

(Ushach &
Zlotnik,
2016)
(Mattii et
al., 2013)

(Takatsu,
2011)

(Tanaka,
Narazaki, &
Kishimoto,
2014)

(David,
Dominguez,
Hamilton,
& Palena,
2016)



Up-regulated en hiperglucemia Down-regulated en hiperglucemia
Citoquina Funcién Cita Citoquina Funcién Cita

IL-10 Anti- (S. S. lyer
inflamatoria. & Cheng,
Previene 2012)
patologias
autoinmunes.

IL-12 p70 Desarrollo de (Zundler &
Thl Neurath,

2015)

IL-18/IL-1F4 Inflamatoria. (Biet,
Relacionada a Locht, &
IL-12. Kremer,

2002)

1L-21 Modula las (M.
funciones de Pelletier &
células T, By Girard,
NK. Es un agente = 2007)
anti-tumoral.

1L-27 Anti- (Abdalla,
inflamatorio. Li, Xie, &
Activa células T Xie, 2015)
CD8+y NK.

IL-32a Inflamatoria. (Yanetal.,
Implicado en el 2018)
desarrollo
tumoral.

TREM-1 Inflamatorio. (Carla

Bosco,
Raggi, &
Varesio,
2017)

Los ensayos de cultivo celular contaron con una limitante. Los adipocitos utilizados en los ensayos fueron
diferenciados in vitro a partir de fibroblastos. La morfologia de éstos eran células que adentro poseian varias
gotas de lipidos. Por el contrario, la morfologia del tejido adiposo mamario normal consiste en que cada
célula contiene solamente una gota lipidica. A la presencia de varias gotas de lipidos se le denomina una
diferenciacion incompleta. Esto conlleva a que exista una menor expresién de genes y secrecion de citoquinas
(Wang et al., 2012).
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VIIl. CONCLUSIONES

Las personas con cancer de mama y diabetes poseen una mayor expresion de las proteinas CD39 y
CD73, las cuales participan en la generacion de adenosina extracelular, la cual esta asociada a una
supresion del sistema inmune.

Las células cancerigenas de una persona diabética contienen mayor expresion de PD-1, lo cual esta
asociado a la progresién de células cancerigenas.

Existe una tendencia de mayor proliferacion de células cancerigenas al ser incubadas con medio
acondicionado alto en glucosa obtenido tanto de fibroblastos como de adipocitos.

Un ambiente de diabetes suprime la liberacién por adipocitos de citoquinas que participan en atraer

células del sistema inmune.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un ensayo de migracion de células cancerigenas para complementar el de
proliferacion debido a que las citoquinas liberadas por adipocitos y fibroblastos al ser tratados con
alta glucosa pueden influenciar mas en la migracion de las células cancerigenas que en su
proliferacion.

Se recomienda aumentar el nimero de muestras en el ensayo de proliferacion de células
cancerigenas para asi tener resultados mas representativos.

Para el ensayo de proliferacion de células cancerigenas se recomienda incubar por mas tiempo la
linea celular ZR7530 debido a que ésta se divide méas lentamente y 24 horas de incubacion no fueron
suficientes para observar una tendencia.

Se recomienda aumentar el nimero de muestras en el ensayo de andlisis de citoquinas para poder
aplicar una prueba estadistica.

Se recomienda realizar andlisis individuales de citoquinas que se observaron notablemente alteradas

para validar los resultados.
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Xl.  ANEXOS

AKIT DE DIFERENCIACION DE 3T3-L1

En el siguiente enlace se encuentra el Kit de diferenciacion de 3T3-L1 que se utiliza en la metodologia.
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/1/dif001bul.pdf

SIGMA-ALDRICH

Product Information

3T3-L1 Differentiation Kit

Catalog Number DIFO0A
Storage Temperature —20°C

sigrra-aldvich, com

A0 Spruce Street, 5. Lous, MO G303 L34

Tel: (B001 521-8956 ¢314) TV1-5765  Fau (BOO) 3255052 (314} 3715757
emal: techsenace@sal com sgma-akdoch.com

TECHNICAL BULLETIN

Product Description

3T3-L1 cells are denved from mouse 3T3 cells and
provide a widely-usad fundamental model in the study
of adipese physiology and metabolic diseases. They
exhibit a fibroblast-like morphology before
differentiation but become rounded and accumulate
lipid droplets several days after the initiation of
differentiation. The accumulated lipid droplets can be
visualized by light microscopy. The in witro differentiated
3T3-L1 adipocytes have characteristics similar to
tissue-derived adipocytes and have been commonly
used to study adipogenesis, ipolysis, and metabolic
dysfunctions.

The 3T3-L1 Differentiation Kit provides enough
supplements to make:

100 mil of Differentiation Medium
600 mi of Maintenance Medium

This is sufficient matenial for twelve 100 mm culture
dishes.

Components

Insulin 1.5 mg/mi) D6mi
(Catalog Number DIFO014A, Green Cap)

Differentiation Cocktail, 1000= (lyophilized) 1
(Catalog Number DIFDD1B, Yellow Cap)

DMSO (anhydrous) 0Smi

(Catalog Mumber DIFDO01C, Blue Cap)

Reagents and Equipment Required but Not
Provided.

+  Cells grown in 96 well, 5 well, or 100 mm cell
culture plate

DMEM and DMEMIF12 (1:1) media

Baovine calf serum and fetal bovine serum (FBS)
Penicillin and streptonmycin

0.2 um syringe filters

Light microscope:

Precautions and Disclaimer

This product is for R&D use only, not for drug,
household, or other uses. Please conault the Safety
Data Sheet for information regarding hazards and safe
handling practices.

Preparation Instructions

Briefly centrifuge vials before opening. Use ullrapure
water for the preparation of reagents. To maintain
reagent integrity, avoid repeated freezefthaw cycles.
Read the enfire protocol before prepaning reagents.

Insulin — Supplied 1.5 mg/ml solution is ready to use.
Warm to room temperature before use. Aliquot and
store at —20 “C. Use within 6 months.

Differentiation Cocktail — Reconstitute in 110 pl of
DMSO {supplied), making sure the matenial is
completely dissolved. Aliquot and store at —20 °C.
Use within 6§ manths.

Preadipocyte Medium — DMEM medium with 10%
bovine calf serum, 100 unitz/mil penicillin,6 and
100 ug/ml sireptormycin.

Differentiation Medium — Add 1 wl of Differentiation
Cocktail to 1 mi of DMEMF12 (1:1) medium with
10% FBS. Filter Sterilize with a 0.2 pm syringe
filter. Make enough differentiation medium as
nesded. The Differentiation Cochktail provides a final
concentration of 1.5 pg/mi insulin, 1 uM
dexamethasone, 500 pM IBMX, and 1 uM
rosiglitazone in the Differentiation Medium.

Maintenance Medium — Add 1 p of Insulin to 1 mil of
DMEMIF12 (1:1) with 10% FBS. Filter sterlize with
0.2 um syringe filter. Enough Maintenance Medium
can be prepared for several medium changes.
Store the unused maintenance medium at 2-8 “C.

Storage/Stability
Store the kit at —20 °C, protected from light.


https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/1/dif001bul.pdf

Procedure

3T3-L1 Preadipocyte Differentiation Protocol

In vitro differentiated 3T3-L1 adipocytes have
characteristics similar to tissue-derived adipocytes and
have been commoniy used to study adipogenesis,
lipolysis, and metabolic dysfunctions.

Either primary preadipocytes from animal tissues or
cultured 3T3-L1 cells may be used in this procedure.

1. Culture 3T3-L1 celis in Preadipocyte Mediumin a
humidified incubator at 37 °C with 5% CO..
Notes: It is important to never allow cultures to
become confluent until initiation of differentiation.
Change medium every 2-3 days.

It is important to subculture preadipocytes in a
medium with 10% bovine calf serum.

2. Toinitiate differentiation, cuiture cells until
confluent. Replace medium with fresh Preadipocyte
Medium and incubate an additional 48 hours.

3. Replace Preadipocyte Medium with Differentiation
Medium. Incubate for 3 days in a humidified
incubator at 37 °C with 5% CO,.

Notes: It may be necessary to screen several lots
of FBS, as some may be better at differentiation
thmothets

Primary preadipocytes may differentiate better at
10% CO:.

4. Remove Differentiation Medium and replace with
Maintenance Medium. Replace Maintenance
Medium every 2-3 days. Lipid droplet accumulation
will be visible by light microscopy 7-10 days after
the addition of Differentiation Medium.

Results

Figure 1.
3T3-L1 cells before differentiation

Figure 2.
3T3-L1 cells 7 days after the initiation of differentiation

Cells stained with neutral lipid dye, Oil Red O.
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B.PROTEOME PROFILER ARRAY

En el siguiente enlace se encuentra el protocolo para el analisis de citoquinas en el medio acondicionado.

https://www.rndsystems.com/products/proteome-profiler-human-cytokine-array-kit_ary005b#product-

datasheets

Proteome Profiler” Array

Human Cytokine Array

(atalog Number ARY005B

For the parallel determination of the relative levels of selected human cytokines and
chemokines.

This package insert must be read in its entirety before using this product.
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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INTRODUCTION

Cytokines and chemokines are extracellular signaling molecules that mediate cell-cell
communication. They are released from cells and have critical roles in many biological
processes such as cellular growth, differentiation, gene expression, migration, immunity and
inflammation. In most biological processes, multiple cytokines operate in a large network,
where the action of one cytokine is regulated by the presence or absence of other cytokines.
The Human Cytokine Array Kit is a rapid, sensitive, and economic tool to simultaneously detect
cytokine differences between samples. The relative expression levels of 36 human cytokines
can be determined without performing numerous immunoassays.

PRINCIPLE OF THE ASSAY

Carefully selected capture antibodies have been spotted in duplicate on nitrocellulose

mem branes. Cell culture supernates, cell lysates, serum, plasma, saliva, urine, and human milk
samples are diluted and mixed with a cocktail of biotinylated detection antibodies. The
sample/antibody mixture is then incubated with the Human Cytokine Array membrane. Any
cytokine/detection antibody complex present is bound by its cognate immobilized capture
antibody on the membrane. Following a wash to remove unbound material, Streptavidin-HRP
and chemiluminescent detection reagents are added sequentially. Light is produced at each
spot in proportion to the amount of cytokine bound. Refer to the Appendix for a list and
coordinates of analytes and controls.

TECHNICAL HINTS

= FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.

» This kit should not be used beyond the expiration date on the kit label.

= Do not mix or substitute reagents with those from other lots or sources. Substitution of
some high intensity chemiluminescent reagents for Chemi Reagents 1 and 2 may cause
either increased background or diminished signal, depending on the reagent.

= Any variation in sample handling, buffers, operator, pipetting technique, washing technique,
and incubation time or temperature can alter the performance of the kit.

= The Human Cytokine Array membranes are validated for single use only.

« Abways use gloved hands and flat-tipped tweezers to handle the membranes.

= Pick up the membranes from the edge on the side with the identification number avoiding
the area with the printed antibodies.

« A thorough and consistent wash technique is essential for proper assay performance.
Individual arrays should be washed in separate containers to minimize background. Wash
Buffer should be removed completely from the membrane before proceeding to the next
step.

» Do not allow the membrane to dry out. This will cause high background.

= Avoid microbial contamination of reagents and buffers.

» Soluble receptors and other proteins present in biological samples do not necessarily
interfere with the measurement of cytokines in samples. Until these proteins have been
tested with the Human Cytokine Array, the possibility of interference cannot be excluded.

» For a procedure demonstration video, please visit:
www.RnDSystems.com/ProteomeProfilerVideo.

www.RnllSystems.com
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MATERIALS PROVIDED & STORAGE CONDITIONS
Store the unopened kit at 2-8 "C. Do not use past kit expiration date.

STORAGE OF OPEMED/
PART PART# | DESCRIPTION RECONSTITUTED MATERIAL
Human Cytokine Array 898260 | 4nitrocellulose membranes each Return unused membranes to the foil pouch
containing 36 different capture ontaining the desiccant pack. Reseal along
antibodies printed in duplicate. entire edge of the zip-seal. May be stored
forupto 3 months at 2-8°C*
Array Buffer 4 895022 | 21 mlofa buffered protein base
with preservatives. May contain
precipitate. Mix well be fore and duving
use.
Array Buffer 5 895876 | 21 ml ofa buffered protein base with
[reservatives.,
Wash Buffer Concentrate BOS003 | 2wials (21 mLAvial) of a 25-fold
concentrated solution of bufferad
surfactamt with preservative,
May turn yelow over time. May be stored forup to 3 months at 2-8 °C.*
Detection Antibody Cocktail, 898261 | 1 vial of biotinylated antibody
Human Cytokine Array cocktail; lyophilized.
Streptavidin-HRP 293019 | 200 pl of streptavidin conjugated to
harseradish-peroidase.
Chemi Reagent 1 ga287 | 2.5 mLofstabilized hydragen
peroxide with preservative.
Chemi Reagent 2 804288 | 1.5 ml of stabilized luminal with
preservative,
4 Well Multi-dish a07544 | Clear 4-well rectangular multi-dish.
Transparency Overlay E07940 | 1 transparency overlay templatefor | Store atroom temperature.
Template coordinate reference.

* Provided thisis within the expiration date of the kit.

PRECAUTIONS

Chemi Reagents 1 and 2 contain Boric Acid which is suspected of damaging fertility or the
unborn child. Do not handle until all safety precautions in the M5D5 have been read and
understood.

Some components in this kit contain ProClin® which may cause an allergic skin reaction. Avoid
breathing mist.

Wear protective gloves, clothing, eye, and face protection. Wash hands thoroughly after
handling. Please refer to the M5D5 on our website prior to use.

1 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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OTHER SUPPLIES REQUIRED

= Aprotinin (Sigma, Catalog # A6279)

= Leupeptin (Tocris, Catalog # 1167)

= Pepstatin (Tocris, Catalog # 1190)

= lgepal® CA-630 (Sigma, Catalog # 13021)

» Pipettes and pipette tips

= Gloves

= Deionized or distilled water

= Rocking platform shaker

= Microcentrifuge

= A plastic container with the capacity to hold 50 mL (for washing the arrays)
= Plastic transparent sheet protector (trimmed to 10 cm x 12 cm and open on three sides)
» Plastic wrap

= Absorbent lab wipes (KimWipes® or equivalent)

= Paper towels

= Autoradiography cassette

= Film developer

= X-ray film (Kodak® BioMax™ Light-1, Catalog # 1788207 or equivalent

= Flat-tipped tweezers

» Flatbed scanner with transparency adapter capable of transmission mode
= Computer capable of running image analysis software and Microsoft® Excel

OTHER SUPPLIES REQUIRED FOR CELL LYSATE SAMPLES
= Phosphate-Buffered Saline (PBS)

= Lysis Buffer 17 (R&D Systems, Catalog # 895943)

= Aprotinin (Sigma, Catalog # A6279)

= Leupeptin (Tocris, Catalog # 1167)

» Pepstatin (Tocris, Catalog # 1190)

OTHER SUPPLIES REQUIRED FOR TISSUE LYSATE SAMPLES
= Lysis Buffer 16 (R&D Systems, Catalog # 895935)
» Protease Inhibitor Cocktail (Sigma, Catalog # P&340)

www. RnDSystems.com
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SAMPLE COLLECTION & STORAGE

The sample collection and storage conditions listed below are intended as general
guidelines. Sample stability has not been evaluated.

Since the Human Cytokine Array Kit detects relative expression levels of individual
analytes, itis important to include appropriate control samples.

Note: Sample amount may be empirically adjusted to attain optimal sensitivity with minimal
background Suggested starting ranges are 200-700 ul for cell culture supernates, 100-300 ug for
cell and tissue lysates, and 50-200 L for serum, plasma, saliva, urine, and human milk samples.

Cell Culture Supernates - Remove particulates by centrifugation. Assay immediately or aliquot
and store samples at = -20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Cell Lysates - Rinse cells with PES, making sure to remove any remaining PB5 before adding
lysis buffer. Solubilize cells at 1 x 107 cells/mlL in lysis buffer. Pipette up and down to resuspend
and rock the lysates gently at 2-8 "C for 30 minutes. Microcentrifuge at 14,000 x g for 5 minutes,
and transfer the supernate into a clean test tube. Quantitation of sample protein
concentrations using a total protein assay is recommended. Assay immediately or aliquot and
store at = -70 "C. Thawed lysates should be kept on ice prior to use. Avoid repeated freeze-thaw
cycles,

Tissue Lysates - Excise tissue and place in Tissue Lysis buffer (0.5% Igepal, 0.5% sodium
deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), and 150 mM NaCl) with
Protease Inhibitor Cocktail. Homogenize tissue and centrifuge at 1000 x g for 10 minutes at
2-8 "C to remove cellular debris. Transfer supernate to a new tube. Quantitation of sample
protein concentration using a total protein assay is recommended. Assay immediately or
aliquot and store samples at = -70 "C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Serum - Allow blood samples to clot for 30 minutes at room temperature before centrifuging
for 15 minutes at 1000 x g. Remowe serum and assay immediately or aliquot and store samples
at =-20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Plasma - Collect plasma using EDTA or heparin as an anticoagulant. Centrifuge for 15 minutes
at approximately 1000 x g within 30 minutes of collection. Assay immediately or aliquot and
store samples at = -20 "C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Saliva - Collect saliva in a tube and centrifuge for 5 minutes at 10,000 x g. Collect the aqueous
layer, and assay immediately or aliquot and store samples at < -20 "C. Avoid repeated freeze-
thaw cycles.

Urine - Collect urine and centrifuge to remove particulate matter. Assay immediately or aliquot
and store at = -20 "C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Human Milk - Centrifuge for 15 minutes at 1000 x g at 2-8 "C. Collect the aqueous fraction
and repeat this process a total of 3 times. Assay immediately or aliquot and store samples at
=-20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

4 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.

55



REAGENT PREPARATION

Bring all reagents to room temperature before use.

Human Cytokine Array - Four nitrocellulose membranes each containing 36 different anti-
cytokine antibodies printed in duplicate. Handle arrays only with gloved hands and flat-
tipped tweezers.

Detection Antibody Cocktail - One vial of lyophilized biotinylated antibodies. Before use,
reconstitute Detection Antibody Cocktail in 100 pL of deionized or distilled water.

1X Wash Buffer - If crystals have formed in the concentrate, warm the bottles to room
temperature and mix gently until the crystals have completey dissolved. Add 40 mL of

25X Wash Buffer Concentrate to 960 mL of deionized or distilled water to prepare 1000 mL of
1X Wash Buffer.

Chemi Reagent Mix - Chemi Reagent 1 and 2 should be mixed in equal volumes within
15 minutes of use. Protect from light. 1 mL of the resultant mixture is required per
membrane. Discard any remaining after use.

www.RnDSystems.com
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ARRAY PROCEDURE

Bring all reagents to room temperature before use. Keep samples on ice. To avoid
contamination, wear gloves while performing the procedures.

1. Prepare all reagents and samples as directed in the previous sections.

2. Pipette 2.0 mL of Array Buffer 4 into each well of the 4-Well Multi-dish to be used. Array
Buffer 4 serves as a block buffer.

3. Using flat-tip tweezers, remove each membrane to be used from between the protective
sheets and place in a well of the 4-Well Multi-dish. The array number should be facing
upward.

Mote: Upon contact with Array Buffer 4, the blue dye from the spots will disappear, but the
capture antibodies are retained in their specific locations.

4. Incubate for one hour on a rocking platform shaker. Orient the tray so that each array rocks
end to end in its well.

5. While the membranes are blocking, prepare samples by adding up to 1 mL of each sample
to 0.5 mL of Array Buffer 4 in separate tubes. Adjust to a final volume of 1.5 mL with Array
Buffer 5 as necessary.

6. Add 15 pL of reconstituted Human Cytokine Array Detection Antibody Cocktail to each
prepared sample. Mix and incubate at room temperature for one hour.

7. Aspirate Array Buffer 4 from the wells of the 4-Well Multi-dish and add sample/antibody
mixtures prepared in steps 5 and 6. Place the lid on the 4Well Multi-dish.

8. Incubate overnight at 2-8 "C on a rocking platform.
Mote: A shorter incubation time may be used if optimal sensitivity is not required.

9. Carefully remove each membrane and place into individual plastic containers with 20 mL
of 1X Wash Buffer. Rinse the 4-Well Multi-dish with deionized or distilled water and dry
thoroughly.

10. Wash each membrane with 1X Wash Buffer for 10 minutes on a rocking platform shaker.
Repeat two times for a total of three washes.

11. Dilute the Streptavidin-HRP in Array Buffer 5 using the dilution factor on the vial label.
Pipette 2.0 mL of diluted Streptavidin-HRP into each well of the 4-Well Multi-dish.

12. Carefully remove each membrane from its wash container. Allow excess buffer to drain
from the membrane. Return the membrane to the 4-Well Multi-dish containing the diluted
Streptavidin-HRP. Cover the wells with the lid.

13. Incubate for 30 minutes at room temperature on a rocking platform shaker.

6 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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ARRAY PROCEDURE CONTINUED

14.

15.

16.

17.

18.

19,

20.

21.

22,

Wash each array as described in steps @ and 10.
MNote: Complete the remaining steps without interruption.

Carefully remove each membrane from its wash container. Allow excess Wash Buffer
to drain from the membrane by blotting the lower edge onto paper towels. Place each
membrane on the bottom sheet of the plastic sheet protector with the identification
number facing up.

Pipette 1 mL of the prepared Chemi Reagent Mix evenly onto each membrane.

MNote: Using less than 1 mL of Chemi Reagent Mix per membrane may result in incomplete
membrane coverage.

Carefully cover with the top sheet of the plastic sheet protector. Gently smooth out any air
bubbles and ensure Chemi Reagent Mix is spread evenly to all cormers of each membrane.
Incubate for 1 minute.

Position paper towels on top and sides of plastic sheet protector containing the
membranes and carefully squeeze out excess Chemi Reagent Mix

Remowve the top plastic sheet protector and carefully lay an absorbent lab wipe on top of
the membranes to blot off any remaining Chemi Reagent Mix.

Leaving the membranes on the bottom plastic sheet protector, cover the membranes with
plastic wrap taking care to gently smoaoth out any air bubbles. Wrap the excess plastic wrap
around the back of the sheet protector so that the membranes and sheet protector are
completely wrapped.

Place the membranes with the identification numbers facing up in an autoradiography film
cassette,

MNote: Use an autoradiography cassette that is not used with radioactive isotope detection.

Expose membranes to X-ray film for 1-10 minutes. Multiple exposure times are
recommended.

www. RnDSystems.com 7
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DATA ANALYSIS

The positive signals seen on developed film can be quickly identified by placing the
transparency overlay template on the array image and aligning it with the pairs of reference
spots in three corners of each array. The stamped identification number on the array should be
placed on the left hand side. The location of controls and cytokine capture antibodies is listed

in the Appendix.

Mote: Reference spots are included to align the transparency overlay template and to demonstrate
that the array has been incubated with Streptavidin-HRP during the assay procedure.

Pixel densities on developed X-ray film can be collected and analyzed using a transmission-
mode scanner and image analysis software.

1. Create a template to analyze pixel density in each spot of the array.

2. BExport signal values to a spreadsheet file for manipulation in a program such as Microsoft
Excel.

3. Determine the average signal (pixel density) of the pair of duplicate spots representing
each cytokine.

4. Subtract an averaged background signal from each spot. Use a signal from a clear area of
the array or negative control spots as a background value.

5. Compare corresponding signals on different arrays to determine the relative change in
cytokine levels between samples.

Human Cytokine Array Coordinates

— ] ML O h SO s et OO
— e e e

This image is not to scale. It is for coordinate reference only.
Please use the transparency overlay for analyte identification.

B For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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PROFILING PROTEINS IN CELL CULTURE SUPERNATES

The Human Cytokine Array detects multiple cytokines, chemokines, growth factors and
other soluble proteins in cell culture supernates. The amount of cell culture supernate used
on each array and the duration of exposure to X-ray film is indicated below. Profiles of mean
spot pixel density were created using a transmission-mode scanner and image analysis
software.
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Figure 1A: THP-1 human acute monocytic leukemia cells were untreated or treated with
1 pg/mlL LPS for 4 hours, then 5mM Nigericin (Tocris, Catalog # 4312) for 1 hour (500 pL of cell
culture supernate, 10 minute exposure).
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Figure 1B: 5W480 human colorectal adenocarcinoma cells were untreated or treated with
100 ng/mL LPS for 24 hours (500 pL of cell culture supernate, 10 minute exposure).

www.RnDSystems.com
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PROFILING PROTEINS IN CELL LYSATES

The Human Cytokine Array detects multiple cytokines, chemokines, growth factors and
other soluble proteins in cell lysates. The amount of cell lysate used on each array and the
duration of exposure to ¥X-ray film is indicated below. Profiles of mean spot pixel density were
created using a transmission-mode scanner and image analysis software.
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Figure 2A: SW1353 human chondrosarcoma cells were untreated or treated with 5 ng/mL
recombinant human IL-1a (R&D Systems, Catalog # 200-LA) and 10 ng/mlL recombinant human
OSM (R&D Systems, Catalog # 295-0M) for 24 hours (200 pg of cell lysate, 5 minute exposure).
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Figure 2B: THP-1 human acute monocytic leukemia cells were untreated or treated with
1 pg/ml recombinant human [FN-y (R&D Systems, Catalog # 285-IF) for 8 hours, then 1 pg/mL
LP5 for 16 hours (200 pg of cell lysate, 5 minute exposure).

10 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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PROFILING PROTEINS IN TISSUE LYSATES

The Human Cytokine Array detects multiple cytokines, chemokines, growth factors and
other soluble proteins in tissue lysate samples. 200 pg of tissue lysate was run on each array.
Data shown are from a 5 minute exposure to X-ray film.
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PROFILING PROTEINS IN PBMC SUPERNATES & BODY FLUIDS

The Human Cytokine Array detects multiple cytokines, chemokines, growth factors and
other soluble proteins in human PBMC supernate, serum, plasma, saliva, urine, and
human milk samples. The sample type and quantity used are listed below. Data shown are

from a 10 minute exposure to X-ray film

PEMC supernate, 500 pL per array

an i s asss BB
“ Mo B ] eenw
2 3 seee 5
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EDTA plasma, 200 pl per array

™ es &8 ™
g/ we
10

Urine, 200 pL per array

Serum, 200 plL per array
a8 -a L 1] L 1]
(1] \E

oe coee

. Human milk, 200 pl per array
as L1 L 1]

i B on

"e e

Saliva, 100 pL per ammay

ae (T (T s 28
1 L] L 1]
e sese—14
MEAN PIXEL DENSITY
PBMCs Serum Plasma Humnan Milk Urine Saliva
1 COL1-309 13318 0 1] 13 0 1M
2 (COL2/MCP-1 58,425 0 1] 107 0 a3
3 COL3/CCL4/MIP-1a/p 24767 0 1] 0 0 7
4 | ooLnae-1o 42,204 1 ] 9 0 489
5 IL-1B/IL-1F2 29,081 02 ] 367 333 a1
6 | IL6 47 816 an 1305 a4 7 386
7 IL-8 37,124 294 1] 533 178 286
& (omplement Component (5/C5a 0 58,073 54 767 0 40 265
9 | (CL5/RANTES 7 58,604 5T A5 13 0 35
10| Serpin E1/PAI-1 17 361 51,368 48 497 330 35 457
1 | OliL/GR0a 52,804 3263 1308 34934 47 66
12 | ICAM-1/D54 1045 52,814 48756 29,052 0 194
13 | IR 43,085 3725 17 7313 2078 51209
14 | MIF 17,290 25345 32513 40228 04 34 465
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APPENDIX

Refer to the table below for the Human Cytokine Array coordinates.

Coordinate Target/Control Entrer Gene ID | Alternate Nomenclature
A1, A2 Reference Spots Nik _—
LEN T CL1-309 6346 P500, SCYAT, SCYAZ, TCA-3
A5, A6 CCL2/MCP-1 6347 MCAF
A7 A MIP-10/MIP-1f 6348/6351 CO3/ae
A3, A10 (CL5/RANTES £352 _
AN, A2 (040 Ligand/TNF5F5 959 (D54, (400G, gp39, TRAP
A3, A4 Complement Component C5/C5a [ (5/C5a
A5, M6 L1 /GROa 2919 CINC-1, KC
A7, A8 CACLI0AP-10 37 (CRG-2
A9, A20 Reference Spots NfA _
B3 B4 CHCL11-TAC 6373 B-R1,H174
B5, B OICL12750F-1 6387 PBSF
B7, B8 G-C5F 1440 5k, C5F-3
B2, B0 GM-CSF 1437 (C5Fa, C5F-2
B11,B12 [CAM-1/C054 3383 —_—
B13,B14 IFH-y 3458 Type Il IFN
B15, B8 IL-1a/1-1F1 3552 _
B17, 818 IL-1BAL-1F2 3553 —_—
0, IL-TrafIL-1F3 3557 —_—
(5, IL-2 3558 TCGF
. IL-4 3565 BCDF, BSF1
9,C10 IL-5 3567 —_—
m, 0z IL-& 3568 BSF-2
(13,04 IL-& 3576 CHCL8, GCPY, NAPT
15,016 IL-10 3585 (C5IF
(17,018 IL-12 p70 3592/3593 CLMF p35
continued on next page...
www.RnDSystems.com i
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APPENDIX CONTINUED

Coordinate Target/Control Entrez Gene ID | Alternate Nomenclature
03,04 13 359 —_—
05,06 IL-16 3603 LCF

07,08 IL-17A 3605 CTLA-B
02,010 IL-17E 4806 IL-25

0, mz2 IL-18AL-1F4 3606 IGIF

013,004 -1 59067 S

015, Me IL-27 6778 IL-27 A

07, ma IL-32a 0235

E1,E2 Reference Spots /A S

B3, B4 MIF 4282 (alF, DERG

5, E6 Serpin E1/PAI-1 5054 Meaxin, PLANH1
E7 B8 THF-0 7124 THFSF1A
E9,E10 TREM-1 5420 (0354
E19,E20 Neqative Control /A —_—

All trademarks and registered trademarks are property of their respective owners,

©2015 R&D Systems, Inc.
075 F53087.0 s

14 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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C.CITOQUINAS LIBERADAS POR FIBROBLASTOS Y ADIPOCITOS
EN MEDIO ALTO Y BAJO EN GLUCOSA

Cuadro 7. Razdn de cambio de las citoquinas liberadas por fibroblastos y adipocitos en medio alto
y bajo en glucosa

Razén de cambio (alta glucosa/baja glucosa)

Citoquinas Fibroblastos Adipocitos
CCL1/1-309 0.627154184 6.180248148**
CCL2/MCP-1 0.988391519 2.946623258**
MIP-10/MIP-1B 1.48497537** 0.821287218
CCL5/RANTES 0.923646795 0.496405503*
CD40 Ligand/TNFSF5 0.926233283 0.667443343
Complement Component C5/C5a 0.743759819 0.298437215*
CXCL1/GROa 0.844647929 0.656326829
CXCL10/1P-10 0.847394786 3.008263005**
CXCL11/I-TAC 0.897279126 0.242646184*
CXCL12/SDF-1 0.999427937 0.993482483
G-CSF 0.992313139 0.52733878*
GM-CSF 1.103949452 0.287010688*
ICAM-1/CD54 0.885248802 0.779679584
IFN-y 1.011453893 0.818110201
IL-1o/IL-1F1 0.948356635 0.628796956
IL-1B/IL-1F2 0.737101573 0.504173189*
IL-1ra/IL-1F3 0.621594333 0.751551308
IL-2 1.879844932** 0.771451968
IL-4 0.88715483 0.856089223
IL-5 0.672491652 0.413462757*
IL-6 0.833080882 0.427969076*
IL-8 0.754390869 0.302681177*
IL-10 0.964213717 0.542138326*
IL-12 p70 0.828872671 0.248803067*
IL-13 0.745301586 0.779262593
IL-16 0.601614928 0.640501216
IL-172 0.781781503 0.59517002
IL-17E 0.659300464 0.605647825
IL-18/IL-1F4 0.947220141 0.388560887*
IL-21 0.989876805 0.304167024*
IL-27 0.894973234 0.356152567*
IL-32a 0.79597951 0.247670606*
MIF 1.22693114 2.275071172**
Serpin E1/PAI-1 1.046688938 0.985340684
TNF-a 1.027991596 0.801622164
TREM-1 0.946571853 0.489606099*

*Razon de cambio menor o igual a 0.5, citoquinas menormente secretadas en alta glucosa.
**Razén de cambio mayor o igual a 1.5, citoquinas mayormente secretadas en alta glucosa
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