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RESUMEN
La deteccion temprana del melanoma maligno permite tratamientos

quirdrgicos curativos, pero en estadios avanzados por metastasis, la opcion
terapéutica es la inmunoterapia. Uno de los blancos moleculares a donde se
puede dirigir la inmunoterapia es CTLA-4 (antigeno 4 asociado a linfocitos T
citotoxicos), el cual es considerado el primer checkpoint inmunoldgico
funcional. No obstante, se ha reportado que CTLA-4 se expresa en diversas
neoplasias, incluyendo al melanoma, donde la expresion de CTLA-4 se ha
relacionado con un mal pronostico de la enfermedad, pero poco se sabe de su
papel en estos tipos celulares. Por ello, nos planteamos caracterizar la
expresion de CTLA-4 en células melanociticas (HEMa) y de melanoma (A-
375y SK-MEL-31).

De acuerdo con lo anterior, se detecto la expresion de CTLA-4 a través de RT-
PCR y Western blot, y se determind su localizacion mediante citometria de
flujo. Ademas, en ensayos de viabilidad celular en la linea celular de A-375, la
previa estimulacion con IFN-y influyo en la expresion de CTLA-4 y su
bloqueo provoco una disminucion en la viabilidad celular. Estudiar la funcion
de CTLA-4 en melanoma resulta atractivo para entender los mecanismos de
progresion y supervivencia en el desarrollo del melanoma, lo cual podria
promover nuevas perspectivas en lo que se refiere a su deteccion, tratamiento

y prondstico.
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INTRODUCCION

MELANOMA
De los diferentes tipos de cancer de piel, el melanoma maligno es el tercero

mas frecuente en México, con una tasa de incidencia de 1/100,000 habitantes.
Su deteccion temprana permite tratamientos curativos; sin embargo, la
estadificacion de la enfermedad puede ser un reto debido a limitaciones

técnicas (Gallegos, Gallegos y Nieweg, 2014).

El melanoma maligno es una neoplasia que tiene origen en los melanocitos.
Los melanocitos se desarrollan a partir de células de la cresta neural Ilamadas
melanoblastos, los cuales se ubican generalmente en la epidermis, cabello e
iris. Su funcion es la sintesis y transporte de melanina! a los queratinocitos en
organulos llamados melanosomas, para asi protegerlos del efecto mutagénico
causado por la radiacion UV, la cual es el principal factor de riesgo para
desarrollar melanoma maligno (Cichorek, Wachulska, Stasiewicz y Tyminska,
2013). Otros factores de riesgo importantes incluyen la historia personal y
familiar con respecto al melanoma o la presencia de nevos y pecas atipicas.
Comunmente, el diagnostico del melanoma se realiza a través de estudios

histopatoldgicos (Leonardi et al., 2018).

El melanoma en etapas avanzadas suele ser mortal, debido a su rapida
capacidad metastasica y su resistencia frente a quimioterapia y radioterapia.
Se estima que 10,000 personas fallecen anualmente debido a que en 80% de
los casos se encuentra en un estadio avanzado (Egner, 2010; Gallegos,

Gallegos y Nieweg, 2014).

! Pigmento que tiene diversas propiedades, como la absorcion y dispersion de luz UV, eliminacion de
radicales libres, reacciones de 6xido-reduccion acopladas y almacenamiento de iones (Cichorek, Wachulska,
Stasiewicz y Tyminska, 2013).
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En este contexto, se han realizado investigaciones que pretenden dilucidar la
biologia tumoral del melanoma, para asi ampliar terapéuticas, lo que podria

mejorar el pronostico.

TERAPIA DIRIGIDA E INMUNOTERAPIA EN MELANOMA
Una de las terapias utilizadas para su tratamiento en etapas avanzadas es la

terapia dirigida, la cual consiste en el empleo de moléculas pequefias que van
dirigidas a bloguear proteinas clave involucradas en vias de crecimiento
celular, en proliferacion y en invasion. Algunos de estos farmacos aprobados
son el vemurafenib y trametinib, ambos inhibidores de cinasas,
especificamente dirigidos a melanoma con mutaciones en BRAF y MEK,
respectivamente, las cuales estan involucradas en el desarrollo y progresion de
la enfermedad (Robert, et al., 2015).

En 2011, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en inglés) autorizo el uso de ipilimumab en pacientes con melanoma
avanzado. Este farmaco es un anticuerpo que inhibe al antigeno 4 asociado a
linfocitos T citotoxicos (CTLA-4, CD152) (Ledford, 2011). CTLA-4 es
considerado el primer checkpoint inmunolégico funcional (Gu et al., 2018). A
lo largo del tiempo, el uso de ipilimumab en combinacién con otros, como
pembrolizumab o nivolumab, ambos inhibidores de la proteina de muerte
celular programada (PD-1), se ha asociado con un incremento de la respuesta

inmunologica antitumoral propia del paciente (Wolchok et al., 2017).

Sin embargo, aunque con esta terapia se ha demostrado una mejoria en la
sobrevida global de los pacientes, solo una minoria logra una respuesta
duradera, lo que evidencia la necesidad de caracterizar la funcién de los
checkpoints inmunoldgicos presentes en el microambiente tumoral (TME).

Para ahondar méas en la actividad de CTLA-4 como “freno” de la respuesta

15



inmune, se describird brevemente la activacion e inactivacion de los linfocitos
T.

CTLA-4 EN EL SISTEMA INMUNE
CTLA-4 es un co-receptor inhibitorio perteneciente a la superfamilia de

inmunoglobulinas. Al igual que CD28, el gen CTLA-4 se localiza en el
cromosoma 2033-34 y suele expresarse en células T CD8" y CD4" de manera
inducida, y de forma constitutiva en el caso de las células T reguladoras
(Tregs) (Vaidya, B., & Pearce, S., 2004).

CTLA-4 induce sefiales en los linfocitos T activados cuando se une a sus
ligandos CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2), ambos expresados por las células
presentadoras de antigeno (APC), mediante la inhibicién de la produccion de
ciclina D3 y cinasas dependientes de ciclina, impidiendo la progresion del
ciclo celular y la produccion de citocinas, como IL-2, IL-4 e IFN-y (Figura
1A) (Greenwald et al., 2002).

Por el contrario, cuando ocurre una inhibicion de CTLA-4 por el anticuerpo
ipilimumab, se retira el freno inmunoldgico, lo que lleva a la activacion de los
linfocitos T, quienes al unirse a las APC crean la sinapsis inmunoldgica (SI)
via complejo péptido/MHC-TCR y CD80/CD86/CD28 (Figura 1B). Esta
unién induce la expresion de més proteinas en la membrana celular que tienen
como objetivo reforzar el contacto entre ambas células y transmitir sefiales de
activacion (Contardi et al., 2005). Este fenOmeno se ha categorizado como

parte de los mecanismos extrinsecos de CTLA-4.
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A. Linfocito T inactivo B. Linfocito T activo

Célula
presentadora de
antigeno (APC) MHC I CD80/86 MHC Il CD80/86

E

TCR CD4 CTLA4 TCR CD4 cD28
é CTLA4
E -
Linfocito :

T EL IL-2, IL-4,
: IL-2, IL-4, IFN-y IFN-y

Figura 1. Mecanismo de inactivacion y activacion de los linfocitos T. A) CTLA-4 compite
con la proteina activadora de los linfocitos T, denominada CD28, inhibiendo asi la
produccion de citocinas, como IL-2, I1L-4, asi como el IFN-y y la progresion del ciclo
celular. B) Cuando el linfocito T se encuentra activo, CTLA-4 suele estar en la red del
trans-Golgi 0 en endosomas, en donde puede ser reciclado (Schneider, H., & Rudd, C. E.,
2014). Imagen creada en BioRender.com

Cabe mencionar que CTLA-4 presenta una homologia del 30% con la
secuencia de CD28. En ambos receptores se encuentra el motivo de unién
MYPPPY'; no obstante, CTLA-4 presenta mayor afinidad por CD80 debido a
gue un homodimero de CTLA-4 puede interactuar con dos moléculas de
CD80, resultando en la formacién de una estructura estable de CTLA-4/CD80
durante la SI (Schneider y Rudd, 2014).

Respecto a los mecanismos intrinsecos, para que CTLA-4 se retenga en la
superficie celular, es necesaria la fosforilacion del residuo de tirosina Y,
dados por Lck y Fyn. A su vez, esta fosforilacion recluta a fosfatidilinositol-3-
cinasa (PI3K) y a SHP-2, la cual se encarga de desfosforilar a CTLA-4 (Figura
2). Una vez desfosforilada, CTLA-4 se une a AP-2 a través del motivo YVKM
y se internaliza en compartimientos intracelulares, ya sean para reciclaje

endosomal o degradacion por lisosomas (Qureshi et al., 2012). Sin embargo,
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un estudio demostré que la proteina LRBA (proteina de ancla tipo beige y
sensible a polisacaridos) compite con AP-1 por la unién al motivo YVKM y
evita que CTLA-4 sea degradado en lisosomas (Lo et al., 2015).

Lo anterior va de la mano con otro de los mecanismos extrinsecos de CTLA-4,
el cual es la transendocitosis de CD80 y CD86 de APCs. El reciclaje
endosomal de CTLA-4 beneficia este mecanismo, ya que influye directamente
en la eficiencia de eliminacién de ligandos de la Sl entre la célula T y las
APCs (Qureshi et al., 2012).

DOMINIO CITOPLASMATICO DE CTLA-4

PI3K/SHP-2(SH)
SLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPIN
CE e foeee 7
AP-1/AP-2 PP2A

Figura 2. Motivos citoplasmaticos involucrados en la localizaciéon y el transporte
celular de CTLA-4. El motivo YxxM se une al dominio SH2 de la tirosina fosfatasa SHP-
2. En su forma no fosforilada, CTLA-4 se asocia con los adaptadores de clatrina AP-1y
AP-2. La serina/trenonina proteina fosfatasa PP2A se una con la tirosina 218 (Y21sFIP) y el
motivo rico en lisina (Schneider y Rudd, 2014). Imagen creada en BioRender.com
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ESTRUCTURA DE CTLA-4
La expresion de CTLA-4 en células T esta dada por el factor de transcripcion

NFATL, el cual se une a la region promotora del gen y presenta una
asociacion con la acetilacion de la histona H3. Por el contrario, al bloquear la
interaccion de NFATL1 y el promotor con ciclosporina A o 11R-VIVIT, se

suprime su expresion (Gibson et al. 2007).

En relacion con la estructura del gen de CTLA4, este se encuentra conformado
por cuatro exones, de los cuales el exdn 1 contiene la secuencia lider, el exdn
2 codifica para el sitio de union al ligando, el exén 3 para la region
transmembranal y el exon 4 para la cola citoplasmatica (Schneider y Rudd,
2014) (Figura 2A). Son cinco las isoformas de mRNA de CTLA-4 que se han
identificado en PMBCs de humanos, todas derivadas de splicing alternativo
(Gu, et al., 2008) (Figura 2B).

El producto amplificado de la isoforma membranal (MCTLA-4) tiene una
longitud de 672 pares de bases (pb) y es la Unica isoforma que se transcribe
desde el exon 1 al exon 4 (NM_005214.5, NCBI Annotation Project) (Gu, et
al., 2008). Se ha reportado que la isoforma mCTLA-4 se puede expresar como
homodimero, con un peso molecular de 48-50 kD, donde cada monomero que
la conforma pesa 28-30 kD . La homodimerizacion de mCTLA-4 ocurre a
través de los residuos de cisteina, ubicados en la region transmembranal
(Esposito et al., 2014). No obstante, también se ha reportado que el mondmero
de CTLA-4 puede tener un peso molecular de 33-37 kD (Walunas et al.,
1994).

En lo que se refiere a la isoforma soluble (sSCTLA-4), el producto amplificado
tiene una longitud de 562 pb (NM_001037631.3, NCBI Annotation Project) y

se ha reportado que en células HelLa transfectadas, la masa molecular esta
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entre 24 y 26 kD. Sin embargo, tanto el peso molecular de mCTLA-4 y
SCTLA-4 reportados difieren del peso molecular tedrico, los cuales
corresponden a 20.6 y 15.4 kD, respectivamente. Esto se debe a que, en ambas
isoformas, se encuentran sitios de modificacion postraduccional,
especificamente en Asn'®® y Asn'#® para N-glicosilacion, que promueven la
homodimerizacion de CTLA-4 (Esposito et al., 2014).

A
5'UTR 3'UTR
AN ——— e - S ——— -
-335pb Ex6n 1 Ex6n 2 Ex6n 3 Exon 4
Region
promotora
B

I [l
L T T T
. Secuencia lider

. Dominio de unién al ligando

LCTLA-4 _AAAAA . Regién transmembranal
CTLA-41/4 —AAAAA @ cola citoplasmitica
WCTLA-4 -AA AAA AAAAA Cola de poli A
Y

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura del gen de CTLA-4 (A) y de las
isoformas del mRNA derivadas de splicing alternativo (B). En azul se observa el exén 1
que corresponde a la secuencia lider, en verde el exon 2 correspondiente al dominio de
unién al ligando, en rosa el exdn 3 que pertenece a la region transmembranal y en café el
exon 4 que indica la cola citoplasmatica. Imagen creada en BioRender.com

Con relacion a las otras isoformas reportadas, la longitud del producto
amplificado de LCTLA-4 es de 277 pb, transcribiéndose desde el exon 1, parte
del ex6n 2 y todo el exon 4 (fragmento escindido por splicing desde 173 a 567
pb) (Gu, et al., 2008). Por otro lado, CTLA-4 1/4, también conocida como
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sSCTLA-4, tiene una longitud de 214 pb, y esta conformada por el exén 1y el
4 (Ueda et al., 2003; Gu, et al., 2008). Asimismo, la isoforma mas pequefia
detectada se denomina wWCTLA-4 y su longitud es de 171 pb (Gu, et al., 2008).

De igual forma, se descubrié que la isoforma mCTLA-4 se puede asociar a
exosomas, denomindndose como mvCTLA-4. Estas vesiculas fueron
caracterizadas en células T CD4" activadas, poseen un didmetro entre 20 y 100
nm y expresan los marcadores de exosomales CD63 y LAMP2, ambos
relacionados con exosomas de origen endocitico, lo cual sugiere que podrian
estar jugando un papel en la comunicacion intracelular y en la homeostasis

inmunologica (Esposito et al., 2014).

CTLA-4 EN OTROS LINAJES CELULARES, ENFERMEDADES
AUTOINMUNES Y EN NEOPLASIAS
Aungue mucha de la investigacion sobre CTLA-4 se ha centrado alrededor de

células T, diversos estudios han reportado su expresién en otros linajes
celulares como las células B (Quandt et al.,, 2007), células NK (Davis-
Marcisak et al., 2021), células dendriticas (DCs) (Han et al., 2014),
queratinocitos (Zhou et al., 2019) y melanocitos (Mo et al., 2018), asi como en
diversas neoplasias que incluyen células B de leucemia linfocitica aguda
(Pistillo et al., 2003) y cronica (Mittal et al., 2013), cancer de mama (Contardi
etal., 2005; Yu etal., 2015; Chen et al., 2017; Navarrete-Bernal et al., 2020) y
melanoma (Laurent et al., 2013; Chakravarti et al., 2017; Mo et al., 2018).

Ademas, se ha visto que los polimorfismos presentes en CTLA-4 dentro de
regiones no codificantes influyen en la disminucion de su expresion y esto se
ha relacionado con el desarrollo de enfermedades autoinmunes, como
enfermedad de Graves, hipotiroidismo autoinmune, entre otras (Gibson et al.
2007).
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Cabe destacar que son pocas las investigaciones que se centran en averiguar si
las isoformas descritas, ademas de la isoforma mCTLA-4, desempefian algin
papel adicional que influya en la funcién celular o en el desarrollo de estas
enfermedades. Por ejemplo, SCTLA-4 ha sido reportada como una molécula
gue se encuentra presente en el suero de los pacientes con melanoma tratados
con Ipilimumab y es asociada al aumento de la sobrevida global (Leung et al.,
2014). Esto va de la mano con los reportes que indican que SCTLA-4 es
secretado por células T activadas y puede modular la via CD28/CD80-CD86
(Esposito et al., 2014). No obstante, se desconoce el papel que estaria llevando

a cabo.

Por otro lado, la deteccion de LCTLA-4 y wCTLA-4 se ha limitado a mRNA
en pacientes con miastenia grave (Gu, et al., 2008), mientras que CTLA-4 1/4
ha sido reportada como una isoforma que, al contrario de su papel canénico,
en modelos murinos puede llegar a aumentar la reactividad de las células T vy,

por consecuencia, promover la autoinmunidad (Liu et al., 2012).

Por lo que se refiere a la expresion de CTLA-4 en células tumorales, hasta el
momento existen dos tendencias contrastantes en donde se sugiere que, por un
lado, CTLA-4 esta jugando un papel a favor de la evasion inmunitaria, y por el

otro, induce la apoptosis de las células neoplasicas.

Un ejemplo de ello es la identificacion de la expresion de CTLA-4 en células
de tumores solidos y hematoldgicos, incluyendo melanoma, donde se observo
que CTLA-4 es capaz de unirse a la forma recombinante de CD80/CD86 e
inducir apoptosis en conjunto con la activacion secuencial de caspasa-8 y
caspasa-3 (Contardi et al., 2005).
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Dandole continuidad a la investigacion anterior, Laurent y colaboradores
(2013) reportaron que al interactuar células de melanoma CTLA-4* con
células NK en presencia de Ipilimumab, se desencadena la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) via FcyRIIIA, promoviendo la
secrecion de TNF-a. Cabe resaltar que Ipilimumab no ejerce ningun efecto

sobre la proliferacién y viabilidad de las células de melanoma CTLA-4".

Recientemente, a partir de un algoritmo de aprendizaje automatico, se logré
identificar una firma conservada en la activacion de células NK en respuesta a
terapia con anti-CTLA-4 en pacientes con melanoma, la cual se ha asociado
con una mayor sobrevida global y es predictiva para la respuesta al
tratamiento. Ademas, identificaron que las células NK expresan CTLA-4 en
forma de homodimero en la membrana celular, con un peso molecular de ~95
kD, y como monomero intracelular con un peso de ~30 kD. Por otro lado,
determinaron que Ipilimumab es capaz de interaccionar con las células NK
CTLA-4" y su expresion esta modulada por citocinas (IL-12 e IL-18),
sugiriendo que CTLA-4 podria tener el mismo papel de checkpoint
inmunologico en las células NK como lo es para células T (Davis-Marcisak et
al., 2021).

Con relacion a CTLA-4 y la evasion inmune, en un estudio donde utilizaron
células tumorales de pacientes con melanoma tratados con Ipilimumab, se
mostré que CTLA-4 es capaz de activar la via de sefializacion PI3K-Akt,
resultando en la inhibicion de Bcl-2 e incrementando asi la supervivencia
celular (Chakravarti et al., 2017).

De la misma forma, se conoce que las células de cancer de mama CTLA-4*

suprimen la maduracion de DCs y la secrecion de citocinas pro-inflamatorias,
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como IFN-y, TNF-a, IL-1B, entre otras. Al agregar un bloqueador, se
promovio la apoptosis en las células neoplésicas y se restaurd la maduracion y
funcion de las DCs (Chen et al., 2017).

En otro estudio se reportd que CTLA-4 aumenta su expresion en linfomas de
células B y células B asociadas a melanoma, donde la interaccion CTLA-
4/sCD86 reclutd y activd a Tyk2-STATS3, resultando en la expresion de genes
inmunosupresores, de supervivencia y proliferacion. Por el contrario, al inhibir
o silenciar CTLA-4 en dichas células, disminuyo el crecimiento tumoral y la

proliferacion y se indujo apoptosis (Herrmann et al., 2018).

De acuerdo con los antecedentes planteados, existe una necesidad de reevaluar
el papel de CTLA-4 en la regulacion inmunoldgica, tanto en individuos sanos
como en enfermedad, ya que esta molécula parece estar llevando a cabo
funciones criticas adicionales a su papel canénico que van de la mano con el

microambiente y el tipo celular.
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ANTECEDENTES DEL TRABAJO
Recientemente, a través de una colaboracion entre el Laboratorio de Biologia

Celular de la UAM-Cuajimalpa y el INMEGEN, se realiz6 un meta-analisis de
perfiles de expresion génica con el propdsito de identificar potenciales

biomarcadores tumorales de estadificacion (Ortega-Bernal et al., 2018).

Algunos genes desregulados de manera significativa incluyen a ADAMDECL1,
MMP19, CXCL8 y CXCL16, los cuales codifican para proteinas secretadas y
podrian ser potenciales biomarcadores sanguineos para la deteccién temprana

del melanoma.

De particular interés para este proyecto es la sobreexpresion de CTLA-4: en
dicho proyecto se observé un aumento de 2.17 veces desde la transformacion
de melanocito a melanoma y en etapas metastasicas, con respecto a etapas
tempranas y localizadas de la enfermedad. De la mano con el estado del arte
mencionado anteriormente, la expresion de CTLA-4 en melanoma podria
representar una ventaja en mecanismos de tolerancia inmunitaria, es decir con
mecanismos relacionados con evasion, supervivencia y proliferacion celular

del melanoma.
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JUSTIFICACION
De acuerdo con los antecedentes planteados, CTLA-4 ha sido postulada como

una molécula con un papel dual, es decir, por una parte, podria inducir
apoptosis en células tumorales y por otra, podria representar una ventaja del
cancer frente al sistema inmune para evadirlo. Conocer el papel que CTLA-4
estd desempefiando en melanoma podria aportar nuevas perspectivas sobre la
adquisicion de mecanismos de evasion inmunitaria y de resistencia adquiridos
a la inmunoterapia. Asi nos planteamos contribuir a la caracterizacion y
funcion de CTLA-4 en melanoma y melanocitos, evaluando su expresion y el

efecto ante su bloqueo.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Existe una expresion elevada de CTLA-4 en lineas celulares de melanoma en

comparacion con los melanocitos, y su blogueo modifica caracteristicas

distintivas de células neoplasicas?

HIPOTESIS
CTLA-4 se expresard en mayor cantidad en células de melanoma en

comparacion con melanocitos y su bloqueo promovera la apoptosis.
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar la expresion de CTLA-4 en células melanociticas y de melanoma y

determinar la actividad apoptdtica ante su blogueo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Comprobar la expresion de CTLA-4 en la linea celular de melanocitos

(HEMa) y en las lineas celulares de melanoma (A-375 y SK-MEL-31)
mediante RT-PCR.

2. Validar la expresion de CTLA-4 en células de melanoma por medio de
Western blot.

3. Determinar la localizacion de CTLA-4 en las lineas celulares
mencionadas mediante citometria de flujo.

4. Evaluar el efecto apoptético en una linea celular de melanoma ante el
bloqueo de CTLA-4.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular

Se utilizé una linea celular de melanocitos no tumorigénica (HEMa) y dos
lineas celulares de melanoma, A-375 y SK-MEL-31. La linea celular A-375 se
cultivo con medio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM, UltraCruz)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB); la linea celular SK-MEL-
31 se cultivo con medio Minimum essential Medium Eagle (MEM, Corning)
suplementado con 15% de SFB vy, finalmente, la linea HEMa se cultivd con
medio Dermal Cell Basal (ATCC, PCS-200-010) suplementado con el kit
Adult Melanocyte Growth (ATCC, PCS200042).

Todas las células se cultivaron a 37°C en atmosfera humidificada con 5% de
CO.. Se les dio mantenimiento a los cultivos mediante pases al alcanzar una

confluencia del 70% o mayor.
Extraccion de RNA total por el método de Trizol

La extraccion de RNA se realizo una vez que los cultivos alcanzaron el 100%
de confluencia. Las células se lavaron dos veces con PBS 1X, se les adiciond
1 mL de Trizol (Gibco) y se homogenizé la suspension durante 2 min hasta
que las células se lisaron. La suspension celular obtenida se colocd en
microtubos de 1.5 mL y se incubd por 5 min a temperatura ambiente. Después,
se agregaron 200 uL de cloroformo, se mezcld con vértex por 30 segundos, se

incubd durante 2 min y se centrifug6 a 12,000 rpm a 4°C por 17 min,

Con precaucion, la fase acuosa se transfirio a un nuevo microtubo de 1.5 mL.
Para precipitar el RNA, se agregaron 500 pL de isopropanol y se incubo
durante 15 min. Una vez pasado el tiempo, se centrifugaron las muestras a

12,000 rpm por 15 min a 4°C y se elimind el isopropanol.
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El botdn formado se lavd con 1 mL de etanol al 75%, se mezcld con vértex y
se centrifugd nuevamente a 12,000 rpm por 10 min a 4°C. Se retird el etanol y
se dejo secar la pastilla de RNA a temperatura ambiente por 30 min.
Finalmente, el boton se resuspendié en agua libre de RNasas. La
concentracion de RNA se determind por  espectrofotometria
(A260nm/A280nm) (NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer Thermo
Scientific®) y se verificd su integridad por electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8%.

Deteccion del ARNm de CTLA-4 mediante RT-PCR

Se utilizaron 1.2383 ug de RNA total de las células A-375, 1.0257 pg de SK-
MEL31 y 0.7458 pug de HEMa para las reacciones de transcripcion reversa,
donde, de acuerdo con las especificaciones del fabricante del kit GeneAmp™
RNA PCR Core Kit (Applied Biosystems), primeramente se realizé una
incubacion a temperatura ambiente por 10 min, luego a 42°C por 15 min,
después a 99°C por 5 min y finalmente a 5°C por 5 min en un termociclador
2720 Thermal Cycler® (Applied Biosystems).

Una vez obtenido el DNA complementario (¢cDNA), se amplificé por PCR el
exon 2 de CTLA-4 (los cebadores utilizados fueron F: 5’-
TGGGGAATGAGTTGACCTTC-3’, R: 5>-ATGAGCTCCACCTTGCAGAT-
3’), a una temperatura de alineamiento de 55°C y de acuerdo con las
especificaciones del fabricante del kit GeneAmp™ RNA PCR Core Kit
(Applied Biosystems). Como control positivo, se amplificoO actina con los
siguientes cebadores F: 5’-GGCTCAGAGCAAGAGAGGTATCC-3°, R: 5°-
GTAGAAGGTGTGGTGCCAGATCT-3’, a una temperatura de alineamiento
de 65°C en un termociclador 2720 Thermal Cycler® de Applied Biosystems.
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Una vez terminada la reaccion, se continud con la electroforesis en agarosa
para observar el amplicon en un gel al 1.5% a 80 V tefiido durante 15 min con
bromuro de etidio (0.5 pg/mL).

Analisis de expresion de CTLA-4 mediante Western blot

Las lineas celulares A-375, SK-MEL-31 y HEMa, con una confluencia del
70%, fueron despegadas mediante raspado con la punta de una pipeta de 1 mL
y se lisaron con amortiguador de lisis frio (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, EDTA
pH 8.0 5 mM, NaCl 50 mM, Triton x-100 1%) con inhibidor de proteasas
(Roche). La suspension se coloco en microtubos, se centrifugé a 2000 rpm
durante 15 min a 4°C y se recupero el sobrenadante. Utilizando el kit Pierce
BCA protein assay #23227 de Thermo Scientific, se cuantificaron las proteinas
totales, obteniendo una concentracion de 3.51 pg/uL de células A-375, 0.92
pug/ul de SK-MEL-31 y 0.95 pg/uL de HEMa. Las proteinas totales (30 pg)
de cada linea celular se separaron mediante electroforesis en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% (p/v) a 95 V durante 2
horas. Cabe mencionar que también se utilizaron 30 pg del control positivo All
Sill Whole Cell Lysate sc-364356 (Santa Cruz Biotechnology).

Una vez transcurrido el tiempo, se realizo la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa de 0.1 pum (Amersham Protran, GE Healthcare Life science)
durante toda la noche a 50 VV a 4 °C.

Una vez terminada la transferencia y para comenzar la inmunodeteccion de
CTLA-4, se sumergié la membrana en solucion bloqueadora al 6% (TBS-T
(Tris 20 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween-20 0.05%) y leche sin grasa)

durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.
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Una vez bloqueada la membrana, el anticuerpo primario especifico de CTLA-
4 (F-8) sc-376016 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) fue diluido en solucion
bloqueadora al 6% e incubado durante toda la noche a 4° C en agitacion
constante. Después, se lavo la membrana con TBS-T, tres veces con una
duracién de diez minutos cada lavado a temperatura ambiente, y seguido de
ello se incubo el anticuerpo secundario Goat anti-mouse HRP (1:5000, Life
Technologies), diluido en solucion blogueadora al 6% durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Finalmente, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T y se
realizo el revelado con sustrato quimioluminiscente con el kit Super Signal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate #34095 (Thermofisher). La
deteccidén se realiz6 mediante placa radiografica y se usd un tiempo de

revelado de 2 a 15 min de acuerdo con los resultados mostrados en la placa.

Una vez realizada la inmunodeteccion de CTLA-4, se procedio a realizar la
inmunodeteccion del control de carga con el anticuerpo monoclonal [3-actina
(C4) sc-47778 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Previamente a la
inmunodeteccion, se lavo la membrana de nitrocelosa 3 veces cada 10 minutos
con TBS-T y se procedio a bloguearla con solucion blogueadora al 6% durante
1 hora. Una vez blogueada la membrana, se incub6 del anticuerpo primario
diluido en solucion blogueadora durante 2 horas a temperatura ambiente. Una
vez transcrurrido el tiempo de incubacion, se realizaron 3 lavados de 10
minutos cada uno y se incubd del anticuerpo secundario Goat anti-mouse HRP
(1:5000, Life Technologies), diluido en solucion blogueadora al 6% durante 1

hora a temperatura ambiente.

Transcurrido ese tiempo, se procedio a realizar los tres lavados de 10 minutos

cada uno con TBS-T vy se realizo el revelado como previamente se describio.
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De este andlisis de expresion se realizaron tres experimentos independientes,
como se mencionard mas adelante en el apartado correspondiente al analisis

estadistico.
Analisis de la expresion de CTLA-4 mediante citometria de flujo

Para evaluar la expresion intracelular de CTLA-4, a partir de una caja P100 se
cosecharon las células con 80% de confluencia. Primeramente, se retiré el
medio de cultivo y se lavaron con 1 mL de PBS. Después, se afiadieron 300
uL de TrypLE™ Express Enzyme (1X) (Gibco, #12604013) a temperatura
ambiente y, mediante pipeteo, se desprendieron las células en su totalidad. Se
transfirié la suspensién celular a tubos conicos de 15 mL y se centrifugaron a
2000 rpm durante 5 min a 4° C. El sobrenadante se descartd y después se
lavaron dos veces con 500 puL de PBS, centrifugando las células a 2000 rpm
durante 5 min a 4° C. Una vez descartado el sobrenadante del segundo lavado,
para el control de autofluorescencia, las células se resuspendieron en 200 pL
de PBS frio, se afiadieron 200 uL de FACS Flow y se dejaron reposar hasta su

lectura.

Para la tincion intracelular de CTLA-4, las células se resuspendieron en 1 mL
de buffer de permeabilizacion FCM (Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063) y
se incubaron en hielo durante 15 min. Para retirar el buffer de
permeabilizacidn, las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4° C
y el sobrenadante se descartd. Después, se lavaron las células dos veces con 1
mL de buffer de lavado FCM (Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063)

centrifugando a 2000 rpm durante 5 min a 4° C y descartando el sobrenadante.

Antes de realizar la inmunotincion, se cubrieron los tubos con papel aluminio.

Luego, las células se resuspendieron e incubaron con el anticuerpo
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monoclonal CTLA-4 (F-8) acoplado a Alexa Fluor® 488 (sc-376016 AF488,
Santa Cruz Biotechnology) o con el control de isotipo normal mouse IgG1l
acoplado a Alexa Fluor® 488 (sc-3890, Santa Cruz Biotechnology) a una
dilucion de 1:200 en FACs Flow. La incubacién durd 1 hora a temperatura

ambiente.

Una vez terminado el tiempo de incubacidn, las células se lavaron dos veces
con 1 mL de buffer de lavado FCM (Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063) y

se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4° C.

Una vez descartado el sobrenadante del ultimo lavado, las ceélulas se
resuspendieron en 300 pL de buffer de lavado y 200 uL de FACs Flow y
finalmente se leyeron en el citdbmetro de flujo BD Biosciences FACS Calibur y

posteriormente se analizaron con ayuda del software FCS express V3.
Evaluacion de CTLA-4 sobre la viabilidad celular de las células A-375

En una caja de 96 pozos, se sembraron 8x10° células de la linea A-375 con
medio no suplementado, es decir, sin suero fetal bovino (SFB). Las
condiciones experimentales fueron las siguientes: células sin tratamiento
(NT), células que recibieron el blogueador (a-CTLA-4), células que recibieron
solamente el IFN-y las células tratadas primeramente con IFN-y y después con
a-CTLA-4. Las celulas tratadas con IFN-y recibieron una concentracion de
este de 20 ng/mL de (Tombo Bioscience, 21-8319-U250), exceptuando para
los pozos correspondientes al background (DMEM+BSA 0.1%). Para el
bloqueo de CTLA-4, se utilizo el anticuerpo anti-CTLA-4 (a-CTLA-4)
(Tombo Bioscience, #40-1529-U500) a una concentracion final de 20 ng/mL.

Cada tratamiento tuvo una duracion de 24 horas a 37°C y con 5% de COs..
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Transcurrido el tiempo de tratamiento, se afiadieron 10 pl de la solucién de
CCK8 (Enzo, #ALX-850-039) a cada pozo y se volvieron a incubar durante 2
horas. Una vez pasado el tiempo, se leyo en el lector de placas a 450 nm. Los
resultados obtenidos se filtraron y después se analizaron estadisticamente,

como se menciona mas adelante.
Evaluacion de CTLA-4 sobre la apoptosis de las células A-375

En una caja de 6 pozos, se cultivaron 1.65 x105 células de la linea A-375 en
ausencia de SFB. Previo al bloqueo de CTLA-4, se estimuld la sobreexpresion
de CTLA-4 con IFN-y (Tombo Bioscience, 21-8319-U250) a una
concentracion de 20 ng/mL durante 24 horas. Después, se agregd a-CTLA-4
(Tombo Bioscience, #40-1529-U500) a una concentracién de 20 ng/mL

durante 6 horas.

Una vez transcurrido el tiempo, a las células se les retird el medio, se
despegaron con 200 uL de TrypLE™ Express Enzyme (1X) (Gibco™,
#12604013), y se resuspendieron en 300 uL. de PBS a temperatura ambiente.
La suspension celular se transfirio a un tubo de citometria de flujo, se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante.
Se lavaron las células con 1 mL de PBS y después se centrifugaron a 1500

rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se descarto el sobrenadante.

Seguido de lo anterior, se le afiadio a cada muestra 5 uL. de FITC Annexin V
conjugate (Tombo Biosciences, CAT# TNB-5000-L050) y 5 uL de 7-AAD
solution (Tombo Biosciences, CAT# 13-6993-T200). Con gentileza, se
distribuyé cada reactivo en el tubo y se incubaron en la oscuridad durante 15
min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, a cada tubo se le

afiadieron 400 uL de Annexin V Binding Buffer (1X), se resuspendieron en 200
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uL de buffer de fijacion FCM 1X (900 puL de FACs + 100 pL de buffer de
fijacion 10X) (Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063) y se leyeron en el

citometro de flujo LSRFortessa (BD Biosciences).
Analisis estadistico

Los resultados se derivan de tres experimentos independientes para Western
blot y los ensayos de viabilidad celular, representados como media % error
estandar (SE). La comparacion entre las medias se realizo con la prueba
ANOVA vy prueba de Tukey. Para determinar la significancia estadistica se

tomaron los valores de *p<0.05.
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RESULTADQOS
Expresion de CTLA-4 en las lineas celulares de melanoma y melanocitos

1000 pb

500 pb —
400 pb —
300 pb —

200 pb —

100 pb —

Exén 2 CTLA-4 Actina
130 pb 103 pb

Figura 4. Analisis de RT-PCR de los transcritos de CTLA-4 en lineas celulares de
melanoma y melanocitos. Tanto A-375 (carril 2), SK-MEL-31 (carril 3) y melanocitos
(carril 4) expresan mMCTLA-4. La region amplificada corresponde al exén 2, perteneciente
al dominio de union a ligando, con un tamafio de 130 pb. Como control interno se
amplificé actina (103pb) (carriles 5, 6 y 7). El carril 1 corresponde al marcador de pares de
bases.

Para validar los datos obtenidos en el meta-analisis mencionado en los
antecedentes, relacionados al aumento de la expresion de CTLA-4 en
melanoma con respecto a melanocitos, se analizo la expresion de CTLA-4 por
RT-PCR (Figura 4), Western blot (Figura 5) y citometria de flujo (Figura 6).
Los resultados confirman la expresion de mRNA de CTLA-4 en ambas lineas
celulares de melanoma (A-375 y SK-MEL-31) y melanocitos (HEMa), y
sugieren una sobreexpresion en células SK-MEL-31 (Figura 4). Es importante

mencionar que, debido a que los cebadores estan dirigidos hacia el exén 2, no
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se puede discernir sobre cual isoforma esta presente, ya que tanto mCTLA-4

como de sCTLA-4 poseen este exon (Figura 3).
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Figura 5. Deteccion de CTLA-4 mediante Western blot en las lineas celulares de
melanoma y melanocitos. (A) En ambas lineas celulares de melanoma el mondémero de
CTLA-4 pesa ~60 kD (A-375 y SK-MEL-31). Las proteinas totales provenientes de células
T con leucemia utilizadas como control positivo, contienen CTLA-4 en forma de
monomero (37 kD). Se utilizo B-actina como control de carga. Los resultados son
representativos de tres experimentos independientes. (B) Analisis desitométrico de las
bandas obtenidas. Los datos se normalizaron utilizando la expresion de p-actina. Los datos
graficados estan presentados como media + SE.

Al evaluar la expresion proteinica de CTLA-4 por Western blot en las tres
lineas celulares, los resultados sugieren que SK-MEL-31 sobreexpresa CTLA-
4 al doble respecto a A-375, mientras que en HEMa se observa una nula
deteccion, probablemente debido a que la cantidad de proteina no fue
suficiente para su deteccion (Figura 5A y 5B). La isoforma de CTLA-4
detectada por peso molecular podria corresponder a la membranal o soluble;
sin embargo, no se observan otras bandas que se relacionen con otras

isoformas de CTLA-4. Las graficas representativas de los analisis
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densitométricos mostraron que no hubo diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

Adicionalmente, mediante citometria de flujo se mostré6 que CTLA-4 esta
presente en las tres lineas celulares (Figura 6). Debido a que el epitopo que
reconoce el anticuerpo se encuentra ubicado entre los residuos 195-223,
localizados en la cola citoplasmatica, se sugiere que la sefial corresponde a la
suma de CTLA-4 intracelular y de membrana plasmatica. Sin embargo,
mediante esta técnica no se pudo discernir qué tipo de isoforma fue la

detectada.

A-375 SK-MEL-31 HEMa

100 7} 100 7 100 7
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Figura 6. Perfiles de expresion de CTLA-4 en lineas celulares de melanoma y
melanocitos. Las células fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con el anticuerpo
monoclonal CTLA-4-AF488 o el anticuerpo para el control de isotipo 1gG1 AF488 y
después fueron analizadas mediante citometria de flujo.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman la presencia de CTLA-4 con
distintos niveles de expresion en las lineas celulares SK-MEL-31, A-375 y
HEMa. Para entender mejor su papel funcional en melanoma, se realizaron
experimentos preliminares en la linea de melanoma A-375 y los resultados se
explican a continuacion. Se selecciono esta linea celular por su facilidad de

cultivo, tomando en cuenta las condiciones impuestas por la pandemia de
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SARS-CoV-2, que limitaba el tiempo de trabajo presencial en el laboratorio

experimental.
El bloqueo de CTLA-4 afecta la viabilidad de las células A-375

Para evaluar el efecto del blogueo de CTLA-4 sobre la viabilidad celular de
A-375, utilizamos un anticuerpo anti-CTLA-4 (a-CTLA-4). Debido a que se
ha reportado que el IFN-y puede estimular la sobreexpresion de CTLA-4 (ver
apendice), se evaluo a la par el efecto del IFN-y sobre las células A-375 (Mo
etal., 2018).
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Figura 7. Cuantificacion del porcentaje de viabilidad celular de A-375 frente al
bloqueo de CTLA-4. Las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de 20 ng/mL
de IFN-y o 20 ng/mL de a-CTLA-4, donde cada estimulo tenia una duracion de 24 h. Los
datos graficados estan presentados como media + DE derivados de tres repeticiones
bioldgicas. ****p<0.0001 y * p<0.05.

Al evaluar el efecto unicamente del a-CTLA-4 sobre las células A-375, no
observamos diferencias significativas con respecto al control (Figura 7). Sin
embargo, al evaluar el efecto del IFN-y y de la combinacion de IFN-y/a-

CTLA-4 en la viabilidad celular de A-375, los resultados mostraron
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diferencias estadisticamente significativas con respecto al control Se observo
que el tratamiento con IFN-y/a-CTLA-4 disminuy0 la viabilidad celular en
comparacion con o-CTLA-4. Este resultado sugiere que IFN-y puede
estimular la sobreexpresion de CTLA-4 también en las células A-375.
Ademas, los resultados indican que la sola presencia de IFN-y aumenta la

viabilidad celular.

De acuerdo con los resultados anteriores, se exploré si el bloqueo de CTLA-4
en células A-375 previamente estimuladas con IFN-y activaba la muerte
celular via apoptosis. Los resultados preliminares del ensayo de apoptosis
mostraron que, despues de 24 horas de tratamiento con IFN-y y 6 horas con a-
CTLA-4, hay un aumento de sefial en el cuadrante correspondiente a apoptosis
temprana (3.18% vs 1.19%), lo que sugiere que después del bloqueo de
CTLA-4 se comienza a observar muerte celular en las células A-375 (Figura
8). Se necesitan experimentos adicionales en donde solo se observe el efecto

del bloqueo sobre la apoptosis sin el estimulo previo con IFN-y.

Ctrl. IFN-y+a-CTLA-4

10° 4 0.37% 0.83% | 54 0.19% 1.60%

TAAD-A

o 3 95.0% 3.18%

2 3
1] 10 10

Anexina-V-PE

Figura 8. Estandarizacién del ensayo de apoptosis con Anexina V/7AAD en células A-
375. Los resultados preliminares muestran el porcentaje de células vivas, en pre-apoptoticas
y apoptoticas en celulas de melanoma que fueron tratadas con 20 ng/mL de IFN-y durante
24 horas y después con 20 ng/mL de a-CTLA-4 durante otras 6 horas adicionales.
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DISCUSION
Los pacientes que presentan melanoma en etapa metastasica y que son

tratados con quimioterapia, tienen una tasa de supervivencia por debajo del
16% a 5 afos, mientras que los que no reciben tratamiento, tienen una
esperanza de vida de 1 afio. En los ultimos afios se han visto resultados
favorecedores relacionados con la terapia dirigida y la inmunoterapia para el
tratamiento de pacientes con esta neoplasia, logrando disminuir la progresion
e incrementando la supervivencia global (Bomar, Senithilnathan y Ahn, 2019).
No obstante, se ha observado que existen mecanismos de resistencia y evasion
gue involucran la expresion de checkpoints inmunitarios. Tal es el caso de
LAG-3, el cual se expresa en células de melanoma y, ya sea la isoforma
soluble o transmembranal, otorga proteccion frente a apoptosis al interactuar
con MHC-II. En este mecanismo protector estan involucradas las vias
MAPK/Erk y PI3K/Akt (Hemon et al., 2011).

En un estudio adicional se observd que, en tejidos de cancer de mama, a través
de la desmetilacion del ADN vy la trimetilacion de H3K27 y H3K9 ubicadas en
las regiones promotoras, se sobre regula la transcripcion de multiples
checkpoints inmunitarios, incluyendo a PD-1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3
(Sasidharan et al., 2018). Aunado a lo anterior, se resalta la importancia de
dilucidar los mecanismos celulares subyacentes de CTLA-4 en un contexto

diferente al de las células T.

En este estudio se identifico que CTLA-4 se encuentra sobreexpresado en las
lineas celulares de melanoma frente a melanocitos, siendo SK-MEL-31 la
linea con una mayor abundancia del ARNm vy la proteina (Figuras 4 y 5). Es
importante resaltar que A-375 ha sido reportada como una linea celular con

baja capacidad metastasica (Kozlowski et al., 1984; Kim et al., 2017), por lo
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que podria sugerirse que la expresion de CTLA-4 dependeria del estadio del
melanoma. Esta hipotesis concuerda con los resultados reportados por Mo y
colaboradores (2018), donde al evaluar la expresion relativa de CTLA-4 en las
lineas celulares de melanoma A-375 y A2058, esta Ultima reportada como una
linea celular con alta capacidad metastasica (Kim et al., 2017), se mostro que
en A2058, CTLA-4 se expresa con una tasa de cambio 1000 veces mayor

frente a la expresion de A-375.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante Western blot indican que
CTLA-4 se sobreexpresa a nivel de proteina en ambas lineas celulares de
melanoma (Figura 5). Cabe destacar que el peso molecular de CTLA-4
encontrado (~60 kD) es mayor al reportado (33-37 kD) (Walunas et al., 1994).
Esta variacion en los pesos moleculares se podria atribuir a modificaciones
postraduccionales, ya que tanto mCTLA-4 como sCTLA-4 poseen sitios para

N-glicosilacion (Esposito et al., 2014).

En ese sentido, se ha reportado que la glicosilacion de proteinas puede influir
en la capacidad de evasion inmunitaria, potenciando la interaccion de los
checkpoints inmunitarios en la membrana celular. Eso sucede en el caso de
PD-L1 en cancer de mama triple negativo, en donde la glicosilacion de N,
N2% y N2 permite su estabilizacién, impidiendo su ubiquitinacion y
degradacion por el proteosoma 26S (Li et al., 2016). Se tendria que evaluar si
este fendmeno se relaciona con CTLA-4 presentes en células de melanoma y

melanocitos.

También se logro localizar a CTLA-4 de forma intracelular (Figura 6), aunque
no se descarta que ademas se esté visualizando a CTLA-4 expresado en la
membrana celular. De manera general, cuando el linfocito T se encuentra

activo, CTLA-4 suele estar en la red del trans-Golgi o en endosomas, de

42



donde puede ser reciclado (Schneider, H., & Rudd, C. E., 2014). En el
contexto de células de melanoma y de melanocitos, se desconoce el
significado bioldégico de su localizacion preferencial. Para discriminar entre la
proteina localizada en membrana plasmatica y la localizada en membranas
intracelulares, se requieren de anticuerpos que se dirijan a un epitopo
extracelular de CTLA-4.

Con relacion a las isoformas de CTLA-4, nuestros resultados experimentales
tienen limitaciones para establecer claramente su presencia en las células de
melanoma y melanocitos. Como se describié anteriormente, ain no se
conocen a profundidad los papeles que estarian presentado en el
microambiente celular y tumoral. Se sabe que la expresion de la isoforma
membranal asociada a microvesiculas (MvCTLA-4) podria ser de especial
interés debido a que diversos estudios han demostrado que las vesiculas
extracelulares (EVs) derivadas de melanoma influyen en la generacion del
fenotipo inmunosupresor mediante dos vias: la primera, polarizando la
diferenciacion de los monocitos a células mieloides supresoras a través de la
transferencia de sets de miRNAs, y la segunda, mediante chaperonas HSP que
activan diversos TLR, derivando en la induccion de PD-L1 (Huber et al.,
2018; Fleming et al., 2019). Ademas, en un contexto inmunitario, se mostro
que las células dendriticas derivadas de la médula 6sea generan EVs que
contienen a CTLA-4, el cual compite con los ligandos CD80/CD86 (Halpert et
al., 2016). En todo caso, si CTLA-4 se libera a través de EVs en melanoma,

podria desempefiar un papel inmunosupresor en un microambiente tumoral.

Por otra parte, en los ensayos de viabilidad celular (Figura 7) se observo que
al recibir el tratamiento con IFN-y/a-CTLA-4, se produce una disminucion

significativa en la viabilidad celular. Aungue se requieren mas estudios para
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esclarecer esta observacion, una posibilidad es que el pre-tratamiento con
IFN-y podria estar provocando la translocacion membranal de CTLA-4 desde
su localizacion intracelular, dejandolo accesible a la unién con el anticuerpo
anti-CTLA-4 y que, a su vez, esta union desencadenara alguna sefializacion.
Esta hipotesis se basa en el hecho de que las células sin pre-tratamiento con
IFN-y pero expuestas a anti-CTLA-4 tienen el mismo nivel de viabilidad que
las células control. Por ese lado, diversos estudios han reportado que en
respuesta al microambiente tumoral (TME), IFN-y puede promover la sintesis
de checkpoints inmunitarios o activar diversos mecanismos inmunosupresores
(Jorgovanovic et al. 2020). Ademas, un estudio demostré que la exposicion
cronica a dosis bajas de IFN-y en lineas celulares de hepatoma H22,
adenocarcinoma mamario MA782/55 y melanoma B16, provoca el desarrollo
tumoral y la expresion de PD-L1, PD-L2, CTLA-4 y FOXP3, moléculas que

median parcialmente la evasion tumoral (He et al., 2005).

Cabe resaltar qgue Mo y colaboradores (2018) reportaron que, en células de
melanoma y melanocitos, IFN-y activo la expresion de CTLA-4 a traves
JAK1/2 dependiente de la fosforilacion de STAT1, el cual reclutaa CBP y a

POLII en el promotor de CTLA-4 y modulan la acetilacion de histonas.

Con relacion a lo anterior, se observo que la eficiencia de la terapia anti-
CTLA-4 podria ser dependiente de IFN-y, pues con datos de secuenciacion del
exosoma completo se mostré que tumores de melanoma resistentes a la
inmunoterapia tienen defectos en la sefializacion de IFN-y, involucrando la
pérdida de IFNGR1, IRF-1, JAK2 e IFNGR22, genes propios de la via
canonica (Gao et al., 2016; Mo et al. 2018). Estas investigaciones indican que

la sefializacion via IFN-y y su relacion con la expresion de CTLA-4 es un

44



circuito que podria estar jugando un papel importante en el desarrollo y

evolucion del melanoma.

Finalmente, con base en los resultados preliminares obtenidos en el ensayo de
apoptosis (Figura 8), se propone realizar experimentos que confirmen que el
bloqueo de CTLA-4 en células de melanoma induce esta via de muerte
celular. En caso de que se compruebe esta hipdtesis, se justifica su estudio

para determinar a detalle este mecanismo y las moléculas involucradas.
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CONCLUSION
En este trabajo se demostrd que CTLA-4 es sobreexpresado en lineas celulares

de melanoma en comparacién con melanocitos, tanto a nivel de transcrito
como de proteina, confirmando su presencia a nivel intracelular. Por otra
parte, se determind que el estimulo de IFN-y es necesario para observar un
efecto funcional del blogueo con anti-CTLA-4. Finalmente, los resultados
mostraron que el bloqueo de CTLA-4 en células de melanoma podria estar
activando mecanismos de muerte celular. Estudiar la funcion de CTLA-4 en
melanoma resulta atractivo para entender los mecanismos de progresion y
supervivencia en el desarrollo de la enfermedad, lo cual podria promover
nuevas perspectivas en lo que se refiere al tratamiento con terapias anti-
CTLA-4.

PERSPECTIVAS

= Cuantificar CTLA-4 en lineas celulares que representen
diferentes estadios de melanoma.

= Evaluar el efecto de la N-glicosilacion de CTLA-4 en melanoma.

= Identificar y caracterizar a CTLA-4 en vesiculas extracelulares
derivadas de células de melanoma.

= Evaluar la escision del gen de CTLA-4 con CRISPR/Cas.

= Evaluar el efecto en la metastasis de melanoma ante el bloqueo

de CTLA-4 y la escision de su gen en un modelo in ovo.
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APENDICE
Se verificd si el tratamiento con IFN-y aumentaba la expresion de CTLA-4 en

la linea celular A-375, tal como lo habia reportado Mo y colaboradores
(2018).

Metodologia

Se prepararon las diluciones correspondientes a 10 ng/mL, 20 ng/mL, 40
ng/mL y 100 ng/mL de IFN-y o PMA/I [50 ng/mL/500 ng/mL] (Dominguez-
Pantoja et al.,, 2018) en DMEM sin suplementar. En cada dilucion se
resuspendieron 1.65x10° células de A-375 previamente cosechadas, las cuales
fueron cultivadas en ausencia de SFB. formando una suspension celular con
estimulo. Dichas suspensiones se agregaron a cada pozo, respectivamente. El
volumen final en cada pozo fue de 2 mL. Las celulas fueron incubadas durante
24 horas a 37°C y con 5% de CO,.

Una vez transcurrido el tiempo correspondiente, a las células se les retird el
medio y se despegaron con 500 uL de TrypLE™ Express Enzyme (1X)
(Gibco™, #12604013) a temperatura ambiente. La suspension celular se
transfirio a un tubo de citometria y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min
a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 mL de
buffer de fijacion FCM 1X (900 pl de FACs + 100 pL de buffer de fijacion
10X) (Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063) durante 15 min en hielo. Al
terminar la fijacion, las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4°
C y el sobrenadante fue descartado. Se lavd dos veces con 500 puL de PBS,
centrifugando las células a 2000 rpm durante 5 min a 4° C y el sobrenadante

fue descartado.
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Para el control de autofluorescencia, las células se resuspendieron en 200 pL
de PBS frio, se anadieron 200 uL de FACS Flow y se leyeron en el citometro
de flujo LSRFortessa (BD Biosciences).

Para las tinciones intracelulares de CTLA-4, una vez descartado el
sobrenadante, las células se resuspendieron en 1 mL de buffer de
permeabilizacion FCM (Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063) y se incubaron
en hielo durante 15 min. Una vez transcurrido ese tiempo, las células se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4° C y el sobrenadante fue

descartado.

Después, se lavaron las células dos veces con 1 mL de buffer de lavado FCM
(Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063), se centrifugaron a 2000 rpm durante

5 min a 4° C y el sobrenadante fue descartado.

La inmunotincion se realiz6 con anticuerpo monoclonal CTLA-4 (F-8)
acoplado a Alexa Fluor® 488 (sc-376016 AF488, Santa Cruz Biotechnology)
a una dilucion de 1:200 en FACs Flow durante 1 hora a temperatura ambiente

y en oscuridad.

Una vez terminado el tiempo de incubacidn, las células se lavaron dos veces
con 1 mL de buffer de lavado FCM (Santa Cruz Biotechnology, #sc-45063), y
se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4°C. Una vez descartado el
sobrenadante del ultimo lavado, se resuspendieron en 300 uL de buffer de
lavado y 200 uL de FACs Flow y finalmente se leyeron en el citdmetro de
flujo LSRFortessa (BD Biosciences). Los resultados se analizaron con ayuda

del software FCS express V3.
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Resultados

Los resultados indicaron que IFN-y que produce un aumento en la expresion
de CTLA-4 y que la mejor concentracion para que haya mayor numero de
células CTLA-4" es a partir de 40 ng/ml (Figura 9). También se observé que la
concentracion utilizada de PMAJ/I induce la expresion de CTLA-4 a
porcentajes comparables con las concentraciones utilizadas de 10 ng/mL y
20 ng/mL de IFN-y.
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150K 7 150K

0.57%

150K =]

82.9% 82.4%

100K 7 100K 7 100K 7

IFN-y [40 ng/ml]| IFN-y [100 ng/ml] PMA/I 1:10

SSC-A

150K 7 150K 7 150K 7

95.1% 95.8% 85.4%

100K ] 100K 100K =]

50K 7 50K 50K 7]

e ]
E
E

o]|
E
E

CTLA-4-AF488

Figura 9. IFN-y provoca el aumento de la expresion de CTLA-4 en A-375. La
expresion total de CTLA-4 en células A-375 fijadas y permeabilizadas cultivadas en
presencia o ausencia de IFN-y a diversas concentraciones y de PMA/I [50 ng/mL/500
ng/mL] durante 24 h, tefiidas con CTLA-4-AF488 y analizadas mediante citometria de
flujo.

Este resultado coincide con el conocimiento sobre la regulacion de la
expresion de CTLA-4, el cual estd basado en estudios de activacion de células

T in vitro en respuesta a estimulos no fisiolégicos, como anti-CD28, anti-CD3,
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PMA y ConA (Wang et al., 2001). Ademaés, se conoce que, tanto PMA como
la ionomicina inducen la expresion de CTLA-4 de superficie, siendo PMA el
gue causa el mayor efecto (Linsley et al., 1996). En conjunto, los resultados
sugieren que la expresion de CTLA-4 en melanoma podria ser inducida de
igual manera que en células T. Esto serd tomado en cuenta para futuros

experimentos.
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