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Resumen

El cdncer de mama triple negativo se caracteriza por la baja o nula expresiéon de los
receptores de estrégeno, progesterona, y el receptor 2 de factor epidérmico humano.
Representa del 16-23.1% de los casos reportados de cancer de mama en México. Este tipo de
tumor presenta un comportamiento clinico agresivo y un mal prondstico asociado a
metdstasis temprana. Actualmente no existen terapias especificas disponibles para este
subtipo de céncer de mama, por lo que el manejo clinico consiste en cirugias y
quimioterapias sistémicas que son poco eficientes. Por esta problematica, en los dltimos
afios se ha sugerido el uso de inmunoterapias para su tratamiento, ya que se ha observado
la expresion de moléculas moduladoras del sistema inmune en las células de carcinoma
mamario triple negativo. Una de estas moléculas es el antigeno 4 del linfocito T citotdxico
(CTLA-4 0 CD152), que por su relevancia en la modulacién de la activacion de los linfocitos
T se desarroll6 un anticuerpo monoclonal que bloquea su dominio extracelular, llamado
Ipilimumab.

Los resultados favorables de estudios clinicos recientes han sugerido el uso de Ipilimumab
como terapia inmunolégica contra el cancer de mama triple negativo; sin embargo, se tiene
una pobre caracterizaciéon de los efectos que esta terapia podria tener sobre las células
tumorales que expresan CTLA-4. Es por eso, que en este trabajo se analiz6 por citometria de
flujo la expresion de CTLA-4 en 4 lineas celulares de cdncer de mama triple negativo (MDA-
MB-231, DU4475, HCC70 y HCC1937), y se realizaron experimentos para evaluar el efecto
del bloqueo de CTLA-4 sobre la viabilidad, capacidad invasora, y la cantidad de IL-2
secretada al medio de las lineas celulares. Asimismo, por citometria de flujo se analiz6 la
expresion de CD80 y CD86 (ligandos de CTLA-4) en la membrana de las lineas celulares, y
se prob6 por medio de una proteina recombinante de CD80 (rCD80) los efectos que ésta
podria tener sobre la viabilidad, y la cantidad de IL-2 secretada al medio de las lineas
celulares. Por dltimo, se estudié6 por Western blot el efecto del bloqueo y activaciéon de
CTLA-4 sobre las vias Akt, ERK, y JNK.

Nuestros resultados muestran que las 4 lineas celulares expresan CTLA-4, y que las lineas
MDA-MB-231 y HCC1937 expresan CD80 y CD86 en membrana. Las lineas celulares MDA-
MB-231 y HCC1937 presentaron una disminucién en la viabilidad celular al bloquear CTLA-
4 con Ipilimumab, y a pesar de que no se observé efecto sobre la capacidad invasora de las
células, se vio que la linea HCC1937 increment6 la cantidad de IL-2 secretada al medio
después de que se bloque6é CTLA-4 con Ipilimumab. El bloqueo ocasioné en ambas lineas
celulares la activacion de ERK, y ademas en el caso de la linea HCC1937, una activacién de
Akt. Por otra parte, la activaciéon de CTLA-4 con rCD80, caus6é en MDA-MB-231 y HCC1937
una disminucion de la viabilidad celular; no obstante, no se observé efecto sobre la cantidad
de IL-2 secretada. Por la parte de las vias de sefializacidn, solo se observé activacion de ERK
en ambas lineas.

Estos resultados sugieren que CTLA-4 es funcional e influye en el comportamiento de lineas
celulares de cancer de mama triple negativo, abriendo la posibilidad que con futuros
estudios este receptor pueda usarse para identificar pacientes que podrian responder a la
inmunoterapia.




Introduccion

Céncer de mama, subtipos, y sus tratamientos

El cédncer se define como el conjunto de enfermedades compuestas por células
anormales que se multiplican sin control, y son capaces de invadir diferentes tejidos
por medio del torrente sanguineo, y el sistema linfatico [1]. Esta enfermedad es la
tercera causa de muertes en México, por debajo de las enfermedades
cardiovasculares, y la diabetes. Afecta principalmente a la poblacién trabajadora (15-

64 afios) y en mayor proporcion a las mujeres [2].

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (International Agency for
Research on Cancer, IARC por sus siglas en inglés) report6 que los 5 tipos de cancer
con mayor cantidad de muertes en México durante el 2018 fueron el cancer
colorrectal (n=7,084), el cancer de prostata (n=6,915), el cancer de mama (n=6,884),
el cancer de higado (n=6,868), y el cancer de pulmoén (n=6,733) [3]. Enfatizando que
las muertes registradas en el 2018 de cancer de mama doblaron casi en namero a las

registradas en el 2010 (n=3,503) [4].

El cancer de mama (CaMa) se origina a partir de la acumulacién de alteraciones
genéticas y epigenéticas en células normales de mama (Figura 1) [5]. A nivel
mundial, el cancer de mama se posiciona como la causa lider de muertes por cancer
entre mujeres, registrando en 2018, 2.1 millones de casos nuevos y 626,679 muertes,
donde el 60% de las muertes registradas pertenecen a paises en vias de desarrollo
[6], [7]. En el 2018 de acuerdo con datos de la IARC se registr6 en México una

incidencia de 27,283 nuevos casos de CaMa con una mortalidad de 6,884 personas.

10



Metastasico

Normal In situ Invasivo

5
5
\\ //’
N ”
v/
Alteraciones genéticas y epigenéticas
L) ® &0 - - — E@me) =

Célula Célula Endotelio Leucocitos Fibroblastos  Miofibrobl Membrana Células de metastasis a
epitelial mioepitelial basal organos
luminal

Figura 1. Modelo de la progresion tumoral del cincer de mama. Los ductos normales del seno
estin compuestos por la membrana basal, una capa de células mioepiteliales, y epiteliales luminales.
Las células que comprenden el estroma son los leucocitos, fibroblastos, miofibroblastos, y células
endoteliales. En los carcinomas in situ las células mioepiteliales estin epigenéticamente y
fenotipicamente alteradas, y su niimero decrece potencialmente debido a la degradacion de la
membrana basal. Al mismo tiempo, el niimero de fibroblastos estromales, miofibroblastos, linfocitos,
y células endoteliales aumenta. La pérdida de células mioepiteliales resulta en carcinomas invasivos,
donde las células tumorales pueden invadir tejidos cercanos y pueden migrar a organos distantes, que
eventualmente conduce a la metdstasis. Modificado de [8].

El cancer de mama se considera una enfermedad clinica y molecularmente
heterogénea. Su clasificacion en diferentes subgrupos se ve influenciada por el tipo
histolégico, grado, tamafio del tumor, implicacion de los nédulos linfaticos, y la
expresion de receptores de estrégeno (RE), progesterona (RP), y el receptor 2 de

factor epidérmico humano (HER-2) en el tumor [9].

La investigacién de Serlie et al. reportd, por medio de micro arreglos de ADN, 5
subtipos de cancer de mama, cada uno con un prondéstico clinico distintivo. Estos
subgrupos son luminal A, luminal B, sobreexpresiéon de HER-2, tipo basal y tipo
normal [10], [11]. A pesar de que éste fue uno de los métodos pioneros para la
clasificacion de los diferentes tipos de cancer de mama, este método no es factible
para estudios a larga escala de muestras fijadas en formalina o muestras conservadas
en parafina, ademads, que no es realizable para clinicas de salud con limitaciones

econémicas. Es por ello que en la préctica, se utiliza un clasificacion clinico-
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patolégica del cancer de mama, basada en marcadores inmunohistoquimicos que se
correlacionan a los perfiles de expresiéon génica previamente mencionados, estos
marcadores son el receptor de estrégeno, el receptor de progesterona, y el receptor

2 de factor epidérmico humano [12], [13].

La clasificacién clinico-patolégica se compone por 3 principales grupos: luminal,
sobreexpresion de HER-2, y triple negativo. Estos subgrupos se subdividen de
acuerdo con la alta, baja o nula expresién de los 3 marcadores (RE, RP, y HER-2)
[14]. El grupo Iluminal presenta expresion de los receptores hormonales
(progesterona y estrégeno), el grupo con sobreexpresion de HER-2 presenta altos
niveles de esta proteina en las células cancerigenas de mama, y por dltimo, el
subgrupo triple negativo, haciendo alusién a su nombre, en pruebas
inmunohistoquimicas da negativo para RE, RP, y HER-2 [15], [16]. A nivel mundial
el porcentaje de prevalencia para cada subtipo se compone del 65% para el grupo
luminal, 21% para los que cuentan con sobreexpresion de HER-2, y del 10-15% para
los triple negativo [15]. En cambio, para la poblacién mexicana los pertenecientes al
subgrupo luminal representan el 60% de los casos totales de cancer de mama, el
20.4% para el subgrupo con sobreexpresion de HER-2, y para el subgrupo triple
negativo le corresponde del 16-23.1 % [17]-[19].

Conforme a esta clasificacion se tienen diferentes opciones de terapia para cada
subtipo. Para aquellos tumores mamarios positivos a receptores de hormonas
(subtipo luminal), se utiliza la terapia hormonal dirigida, que a su vez es el
tratamiento menos téxico disponible para pacientes de CaMa. Este tipo de terapia se
considera uno de los primeros ejemplos de terapias dirigidas para el tratamiento del
cancer, puesto que su blanco molecular es uno en especifico, el receptor de
estrogeno. Este receptor es una proteina nuclear que actia como factor de
transcripcion de genes que responden al estrégeno, y para regular este receptor se
utilizan moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (selective estrogen

receptor modulators, SERMs por sus siglas en inglés) los cuales bloquean la




sefializacion del RE. Los SERMs son antagonistas o agonistas dependiendo de su
interaccién con los RE, tipo de tejido, y efectos postraduccionales. El tamoxifeno es
un SERMs que actta como un inhibidor competitivo del estradiol; siendo un
agonista parcial al estrégeno en el Gtero, higado, y hueso, mientras que acttia como
antagonista en el seno, y el cerebro. El tamoxifeno bloquea la unién del estrégeno al
RE, e inhibe la proliferaciéon de células tumorales ductales de seno. Aparte del uso
de los SERMs, también se utilizan inhibidores de aromatasas, basandose en que la
biosintesis del estrégeno empieza con el colesterol, que después de sucesivas
reacciones se obtienen andrégenos los cuales son catalizados por la enzima

aromatasa para formar estrégenos [20].

La terapia hormonal no es la tnica terapia dirigida disponible para uno de los
subtipos de cancer de mama. Para el subgrupo que presenta una sobreexpresiény/o
amplificacion del gen de HER-2 existen terapias dirigidas basadas en anticuerpos
monoclonales e inhibidores de cinasas de tirosina. La razén de estas dos principales
opciones de terapia se basa en la relevancia que tienen los dominios extracelulares e
intracelulares de HER-2 para el desarrollo tumoral por medio de los efectos que tiene
éste sobre la proliferacion celular, migracién, angiogénesis, y sefales
antiapoptoticas. Trastuzumab, creado en 1998, es un anticuerpo monoclonal murino
humanizado IgG1 que se une al dominio extracelular de HER-2, cuyo mecanismo de
accion de actividad antitumoral se deriva de una combinacién de citotoxicidad
mediada por anticuerpos, y disminucién de la reparaciéon de ADN y transduccién
de senales intracelulares [21]. Por el lado de los inhibidores de tirosinas, se encuentra
Lapatinib, el cual se une de manera reversible a la cavidad de unién de ATP de HER-
2, inhibiendo su autofosforilacién que por ende previene la activaciéon de vias de
sefializacién que promueven la supervivencia y proliferaciéon de células tumorales

[22].

Gracias al desarrollo de estas terapias especificas, estos subtipos de cancer de mama

logran considerarse como enfermedades crénicas manejables, con una buena
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respuesta clinica, y periodos mayores a los 5 afios de supervivencia. No obstante,
éste no es el caso para el subgrupo triple negativo. El cdncer de mama triple negativo
(CMTN) no expresa RE, RP, y HER-2, lo que imposibilita el uso de las terapias
dirigidas previamente explicadas para su tratamiento. Debido a esto, y a otras
caracteristicas, como elevadas tasas de proliferacion celular y baja supervivencia en
sus convalecientes, el CMTN se considera el subtipo méas agresivo de CaMa,

teniendo mayor prevalencia en la poblacién hispana y afroamericana [23],[24].

Cancer de mama triple negativo

El cancer de mama triple negativo estd constituido por un grupo de tumores
malignos heterogéneos que carecen de la expresiéon inmunohistoquimica de los
receptores de estrogeno, progesterona y HER-2. Debido a la frecuente expresion de
marcadores basales como el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(epidermal growth factor receptor, EGFR por sus siglas en inglés) y las
citoqueratinas 5/6, 14, y 17 (cytokeratins, CK por sus siglas en inglés) los CMTN son
confundidos por los cancer de mama de tipo basal [25], [26]. Aunque estos dos
subtipos comulgan en la expresion negativa de los receptores de hormonas y HER-
2, no todos los triples negativos expresan marcadores basales. Bertucci et al.
demostré que el 71% de los canceres de mama triple negativos son del subtipo basal,
y el 77% de los de tipo basal son triples negativos [27]. Resultados similares se

obtuvieron en estudios realizados por Ronde et al. [28], y Parker et al. [29].

El CMTN ocurre con mayor frecuencia en poblaciones afroamericanas e hispanas,
con una predominancia sobre mujeres premenopdusicas, donde al momento del
diagnostico la mayoria de los casos se tratan de carcinomas ductales invasivos en
estadios clinicos de etapa II o III [18], [30]. La prevalencia de este subtipo de CaMa
en la poblacién latina hispano hablante es del 10-20% dependiendo del pais [31]. En
México, se reportan porcentajes de prevalencia que van del 14% [19] hasta el 23%

[32], valores obtenidos por el Seguro Social y el INCan (Instituto Nacional de




Cancerologia), respectivamente. Aparte de la raza, existen otros factores de riesgo
para desarrollar CMTN, como un alto nivel de indice de masa corporal, consumo de

alcohol, vida sedentaria, y la toma de anticonceptivos orales [33].

Este subtipo de CaMa se distingue por tener caracteristicas histopatoldgicas
agresivas, como un alto grado histolégico y ntcleo tumoral, tamafio grande de
tumor, conteo mitético elevado, un area central fibrotica y necrética, pobre
formacion tubular, respuesta de linfocitos estromales, una razén elevada entre radio
nuclear y citoplasmatico y altos niveles de proliferacion [34], [35]. Asi mismo, el
perfil molecular de estos tumores se caracteriza por la ausencia de la expresion de
BCL-2, alto contenido de p53, mutaciones en el gen BRCA1 y sobreexpresion de
factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endotelial growth factor, VEGF

por sus siglas en inglés) [17], [18].

Las estrategias de tratamiento actuales incluyen una variedad de agentes
quimioterapéuticos como antraciclinas, taxanos, ixabepilona, sales de platino, y
agentes antiangiogénicos. Los tumores triple negativo tienen mayores tasas de
respuesta a una variedad de quimiofarmacos en comparacién con los luminales [23].
Los quimiofdrmacos mas usados son paclitxel, doxorrubicina, fluorouracilo, y
ciclofosfamida [36]. A pesar de las favorables tasas de respuesta a la quimioterapia,
éstas nos son prolongadas, ya que se desarrollan mecanismos de resistencia [23]. La
conducta biologica del CMTN suele ser mas agresiva con un riesgo 4 veces mayor a
desarrollar metastasis a distancia comparada con los otros subtipos de cancer de
mama, predominando la metéstasis a higado, pulmoén, y sistema nervioso central
[17]. Bajo la misma estrategia de quimioterapia del CMTN se trata el cdncer de mama
triple negativo metastasico (CMTNm), donde solo 1/3 de los pacientes presentan
respuestas objetivas a la primera linea de tratamiento, lo que se asocia con una
supervivencia promedio de un afio [23]. La supervivencia libre de enfermedad a 5
afios de los pacientes de CMTN es del 77% en comparacion al 93% del subtipo

luminal [36], [37]. Ademas, el 50% de los pacientes diagnosticados con CMTN en
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estadios no metastasicos reincidiran, y el 37% fallecera durante los primeros 5 afios

después de la primera linea de tratamiento [38], [39].

Advirtiendo que estos tumores no responden a las terapias dirigidas de los otros
subtipos, y que la quimioterapia no es un tratamiento eficiente, las investigaciones
acerca del CMTN se encuentran principalmente orientadas a la btisqueda de blancos
moleculares, pero la heterogeneidad de esta enfermedad complica dicha buasqueda;
sin embargo, como herramienta para este propésito, se han realizado diferentes
subclasificaciones del cancer de mama triple negativo, las cuales ayudan a la
identificaciéon de blancos moleculares para su uso en el disefio de terapias dirigidas
[40]. Una de las principales clasificaciones del CMNT se realizé por el grupo de
Lehman en 2011, donde se realiz6 el andlisis molecular de los perfiles de expresion
génica, describiendo 6 grupos que difieren el uno del otro en su comportamiento
clinico, sensibilidad a la quimioterapia, y supervivencia. Estos subgrupos son el tipo
basal 1y 2 (BL1 y BL2), inmunomodulatorio (IM), mesenquimal (M), mesenquimal
tipo troncal (MSL), y receptor de andrégenos luminal (LAR) [41]. Esta clasificacién
es criticada con base a dos razones, la primera que estos subtipos no pueden
identificarse a partir de la subtificacion de los tumores limitada a la informacién
inmunohistoquimica de los receptores de estrégeno, progesterona, y HER-2,
asimismo, los subtipos basales 1 y 2 no son facilmente distinguibles cuando se usa
la firma de genes propuesta por Lehman en los agrupamientos jerarquicos de los

sets de datos publicos del CMTN[42].

En 2014, Burstein et al. revisit6 la clasificacion del CMTN, y reorganizé a los subtipos
en 4 grupos en lugar de 6, por medio de perfiles de expresion de mARN y analisis
ADN. Estos grupos son receptor andréogeno luminal (LAR), mesenquimal (MES),
tipo basal inmunosupresor (BLIS) y tipo basal inmunoactivador (BLIA). El subtipo
LAR presenta activacion en las vias de receptores de andrégeno, prolactina, ErbB4,
y receptores de estrégeno a pesar de que es negativo para RE por medio de analisis

inmunohistoquimico. Este subtipo realza la posibilidad que tumores negativos para




RE podrian aun asi responder a medicamentos antagonistas para RE. El subtipo MES
expresa niveles altos de factores de crecimiento y genes que normalmente solo son
observados en osteocitos y adipocitos, este subtipo se correlaciona al subtipo
mesenquimal tipo troncal. El subtipo BLIS exhibe una disminucién en la regulaciéon
de vias de citoquinas y vias regulatorias de los linfocitos T (LT), linfocitos B (LB) y
células NK (natural killer cells). Ademas, baja expresion de moléculas que regulan
la presentacion de antigeno, diferenciaciéon de células inmunitarias, y comunicacion
de la respuesta inmune innata y adaptativa. En contraste, el subtipo BLIA
sobreexpresa genes que controlan funciones de LT, LB y NK. Este subtipo, en
comparacion a los 3 previamente descritos, tiene el mejor prondstico de

supervivencia libre de enfermedad [26], [43].

Las diferentes subclasificaciones que se han realizado para el CMTN y los diferentes
estudios que se han dedicado al mapeo genético de la heterogeneidad de éste, han
ayudado a identificar posibles blancos moleculares que podrian utilizarse para
efectuar terapias dirigidas. Dentro de estas posibilidades se encuentran inhibidores
de PARP (poli (ADP-ribosa) polimerasa), que podrian ser especialmente ttiles para
tumores con mutaciones en BRCA1. De igual manera, inhibidores de receptores de
tirosina cinasa que vayan contra EGFR, FGFR (receptor del factor de crecimiento
fibroblastico), receptor TGF-p (receptor del factor de crecimiento transformante (),
PDGEFR (receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas), VEGFR
(receptor del factor de crecimiento endotelial vascular), e IGF-1R (receptor del factor
de crecimiento insulinico tipo 1), por sus papeles en proliferacién, diferenciacion,
regulacioén en el crecimiento, metabolismo y supervivencia celular. A pesar de que
estos agentes estan validados por estudios realizados en lineas celulares, ninguno

de estos es completamente prometedor para utilizarse como monoterapia [44].

La identificaciéon de niveles elevados de expresion de genes inmunolégicos en los
tumores triple negativos, como en el caso del subgrupo BLIA, sugiere que los

pacientes se podrian beneficiar de terapias inmunolégicas. El sistema inmune juega
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un doble rol en la progresion del cancer de mama, ya que al inicio, el tumor causa
una respuesta de la inmunidad innata para después suprimir la respuesta inmune
adaptativa [45]. Las células tumorales triple negativas presentan inestabilidad
gendmica, una alta carga de mutaciones, y el microambiente tumoral que las rodea
es rico en células inmunes infiltradas, las cuales se encuentran en el proceso continuo
de inmunoedicion. Este estado pudiera utilizarse como un marcador de prondstico
favorable, ya que se ha reportado que pacientes de CMTN que presentan una
infiltracion del 50% de linfocitos infiltrantes de tumor (tumor-infiltrating
lymphocytes, TILs por sus siglas en inglés), el 89% de ellos llega a 5 afios libre de

enfermedad en comparacién al 62% que no presentan dicha infiltracién[46].

Inmunoterapias y cdncer de mama triple negativo

Las interacciones entre el cancer y el sistema inmune son complejas y multifacéticas.
A pesar de que existe evidencia de respuestas inmunes antitumorales en pacientes
convalecientes de esta enfermedad, los tumores son capaces de desarrollar multiples
estrategias para evadir la deteccion y destruccién por el sistema inmune. El objetivo
de las inmunoterapias es generar y/o potenciar la inmunidad tumoral para obtener
un beneficio clinico. Avances en la definicién de los mecanismos que rigen la
respuesta inmunolégica han provisto de nuevos blancos terapéuticos. Diferentes
tipos de cancer se han visto beneficiados de esta terapia, como son el cédncer de

pulmoén, melanoma, y vejiga [47]-[49]

Un sistema inmune preparado para identificar y destruir células tumorales
eliminaria células malignas en nédulos linfaticos cercanos y en nichos metastasicos,
resolviendo asi uno de los problemas mas complicados de las terapias contra el
cancer, que es el tratamiento de pacientes en estadios avanzados. Ejemplo de esta
necesidad es que la supervivencia a 5 afios de pacientes de melanoma en estadio 1

es mayor al 80%, mientras que los pacientes en estadio IV es de 5-10% [50]




El sistema inmune esta caracterizado por un sistema complejo de puntos de chequeo
y balance para proteger al cuerpo de patégenos exdgenos por medio de la
identificacién de lo que es propio del cuerpo y lo ajeno. Este sistema involucra
componentes estimuladores e inhibidores, y varios mecanismos de tolerancia
periférica. Como el cancer surge de las mismas células del cuerpo provoca un reto
para el sistema inmune identificarlas y sobrepasar la barrera de la tolerancia
periférica. Aunque existe evidencia que indica que el sistema inmune protege al
cuerpo de desarrollar tumores (vigilancia inmunolégica) algunos tipos de cancer
adquieren mecanismos para evadir al sistema inmune, posiblemente por medio de
presion selectiva. Los linfocitos T pueden atacar y destruir células tumorales; sin
embargo, las células tumorales son capaces de inhibir la activaciéon de los LT y

escapar la vigilancia inmunolégica [51]-[53].

El progreso de las inmunoterapias se debe principalmente al uso de anticuerpos
monoclonales antagonistas dirigidos a CTLA-4 (antigeno 4 del linfocito T citotoxico),
PD-1 (muerte programada 1), y PD-L1 (ligando 1 de muerte programada). El rango
de respuesta objetiva (objective response rate, ORR por sus siglas en inglés) con el
tratamiento contra PD-L1 van de 19-23% en pacientes de células no pequefias de
cancer de pulmon[54]-[56], a 25% en pacientes de carcinoma renal [57], y 40% en
pacientes de melanoma estadio IV [58]; donde a pesar de no tener valores de ORR
mayores al 50%, se han observado respuestas duraderas con los pacientes que si

respondieron a la inmunoterapia.

Los resultados prometedores que ha obtenido el anticuerpo monoclonal anti PD-L1
brindan optimismo a la posible aplicaciéon de inmunoterapias a aquellos tipos de
cancer que carecen de una terapia dirigida, como el CMTN. Histéricamente, todos
los subtipos de cancer de mama se consideraban no inmunogénicos, pero ahora
nueva evidencia sefiala que el CMTN tiene un cardcter inmunogénico. Un estudio
comparativo mostré que los tumores triple negativos estan caracterizados por altos

niveles de expresion de bloques de genes funcionales asociados a 15 tipos diferentes
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de células del sistema inmune como linfocitos B (LB), linfocitos T reguladores CD4+,
linfocitos CD8+, macréfagos, células dendriticas (CDs), células NK, neutréfilos,
entre otras. Adicionalmente, altos niveles de expresiéon de antigenos testiculares de
cancer (ATC), los cuales se expresan en una gran variedad de tumores, pero no en
tejidos normales, a excepcion de la placenta y las células germinales masculinas, de
donde deriva su nombre. De igual manera, se encuentran expresados genes
supresores inmunoldgicos tumorales como moléculas de puntos control que
participan en la inmunosupresiéon: CILA-4, PD-L1, PD-L2 (ligando 1 de muerte
programada), PD-1, LAG-3(gen 3 de activacion de linfocitos), y TIGIT
(inmunoglobulina de linfocitos T y motivo de inhibicién del inmunorreceptor
basado en tirosina) [59], [60]. Conjuntamente un metaandlisis con 2987 pacientes con
CMTN de 8 estudios diferentes mostr6 que la presencia de TILs esta
significativamente asociada a reducciones del 30% en la recurrencia de la
enfermedad, 22% en recurrencia a distancia, 34% en muerte, y una mejor
supervivencia, independiente si la localizaciéon de los TILs es intratumoral o

estromal[61].

Sumando a estas observaciones, se encontré que mientras mayor sea la incidencia
de mutaciones en los genes ATM y TP53, y alteraciones en las vias PI3K/MEK vy
BRCA, mayor serd la inmunogenicidad del tumor y el porcentaje de TILs
encontrados [62]. A partir del conocimiento del caracter inmunogénico del CMTN,
en un estudio retrospectivo se demostré que la presencia de linfocitos CD8+
infiltrados en tumores triple negativos es caracteristica de una respuesta mas alta a
inhibidores de puntos control [63]. Debido a esto, se han expandido la cantidad de

estudios clinicos donde evaltian el uso de inmunoterapias en pacientes con CMTN.

Existen ensayos clinicos terminados y en proceso que buscan evaluar el potencial de
inhibidores de puntos control, principalmente PD-1 y PD-L1. Anticuerpos
monoclonales que bloquean a PD-L1, como Avelumab y Atezolizumab, produjeron

rangos de respuesta objetiva (ORR) de 44.4 % y 13%, respectivamente en pacientes
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de CMTN positivos para PD-L1 [64], [65]. Adicionalmente, el anticuerpo
Pembrolizumab (anti PD-1) originé un ORR de 18.5% en pacientes de CMTNm,
positivos para PD-L1 [66]. El 8 de marzo del 2019, la Administraciéon de Alimentos
y Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA por sus siglas en inglés)
otorgd una aprobacion acelerada para el medicamento Atezolizumab (Tecentriq,
anticuerpo monoclonal humanizado de isotipo IgGl) en combinacién con el
quimiofdrmaco nab-paclitaxel (Abraxane), para el tratamiento inicial de cdncer de
mama triple negativo metastdsico. Esta terapia es el primer régimen aprobado por
la FDA para el CaMa que involucra la inmunoterapia. La aprobacién acelerada de
este régimen terapéutico se baso en los resultados obtenidos de la fase III del estudio
clinico IMpassion 130, que demostré que Atezolizumab en combinacién con nab-
paclitaxel (agente quimioterapéutico ligado a albumina que inhibe la mitosis de la
celula tumoral al impedir la despolimerizacién de los microttbulos [67]) conducen
a aumentos en los valores de progresion libre de enfermedad (7.2 vs 5.5 meses) y
supervivencia total (21.3 vs 17.6) [68]. Una de las explicaciones para comprender
como la combinacién de Atezolizumab con nab-paclitaxel conduce a mejores
resultados que sus usos por separado en monoterapia, se puede deber a la conjunta
accion de una mayor liberacion de antigenos de células tumorales causada por el
quimiofdrmaco, que provocan junto con el bloqueo de PD-L1 un aumento de la

actividad antitumoral del linfocito T [69].

Aunque las respuestas a las inmunoterapias no son mayores al 50%, todavia se
considera un campo prometedor, ya que los pacientes que si responden al
tratamiento tienen un prondstico favorable, y cominmente muestran un incremento
significativo en la supervivencia total con inmunidad antitumoral extendida. Los
obstaculos principales son: identificar a los pacientes que puedan responder a la
terapia, incrementar la respuesta objetiva al tratamiento, y en un futuro lograr que

todos los pacientes sean susceptibles y respondan a ésta [70].
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A pesar de que se ha demostrado el caracter inmunogénico del CMTN y que éste es
capaz de responder a terapias con inhibidores de puntos control, la investigacién no
se ha expandido lo suficiente para establecer biomarcadores predictivos que
aseguren que el paciente respondera al tratamiento. En la conferencia de St. Gallen
se ha discutido el uso del porcentaje de TILs como marcador predictivo y prondstico
del CMTN; sin embargo, esta nocion fue descalificada [71]. Se espera que analisis
mas minuciosos sobre el microambiente tumoral, y la respuesta inmunoldgica
sistémica de pacientes podria ayudar a la identificacién o cimentaciéon de

biomarcadores predictivos [72].

Papel de CTLA-4 en el sistema inmune

El antigeno 4 del linfocito T citotoxico (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4, CTLA-4
por sus siglas en inglés) fue el primer punto de control inmunolégico utilizado como
blanco molecular de inmunoterapia [73]. Este receptor es una glicoproteina
transmembranal de tipo 1 perteneciente a la superfamilia de inmunoglobulinas
CD28:B7. CTLA-4 estd compuesto por un total de 223 aminodacidos (aa) y se
encuentra como un homodimero de 41-43 KDa. Su fraccién extracelular tiene un
tnico dominio de tipo IgV que es capaz de interactuar con sus ligandos B7-1 (CD80)
o B7-2 (CD86) que se encuentran presentes en células presentadoras de antigeno
(antigen-presenting cells, APC por sus siglas en inglés). La porcion citoplasmaética
de CTLA-4 es de 36 aa y carece de actividad enzimatica intrinseca y de motivos de
inhibicién en inmunorreceptores basados en tirosina (immunoreceptor tyrosine-

based inhibitory motif, ITIM por sus siglas en inglés)[74]-[77].

CTLA-4 se expresa en linfocitos T citotéxicos (linfocitos CD8+), linfocitos T
cooperadores (linfocitos CD4+ o helper), linfocitos T reguladores (LR), y linfocitos T
de memoria (LM) [78]. Su papel es indispensable para un correcto funcionamiento

de la respuesta inmune; demostrado por el fenotipo letal de ratones knockout para
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CTLA-4 que sufren de un sistema inmune sobreactivado[79], [80]. Aunque este
receptor se expresa en linfocitos CD8+ activos, sus funciones principales las ejerce a
través de los linfocitos CD4+, disminuyendo la actividad del linfocito T cooperador

H1 (Tn1), y aumentando la capacidad inmunosupresora de los LR.

El papel de CTLA-4 es regular la amplitud de las primeras etapas de activacion de
estos tipos celulares. Para activar a los linfocitos T se requieren de 3 principales
sefiales. Primero es la unién del antigeno con el receptor de las células T (TCR),
segundo, la interacciéon del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, en
humanos: antigeno leucocitario humano, HLA) con los receptores CD8 o CD4 de los
linfocitos T, y tercero, la generacién de una sefial coestimuladora por medio de la
uniéon de CD80 o CD86 con CD28. Una vez que estas tres sefiales se completan, la
via por CD28 amplifica la sefializacion del TCR para activar la proliferacion de los
linfocitos T. CD28 y CTLA.4 comparten los mismos ligandos; sin embargo, estos se
unen a CTLA-4 con mayor afinidad, por esta razén, CTLA-4 contrarresta la actividad
coestimuladora de CD28 [81]. La afinidad de CD80 con CD28 y CTLA-4 (K4:4 uM y
0.4 uM, respectivamente) es mas alta que la de CD86 para con estos receptores
(aproximadamente Kq:15-40 pM y 4 pM, respectivamente). Por estas cualidades en
resumen, CD28 es un receptor altamente expresado pero con baja afinidad, mientras
que CTLA-4 es poco abundante pero presenta una mayor afinidad competitiva para

con sus ligandos[82], [83].

Se ha propuesto que la expresion de CTLA-4 atentia la activacion de los linfocitos T
por competencia de ligando contra CD28 y por sefiales intracelulares inhibitorias.
Estudios sugieren que la activacion de SHP2 y PP2A neutraliza la sefializacion por
cinasas del TCR y CD28. Otro mecanismo incluye la expansion de los LR, que
producen citocinas inmunosupresoras, como TGF-p, y ademas indolamina 2,3-

dioxigenasa (IDO) que es una enzima que cataliza la degradacion del triptéfano [84].

Los niveles de expresion membranal de CTLA-4 en la mayoria de los LT en reposo

es bajo e incluso inexistente, pero esta condicién cambia justo después de la




activacion del linfocito T. A pesar de que la maxima expresion de CTLA-4 en
membrana es en el rango de 48-72 horas después de la activacién, siguen siendo
valores bajos de expresiéon de un receptor en membrana. Esta falta de estabilidad en
la permanencia en la membrana se debe al dominio citoplasméatico que cuenta
CTLA-4, que es capaz de interactuar con la proteina adaptadora de clatrina (AP-50),
lo que causa la rapida internalizacién de este receptor [84] .Consecuentemente, la

mayor cantidad de CTLA-4 se encuentra en vesiculas intracelulares [85].

A pesar de que se tienen identificadas las caracteristicas biofisicas, estructurales, y
aspectos bioldgico-celulares del sistema de CTLA-4, aun es ambiguo la manera en
que estas propiedades se integran en la completa funciéon de este receptor. Existen
propuestas de modelos que integran las observaciones de los efectos de CTLA-4
sobre la activacion de los linfocitos T, y estos modelos se pueden dividir en funciones
intrinsecas (la interacciéon de CTLA-4 con su receptor altera a la celula que lo

expresa) y extrinsecas (CTLA-4 ejerce su efecto a través de otras células).
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Figura 2. Modelos de las funciones intrinsecas de CTLA-4 en el linfocito T. los posibles roles
inhibitorios intrinsecos de CTLA-4 son a) generacion de una sefial que interfiere con la serializacion
proxima del receptor de células T (TCR) o de CD28, causando el reclutamiento de fosfatasas,
alteracion de la formacion de balsas lipidicas, disminucion en la produccion de IL-2 e inhibicion en la
proliferacion de la Tc. b) la isoforma de CTLA-4 que carece de dominio extracelular inhibe la
activacion de las Tc por medio de vias de sefializacion inhibitorias. c) CTLA-4 no estd orquestando la
serializacion, sino que previene la interaccion de CD28 con sus ligandos CD80/CD86. d) CTLA-4
altera la adhesion de la Tc con la APC, ya sea aumentando el tiempo de adhesion por medio de una
via mediada por LFA1 (antigeno 1 asociado a la funcién del linfocito) o disminuyendo el tiempo al
inhibir la serial de alto. Modificado de [87].
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Una de las funciones intrinsecas de CTLA-4 es la activacion de una cascada de
sefiales inhibitorias (Figura 2a). Empieza con el reclutamiento de fosfatasas como
PP2A y SYP (conocido también como PTPN11) [88], éstas desfosforilan proteinas
clave en la cascada de sefalizacion del TCR. CTLA-4 regula diferencialmente a ERK,
y JNK, al mismo tiempo que interfiere con la formacion de balsas lipidicas, y afecta
la formacion de microclusters que contienen ZAP70 (proteina cinasa asociada a la
cadena Zeta 70) (Figura 4). Asimismo, CTLA-4 puede ser fosforilado por la familia
de cinasas SRC y cinasas de linfocitos en reposo (RLK o también conocidas como
TXK) dando como resultado el reclutamiento de PI3K (fosfatidilinositol-3-cinasa), lo

que permite que los LT en estado de anergia no vayan a apoptosis [89].

La funcién intrinseca de inhibicién independiente del ligando (Figura 2b) se basa en
la isoforma de CTLA-4 formada por splicing alternativo que carece de la seccién
codificada por el exén 2. Esta variante se encuentra anclada a la membrana
citoplasmatica, y carece del dominio extracelular. Por la existencia de esta isoforma
se sugiere que existe una sefial inhibitoria por el dominio citoplasmético de CTLA-
4 que es capaz de inhibir la activacién del linfocito T; sin embargo, no se cuentan
registros de que el dominio citoplasmatico de CTLA-4 cuente con actividad

enzimatica intrinseca [90], [91].

Uno de los modelos de las funciones intrinsecas de CTLA-4 mas aceptados es el de
competencia por ligando (Figura 2c) donde CTLA-4 impide la activacion de CD28 al
competir por los mismos ligandos (CD80 y CD86). La efectividad de este modelo

depende en la cantidad de receptor y ligando presente en membrana[92].

El altimo modelo se basa en dos acciones contrarias. Una es el incremento de la
adhesion entre el LT y la APC, y el de inhibir la sefial de alto (Figura 2d). La
interacciéon de CTLA-4 con CD80 o CD86 incrementa la adhesién y agrupamiento
mediada por LFA-1 (antigeno 1 asociado a la funcién de los leucocitos, integrina
aLp2). CTLA-4 por medio de Hck (miembro de la familia de cinasas Src) fosforila a

Rapl GEF C3G en la membrana plasmatica, y causa un aumento en los niveles de




GTP-Rapl, que incrementan la adhesiéon de LFA1 a su ligando ICAM-1. Estudios
mostraron que este mecanismo ayuda a que los LR compitan con LT por los mismos
ligandos en APC [93]. Sin embargo, existen otros estudios que indican que CTLA-4
mantiene en realidad a los linfocitos T en movimiento, impidiendo que éstos sean
apropiadamente activados por APC. Esta tltima sugerencia es mas pertinente, ya

que explica la ausencia de CTLA-4 en LT no maduros [94].

a. Induccién de IDO por medio de los ligandos de CTLA-4  b. Induccién de citocinas inhibitorias por medio de CTLA-4

cD2s

CTLA4 CD80
or CD86

Insuficiencia
de triptofano

d. CTLA-4 captura ligandos de las APC
c. CTLA-4 restringe la disponibilidad de ligando

No co-estimulacion

Soluble de CD28
CTLA4

Figura 3. Modelos de las funciones extrinsecas de CTLA-4 en el linfocito T. los posibles roles
inhibitorios extrinsecos de CTLA-4 son a) CTLA-4 inicia sefiales de revesa en las APC por medio de
CD80/CD86, lo que resulta en la activacion de la enzima IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa) que
degrada triptofano, que puede causar inhibicion del linfocito T por falta del aminodcido o por la
acumulacion de metabolitos inhibitorios. b) CILA-4 estimula la produccion de citocinas regulatorias,
como TGEP, la cual puede inhibir a las células presentadoras de antigeno y/o linfocitos T. c) CTLA-
4 es capaz de secuestrar a sus ligandos CD80/CD86 al mantener una interaccion con ellos o por medio
de la isoforma soluble de CTLA-4, lo que conduce a una disminucion de la disponibilidad de estos
ligandos para interactuar con CD28. d) Nuevo modelo de trans-endocitosis, que explica que cuando
CTLA-4 es endocitado resulta también en la internalizacion de sus ligandos, lo que causa un menor
niimero de ligandos presentes en la superficie de las APC. Modificado de [87].
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Las funciones extrinsecas de CTLA-4 fueron reportadas por Bachman et al. que
encontraron que ratones deficientes en Rag2 y reconstituidos con una mezcla de
medula 6sea positiva y negativa en la expresion de CTLA-4 no desarrollaban
enfermedades autoinmunes, mientras que aquellos ratones que se les transfiri6
medula 6sea con expresion negativa para CTLA-4, tuvieron el resultado contrario
[95]. Una posible explicaciéon para la habilidad de CTLA-4 de funcionar por un
mecanismo extrinseco es su capacidad de interactuar con APC e iniciar una sefial de
reversa. CTLA-4, tanto en su forma de proteina fusién de inmunoglobulina (CTLA4-
Ig) como de receptor en los LR, es capaz de inducir la actividad de IDO sobre las
APC positivas para CD80 y CD86 (Figura 3a). IDO cataboliza al aminoacido
triptoéfano, lo que conduce a una disminucién local de triptéfano, llevando a la

inhibiciéon de los LT [96].

Aparte de inducir la actividad de IDO, CTLA-4 puede inducir la produccién de
citocinas inhibitorias (Figura 3b) ya que la ligacién de éste conduce a la activaciéon
de las funciones supresoras de los LR. El rol intrinseco de CTLA-4 en los LR conduce
a un resultado extrinseco. Se ha reportado que la ligaciéon de CTLA-4 ocasiona un
aumento en la produccién de TGFP [97]. No obstante, contra esta postura se
encuentran argumentos basados en reportes que en quimeras de medula 6sea las
células positivas para CTLA-4 son capaces de controlar a aquellas deficientes en este
receptor, pero que esta acciéon no es dependiente de TGFpP o IL-10. Y a pesar de que
la ligaciéon de CTLA-4 si induce la liberacién de alguna molécula inmunosupresora,

su identidad atn permanece en debate[98].

La restriccién en la disponibilidad del ligando de manera extrinseca por medio de la
isoforma soluble de CTLA-4 (sCTLA-4) es un mecanismo atin no completamente
definido (Figura 3c). La isoforma sCTLA-4 surge de un splicing alternativo de
mRNA, y carece del dominio transmembranal que es codificado por el exén 3; y es
capaz de interactuar con los ligandos CD80 y CD86, modulando de esta manera la

activacion del linfocito T [99]. No obstante, hasta el momento no se conoce con

27



certeza que tipo de célula y estimulo son necesarios para fomentar la produccién de

esta isoforma.

Se ha demostrado que los linfocitos T reguladores son capaces de alterar la habilidad
de las células dendriticas (CDs) de formar interacciones estables con los LT en los
nodulos linfaticos, afectando la capacidad estimuladora de las CDs. Adicionalmente,
los LR positivos para CTLA-4 son capaces de reducir los niveles de expresion de los
ligandos CD80 y CD86, al removerlos fisicamente de las APC (Figura 3d),
conduciendo a una co-estimulacion fallida y a una supresiéon de la respuesta de los
LT. Este proceso se conoce como trans-endocitosis, donde el modelo muestra que
por medio de la interaccién de CTLA-4 con sus ligandos, éste los secuestra y sucede
una transferencia intercelular al pasar los ligandos de la APC a vesiculas que
contienen CTLA-4 dentro del LT. Este proceso representa una extension del modelo

de competencia por ligando [100].

En los mecanismos intrinsecos se refirieron algunas de las interacciones y efectos rio
abajo que puede tener y ejercer el dominio citoplasmatico de CTLA-4. Como ya se
estableci6, CTLA-4 regula de manera diferencial a diferentes moléculas de la familia
MAPK. Mientras que la inhibicién de ERK explica algunos de los efectos negativos
de las funciones de CTLA-4, este mismo receptor es capaz de activar a JNK para la
diferenciacién de los linfocitos CD4* a Thi en vez de linfocito T cooperador H2 (Tr).
Conjuntamente, CTLA-4 inhibe la progresién del ciclo celular y la activacion de
factores de transcripcion como NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas), NFAT (factor nuclear de linfocitos T

activos) y AP1(proteina activadora 1) [101].
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Figura 4. Modelo de sefializacién de CD28 y CTLA-4. Cuando se estimula el linfocito T, los
residuos intracelulares de CD28 son fosforilados, atrayendo a PI3K. Al activarse PI3K promueve la
activacion de PKB/Akt, sequida de NF-KB, que resulta en la sobrerregulacion del gen BCL-XL,
favoreciendo asila supervivencia de las Tc. la activacion de Akt también promueve la produccion de
IL-2. El complejo HLA-péptido es reconocido por el TCR y por su co-receptor CD4/CDS8, lo que activa
a la cinasa Lck, la cual fosforila al complejo CD3. Esto ocasiona el reclutamiento y fosforilacion de
Zap70, causando el inicio de la cascada de serializacion que activa a PLCy1 y RAC. PLCy1 promueve
la movilizacion de calcio y la activacion de la via de RAS. La combinacion de estas cascadas de
sefializacion promueve la activacion de factores de transcripcion y proliferacion celular. CTLA-4
suprime la activacion y la funcion de los linfocitos T mediante el reclutamiento de las fosfatasas SHP-
2y PP2A. Estas fosfatasas desfosforilan varios de los puntos de serializacion que son esenciales para
la co-estimulacion de las Tc. Modificado de [84].

CD28 y CTLA-4 tienen papeles opuestos, pero igualmente importantes para la
activacién y regulacién del linfocito T (Figura 4). El complejo peptidico unido al
MHC es reconocido por el TCR y por sus correceptores CD4 o CD8, resultando en
la activaciéon de la cinasa Lck, y ésta fosforila los motivos ITAM del complejo CD3.
Posteriormente, se recluta y fosforila ZAP70, quien fosforila proteinas adaptadoras
para la consecuente activacién de PLCy1 (Fosfolipasa C y 1) y RAC. PLCy1 promueve
la movilizacién de Ca?* y la activaciéon de RAS. La combinacién de estos eventos

dirige la activacion de las MAP cinasas (ERK, JNK, y p38), asi como PI3K y PKB/ Akt

29



(proteina cinasa B). Después CD28 ayuda a la generacion de sefiales coestimuladoras
que sirven para la amplificacién de la sefial. Este receptor interacttia con sus ligandos
CD80 o CD86 provocando la activaciéon de Akt por la via PI3K. En conjunto estas
vias promueven la produccién de citocinas como IL-2, y la proliferaciéon y
diferenciacion del linfocito T [92]. A partir de la activaciéon del LT, el papel de
regulaciéon de CTLA-4 entra en juego, ya sea por medio de mecanismos intrinsecos
o extrinsecos. En la Figura 4 se ejemplifica como el dominio citoplasmatico de CTLA-
4 es capaz de interactuar con fosfatasas y cinasas, las cuales, por mecanismos aun no
completamente definidos, efecttian las funciones de CTLA-4. Por medio del dominio
YVKM (Tyr,Val, Lys, Met), el cual es capaz de interactuar con las fosfatasas SHP2 y
PP2A, que desfosforilan residuos de tirosina, serina y treonina, respectivamente. Sus
acciones conducen a la inhibicién de las vias de ERK, NF- kB, NFAT, BCL-xL
(linfoma de células B extra grande), y sus efectos se ven reflejados en la disminuciéon
de produccion de IL-2 y proliferacion. En contraste, ese mismo dominio
citoplasmatico de CTLA-4 es capaz de reclutar a PI3K para consecuentemente
activar a Akt. Esto activa sefiales de supervivencia que permiten la induccién de
anergia sin ocasionar apoptosis. Este mecanismo se cree ttil dentro la tolerancia

inmunoldgica a largo plazo[89], [102].

Ipilimumab

La identificaciéon de CTLA-4 como un receptor coinhibitorio expresado en los
linfocitos T condujo al desarrollo de anticuerpos que bloquearan su dominio
extracelular para mantener y/o estimular la respuesta inmune antitumoral.
Tremelimumab e Ipilimumab son anticuerpos monoclonales humanizados que
bloquean el ectodominio de CTLA-4. Estos en estudios clinicos de fase I y II contra
melanoma mostraron que eran seguros y que tenian actividad antitumoral tanto
como monoterapia como en combinacién con IL-2, vacuna gp100, y quimioterapia
[103]. Ipilimumab es un anticuerpo monoclonal IgG1 completamente humanizado

que consta de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras kappa unidas por enlaces
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disulfuro, y su peso molecular aproximado es de 148 KDa. Se desarroll6 a partir de
un modelo murino transgénico para crear un anticuerpo monoclonal con genes
humanos de inmunoglobulina que se uniera a CTLA-4, asi bloqueando la interaccién
con sus ligandos [104]. Estudios clinicos han confirmado que Ipilimumab puede
inducir respuestas duraderas e incrementar la sobrevivencia promedio (overall
survival, OS por sus siglas en inglés) de pacientes con melanoma avanzado.
Ademas, dos estudios de fase III demostraron la eficacia de este inmunofarmaco a
dos diferentes dosis (3 y 10 mg/kg) en melanoma metastasico. Se obtuvieron rangos
de supervivencia a 3 afios del 23% y 31% para las dosis de 3 y 10 mg/kg
respectivamente; no obstante, se ve un incremento en la severidad de los efectos
secundarios en la dosis de 10 mg/kg en comparacioén con la de 3 mg/Kg. En base a
los resultados de estos dos estudios clinicos, en 2011 la FDA aprobd el uso de
Ipilimumab a una dosis de 3 mg/kg como tratamiento para melanoma metastasico
[105]. En contraste, Tremelimumab fall6 en incrementar significativamente la
sobrevivencia promedio de pacientes con melanoma avanzado en comparacion al
grupo tratado con quimioterapia [106]. Se hipotetiza que una de las razones para la
diferencia en efectos sea que los dos pertenecen a diferentes clases de
inmunoglobulinas, ya que Ipilimumab es clase IgG1, y se ha demostrado que ejerce
una disminucién mas potente sobre los linfocitos T reguladores gracias a que se une
con mayor afinidad a FcyRs, en comparacién a su contraparte IgG2, clase a la que

pertenece Tremelimumab [107], [108].

Estudios preclinicos y clinicos demostraron que Ipilimumab al bloquear la sefial
inhibitoria inducida por las vias de sefalizacién de CTLA-4, ocasiona la activacion,
y aumento del ntimero de linfocitos T efectores (LT citotéxicos y cooperadores)
sensibles a células tumorales, provocando el montaje de una respuesta inmune
directa por los LT efectores contra las células cancerigenas [109] (Figura 5). El
bloqueo de CTLA-4 también puede reducir la funcién de los LR, conduciendo a un
aumento en la respuesta inmune antitumoral [110]. En experimentos in vitro se

identificé que Ipilimumab es capaz de disminuir el nimero de LR por mecanismos
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de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity, ADCC por sus siglas en inglés) mediada por FcgRIIIA

(monocitos no-clasicos CD16%) [111].

Ipilimumab muestra promesa como inmunoterapia, no solo para el melanoma, sino
también para otros tipos de cancer. En la actualidad se estdn llevando estudios
clinicos para el uso de Ipilimumab como monoterapia y en combinacién con otros
inmunofarmacos; ademas, se estan desarrollando mejores métodos de entrega para

disminuir su toxicidad[112].

Célula tumoral escapa el Inhibidores de CTLA-4

Sistema inmune Ipilimumab

Tremelimumab
Célula tumoral

Crecimiento tumoral y
proliferacion

Figura 5. Mecanismo de Ipilimumab contra células tumorales. La incapacidad para activar a
los CTL (Linfocitos T citotoxicos) en el microambiente tumoral ya sea a través del efecto supresor de
Tregs 0 mediante puntos de control inmunitarios permite a las células tumorales escapar del ataque
inmunitario, sobrevivir y crecer. Los ligandos B7 expresados en las células presentadoras de antigeno
se unen al receptor CD28 en los CTL, lo que conduce a la amplificacion de las células T y la respuesta
inmune. Alternativamente, la union de ligandos B7 a CTLA-4 expresado en células T suprime su
actividad. CTLA-4 también mejora la actividad de Tegs que conduce a la actividad inmunosupresora.
La inhibicién farmacologica de los puntos de control inmunitario con anticuerpos monoclonales
restaura la actividad antitumoral de los CTL y alivia la inmunosupresion. Modificado de [113].
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Antecedentes

La expresion de CTLA-4 no se encuentra limitada a los diferentes subtipos de
linfocitos T, si no que también se encuentra reportado su expresiéon en fibroblastos
de placenta[114], células musculares de cultivo [115], monocitos [116], y una
variedad de células de leucemia[117], asimismo, este receptor también se expresa en
células tumorales. En 2005 Contardi et al. reporté la expresion de CTLA-4 en
membrana en 30 de 34 lineas celulares tumorales, entre ellas lineas celulares
cancerigenas de mama, colon, rifién, pulmén, ovario, atero, vejiga, entre otros [118].
Otro estudio corrobor6 la expresion de CTLA-4 en membrana de lineas celulares de
melanoma, y que estas eran capaces de interactuar con Ipilimumab [119]. Respecto
a lineas celulares de CMTN, se report6é que la linea celular MDA-MB-231 expresa
en membrana y citoplasma CTLA-4, y que la presencia de este receptor altera la

maduracion y funcién de las CDs [120].

Aparte de la expresion de CTLA-4 en lineas celulares, se ha observado que en
pacientes de cancer de mama existe una correlacion entre la expresion de CTLA-4
en biopsias tumorales y un peor pronéstico [121], [122]. Ademas, existe una mayor
expresion de CTLA-4 en biopsias de tumores de CaMa en comparacioén con tejido
sano de mama, y un aumento de la expresiéon de CTLA-4 en células mononucleares
de sangre periférica (CMSP), lo que se correlacioné con una menor produccién de

IL-2 y menor respuesta a estimulantes, como fitohemaglutinina (PHA) [123].

Se ha detectado sobreexpresion de CTLA-4 en el subtipo no escamoso de céancer de
pulmoén de células no pequenas; ésto tuvo correlacion con la edad del paciente y
diferenciacion histologica, pero no con el pronéstico clinico. Valores altos de mRNA
de CTLA-4 representan un escenario diferente para pacientes de leucemia linfocitica
cronica de célula tipo B, ya que se relaciona con un buen pronéstico clinico, pero
para pacientes con cancer de mama se asocia con metéstasis a los ganglios linfaticos

axilares. Ademds, pacientes de carcinoma nasofaringeo, melanoma, y céncer de
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pulmoén de células no pequefias con altos niveles de expresiéon de CTLA-4 en

tumores tienen peores prondsticos [124].

Aparte de CTLA-4, existen otras moléculas coestimuladoras y reguladoras de la
respuesta inmunolégica que se expresan en células tumorales, como CD80 y CD86.
A pesar de que estos ligandos comtnmente se expresan en APC, existen reportes de
su expresion en células tumorales renales, carcinomas gastricos, colorrectales [125],
[126] y un reporte de la expresion de CD86 en lineas celulares de mama[118] ;sin
embargo, se desconoce el papel que estas podrian jugar en ambiente tumoral, por

otra parte.

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacién se realiz6 el estudio de la
expresion de CTLA-4 sobre la linea celular DU4475 perteneciente al fenotipo de
cancer de mama triple negativo [127]. En esta linea, se observé una expresiéon
positiva de CTLA-4 y susceptibilidad al tratamiento con ipilimumab a una
concentraciéon de 0.5 mg/ml, disminuyendo la viabilidad celular en un 15% en
comparacion con su control después de bloquear CTLA-4 en un periodo de
incubacién de 72 horas. Adicionalmente, la capacidad de formacién de colonias se
vio afectada por el bloqueo de CTLA-4, con una disminuciéon del 19% en
comparacion con su control. A pesar de ello, cuando se evalu6 la capacidad invasora
de la linea celular bloqueada con Ipilimumab, se observé un aumento del 45% en el

nimero de células que invadieron en comparacién con su control[127].

En ese trabajo solo se realizaron dos ensayos independientes por triplicado de cada
experimento, adicionalmente solo se estudi6 una sola linea celular de cancer de
mama triple negativo, lo cual impidi6 obtener una conclusion certera del papel de
CTLA-4 sobre lineas tumorales pertenecientes al fenotipo de CMTN. No obstante,
este trabajo se puede tomar como un antecedente del grupo que insta a estudiar a
fondo el papel de este receptor sobre un contexto de lineas celulares de CMTN

positivas en la expresion de CTLA-4.
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Justificacion

El cancer de mama triple negativo es el fenotipo mas agresivo de cdncer de mama,
y carece de un tratamiento dirigido y eficaz. Se ha sugerido el uso de Ipilimumab
como terapia inmunolégica, basado en el bloqueo del receptor CTLA-4 presente en
los linfocitos T; sin embargo, se ha observado que las células de tumores mamarios
también son capaces de expresar CTLA-4, y se desconoce la funciéon de CTLA-4 en
éstas. Por ello, es importante analizar el efecto fisiologico que causaria bloquear a

CTLA-4 en lineas celulares tumorales con un inmunofdrmaco como Ipilimumab.

Hipotesis

Silas células de carcinoma mamario triple negativo expresan CTLA-4, CD80y CD86,
se espera que al bloquear CTLA-4 con un anticuerpo neutralizante, y activarlo con
su ligando exista un efecto sobre la viabilidad celular, la capacidad invasora, la
concentracién de IL-2 secretada al medio de cultivo, y la modulacién de las vias de

sefializacion de ERK, Akt y JNK.

Objetivo

Determinar la expresiéon de CTLA-4 en 4 lineas celulares de carcinoma mamario
triple negativo (MDA-MB-231, DU4475, HCC70 y HCC1937). Evaluar el efecto de su
activacién y bloqueo sobre la viabilidad celular y capacidad invasora de las lineas

celulares, evaluando el papel de las vias Akt, Erk y JNK en dichas condiciones.
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Objetivos particulares

1. Determinar por citometria de flujo la expresion de CTLA-4 en 4 lineas
celulares de carcinoma mamario triple negativo.

2. Evaluar el efecto de la interaccion de CTLA-4 con Ipilimumab sobre la
viabilidad celular y capacidad invasora de las lineas celulares de CMTN.

3. Determinar por citometria de flujo la expresiéon de CD80, y CD86 en lineas
celulares de CMTN.

4. Evaluar el efecto de la interaccion de CTLA-4 con su ligando CD80 sobre la
viabilidad celular de las lineas celulares de CMTN.

5. Determinar si las lineas celulares de CMTN producen IL-2 en condiciones
normales, de bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab y de activacién con su
ligando CD80.

6. Dilucidar por Western blot el efecto del bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab
y activacion con su ligando CD80 sobre las vias Akt, Erk y JNK en lineas
celulares de CMTN.




Metodologia

Cultivo celular

Se utilizaron las siguientes 4 lineas celulares de carcinoma mamario triple negativo:
MDA-MB-231 (etapa metastasica con histologia de adenocarcinoma, ATCC® HTB-
26™), HCC1937 (Estado IIB grado 3, con histologia carcinoma ductal, ATCC® CRL-
2336™), DU4475 (etapa metastasica, ATCC® HTB-123™), y HCC70 (estado IIIA
grado 3, ATCC® CRL-2315™). Se utiliz6 medio RPMI 1640 (In vitro) de Caisson
Labs. El medio se complement6 al 1% de antibiéticos (10 unidades/ml de penicilina,
10 mg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de antimicético anfotericina B Fungizone®,
de GIBCO). La linea MDA-MB-231 se suplement6 al 7% con suero fetal bovino
inactivado (SFB) de ByProducts, y de las otras 3 lineas celulares se suplementé al
10%. El medio de cultivo se renovaba cada 3 dias. Los cultivos se mantuvieron en
una incubadora con atmosfera humeda de 95% aire y 5% CO», y temperatura de

37°C.

Para resembrar las lineas celulares adherentes (MDA-MB-231, HCC70, y HCC1937)
primero se retiraba el medio de cultivo y se hacian lavados con PBS estéril (solucién
amortiguadora de fosfatos: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na:HPO4; 10 mM y KH2PO4
2 mM, pH=7.4) se hacia una incubacién de 5 minutos con una solucién de verseno
estéril (EDTA 1 mM, NaCl 0.17 mM, KCl 3 mM, Na;HPO4 10 mM, pH=7.7) y tripsina
al 0.25% (GIBCO). Las células eran recolectadas y centrifugadas a 125 x g por 5
minutos, se desechaba el sobrenadante y se resuspendian en medio fresco. Para la
linea celular DU4475 que crece en suspension, se recolectaba el medio y se
centrifugaba a 125 x g por 5 minutos, se desechaba el sobrenadante, y se

resuspendian las células en medio fresco.
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Anélisis de la expresion intracelular de CTLA-4 en células de CMTN por
Citometria de flujo

Se utiliz6 1x10° células para cada condiciéon de cada linea celular. Se realiz6é un
lavado con PBS-EDTA (1 mM), y se centrifugd las células a 125 x g por 5 minutos. Se
resuspendio el pellet de células en 250 pl de Cytofix/Cytoper (#554722) y se incubd
por 20 minutos a 4°C. Se realiz6 un lavado con Perm Wash 1X (#554723), y se
resuspendio el pellet de células en 100 pl de esta misma solucion. Se afiadié 1 ul de
bloqueador intracelular (Bloqueador de FcR-Fraccion cristalizable Mat #120-000-
422) y se incub6 por 10 minutos a 4°C. Se realiz6 un lavado con la solucién de Perm
Wash, y se resuspendio el pellet de células en 100 ul de solucién Perm Wash. Se
afiadio 2.5 ul del anticuerpo APC anti-human CD152 (BD Bioscience), y se incub6
por 20 minutos a 4°C. Se realiz6 un tltimo lavado con Perm Wash y con una solucién
de PBS-EDTA (1 mM) y 3% de albumina de suero bovino (BSA). Como control de la
expresion de CTLA-4 se utilizaron células mononucleares de sangre periférica
(CMSP), las cuales se activaron durante 7 dias con fitohemaglutinina (PHA).
Adicionalmente, como control se realizaron lecturas de auto fluorescencia de cada
linea celular. Se utiliz6 el citémetro FACS Canto II para la adquisicién de datos, los

cuales fueron procesados con el programa Flow]o.

Anélisis de la expresion membranal de CD80 y CD86 en células de CMTN
por Citometria de flujo

Se cosech6 1x10° células para cada condicién de cada linea celular. Se realizé un
primer lavado con PBS, y un segundo con PBS-EDTA (1 mM), las células se
recuperaron al centrifugarse a 125 x g por 5 minutos. Se realiz6 un tercer lavado con
una solucién de PBS-EDTA (1 mM) y 3% de albumina de suero bovino (BSA), se
repiti6 la centrifugacion a 125 x g por 5 minutos a 10°C. Las células se bloquearon

con 300 ul de SFB a 4°C por 10 minutos. Las células se lavaron con la solucién
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previamente mencionada de PBS-EDTA y BSA. Se afadieron 2.5 pl de los
anticuerpos Human B7-1/CD80 Phycoerythrin MAb y Human B7-2/CD86 APC-
conjugated Antibody (R and D systems), se realiz6é una incubacién por 20 minutos a
4°C. Se agregaron 250 ul de fijador 1X (FACs lysing solution 10X (349202 BD)) y se
incubaron las células por 10 minutos a 4°C. Se realiz6 un ultimo lavado con la
solucion de PBS-EDTA y BSA. Como control de la expresion de CD80 y CD86 se
utilizaron monocitos y células dendriticas, las cuales fueron activadas durante 3 dias
con IFN-y. Adicionalmente, como control se realizaron lecturas de auto
fluorescencia de cada linea celular. Se utiliz6 el citometro FACS Canto II para la

adquisicién de datos, los cuales fueron procesados con el programa Flow]Jo.

Ensayo de MTT por espectroscopia de UV-Vis

Este ensayo se utilizé para la evaluacién de la viabilidad celular. Se preparé una
solucion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (Sigma)
disuelto en PBS a una concentracion final de 0.5 mg/ml. Transcurrido el tiempo del
ensayo, se retir6 el medio condicionado y se adicionaron 100 pl de medio fresco y 50
ul de la solucién de MTT. Se incub6 a las células por 2 horas en una incubadora con
atmosfera hiimeda a 37°C y 5% de COz. El medio se retir6 después del tiempo, y los
cristales de formazan se resuspendieron en 150 pl de isopropanol. El ensayo se
analiz6 con el espectrometro con lector de placas Biotek ELx800 a 570 nm. Se realiz6
una curva patrén para estandarizar las unidades de absorbancia contra el niimero
de células, y esta se utiliz6 para la interpretacién de los valores obtenidos del ensayo

de viabilidad.
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Ensayo de CellTracker™ Red CMTPX dye por fluorescencia

Este ensayo se utiliz6 para cuantificar el namero de células que fueron capaces de
invadir durante el ensayo de capacidad invasora. Se preparé una solucién de 10 uM
de CellTracker Red CMPTX dye con medio RPMI 1640. Transcurrido el tiempo del
ensayo, se retird el matrigel de la cAmara de boyden, y se incubé ésta con verseno
estéril y tripsina al 0.25% por 5 minutos para despegar las células que tal vez se
adhirieron a la parte inferior de la cAmara después de haber invadido. Se junt¢6 a las
células colectadas con la solucién de verseno y tripsina con las colectadas en el
medio que se encontraba bajo la cAmara de boyden. Se centrifugé a las células se a
125 x g por 5 minutos. El pellet de células se resuspendié en 200 pl de la solucién de
CellTracker y se incubé por 45 minutos en una incubadora con atmosfera humeda a
37°Cy 5% de COz. Se colect6 a las células por medio de una centrifugaciéona125x g
por 5 minutos, y se resuspendio el pellet de células en 100 pl de medio sin SFB. Las
muestras se colocaron en una placa negra de 96 pozos y se ley6 a una longitud de
onda de excitacién de 577 nm, y a una longitud de emisién de 602 nm por medio del
lector de placas Synergy H4 hybrid reader de BioTek, usando el software Gen5. Se
realiz6 una curva patrén para estandarizar la intensidad de fluorescencia contra el
namero de células, y esta se utilizé para la interpretacion de los valores obtenidos

del ensayo de invasion.

Efecto del bloqueo de CTLA-4 sobre la viabilidad celular

En una placa de 96 pozos se sembré para cada condicion 1x104 células iniciales en
100 pl de medio. Se utiliz6 el anticuerpo monoclonal Ipilimumab de Bristol-Myers
Squibb en presentacion de 5 mg/ml. Se probaron 3 concentraciones de este
anticuerpo: 1, 5, y 10 pg/ml sobre las 3 lineas celulares. Ademads, se prob¢ el
anticuerpo comercial neutralizante anti-CD-152 (CTLA-4) de la clona L3D10 de

BioLegend (349903), el cual se prob6 a las mismas concentraciones utilizadas para
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Ipilimumab (1, 5, y 10 ng/mL) sobre las lineas celulares HCC70 y HCC1937. Se
realizaron tres ensayos independientes por triplicado con lecturas a las 24, 48, y 72
horas para los tratamientos con Ipilimumab, y solo un ensayo por triplicado para el
anticuerpo neutralizante anti-CD152, con lecturas a las 24, 48 y 72 horas. Como
control de la viabilidad celular se utilizaron células sin tratamiento. Las placas se

analizaron por medio del ensayo de MTT previamente mencionado.

Efecto de la interaccién de CTLA-4 con su ligando CD80 sobre la viabilidad
celular

Se seleccionaron las lineas celulares HCC1937 y MDA-MB-231. En una placa de 96
pozos se sembroé para cada condicion 1x104 células iniciales en 100 pl de medio. Se
utilizé6 una proteina recombinante CD80 (Recombinant human CD80 protein de
Abcam (ab173993)). Se probaron 3 concentraciones de esta proteina: 0.025, 0.15, y 1
png/ml sobre 2 lineas celulares. Se realizaron tres ensayos independientes por
triplicado con lecturas a las 24, 48, y 72 horas. Como control de la viabilidad celular
se utilizaron células sin tratamiento. Las placas se analizaron por medio del ensayo

de MTT previamente mencionado.

Efecto del bloqueo de CTLA-4 sobre la invasion celular

Se utilizaron camaras de Boyden con membrana porosa (poros: 8 pm de didmetro) a
las cuales se les afiadié un recubrimiento de Matrigel® Matrix de Corning a una
concentraciéon de 2 mg/ml. En la parte superior de la cdmara se colocaron 3x105
células en 500 ul de medio RPMI sin SFB y con o sin tratamiento de 10 pg/ml de
Ipilimumab. En la parte inferior de la cdmara se colocaron 750 ul de medio RPMI

con o sin SFB al 10%. El experimento se incubé por 24 horas en una incubadora con
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atmosfera htimeda a 37°C y 5% de CO:.. El anélisis se llevo acabo por CellTracker™

Red CMTPX de Life Technologies.

Efecto del bloqueo de CTLA-4 sobre la presencia de IL-2 secretada en el
medio de cultivo

Se utiliz6 el Human IL-2 Mini ELISA Development kit de PrepoTech para la
realizacion de este experimento. La placa para ELISA se incubé con el anticuerpo de
captura a temperatura ambiente toda la noche. Luego se bloque6 con el buffer de
bloqueo (1% BSA en PBS) por 1 hora. Se afnadi6 el estandar de IL-2 a los pozos
correspondientes para la curva de calibracién, y a los otros pozos se afiadi6 el medio
de cultivo extraido de los diferentes tratamientos realizados, se incub6 por 2 horas.
Se afiadi6 el anticuerpo de deteccién y nuevamente se incubo la placa por 2 horas.
Se afiadi6 la Avidina HRP y se incubo por 30 minutos. Por altimo, se afadié ABTS,
este altimo se incub6é por 30 min (tiempo suficiente para que se diera la reacciéon
colorimétrica). La placa se ley6 a 405 nm con correccién de longitud de onda a 650
nm, se usé el lector de placas Synergy H4 hybrid reader de BioTek, usando el
software Genb. Todos los pasos de este procedimiento se realizaron a temperatura

ambiente, y entre cada paso se realizaron 4 lavados a los pozos con un buffer de

lavado (0.05% Tween-20 en PBS).

Como controles se utilizaron el medio extraido de células en cultivo por 48 horas
con medio RPMI 1640 en presencia o ausencia de SFB. Adicionalmente se cuantificé

la IL-2 presente en el medio RPMI 1640, y el SFB.

Efecto de la adicion de IL-2 ex6gena sobre la viabilidad celular

En una placa de 96 pozos se sembr¢é para cada condiciéon 1x104 células iniciales en

100 pl de medio. Se utiliz6 una proteina recombinante de IL-2 (R&D Systems). Se
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probaron 3 concentraciones de esta proteina: 0.004, 0.04, y 0.2 pg/ml sobre 2 lineas
celulares. Se realizaron tres ensayos independientes por triplicado con lecturas a las
24, 48, y 72 horas. Como control de la viabilidad celular se utilizaron células sin
tratamiento. Las placas se analizaron por medio del ensayo de MTT previamente

descrito.

Estudio de las vias de sefializacién activadas o suprimidas por la interacciéon
de CTLA-4 con Ipilimumab y con la proteina recombinante CD80

Previo a la colocacién del tratamiento de ipilimumab (10 pg/ml) o el de la proteina
recombinante CD80 (0.15 ng/ml) se incub¢ a las lineas celulares durante 2 horas en
medio sin suero fetal bovino en una incubadora con atmosfera humeda a 37°C y 5%
de COz. Después de colocar el tratamiento la proteina se extrajo a los tiempos de 3,
5, 10, 15, 30, y 60 minutos. Como control se utilizé extracto de proteina total sin
tratamiento. La proteina se extrajo con una solucién amortiguadora de lisis RIPA
(Tris 50 mM pH=8, NaCl 150 mM, 1.0% Triton X-100, 0.5% Deoxicolato de sodio, 0.1
% SDS) con la adicion de inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche) a 40 ul/ml, e inhibidores se incub6 las células con dicha
solucién durante 20 minutos con agitaciéon constante a 4°C. El lisado se centrifugé
por 3 minutos a 20,238 x g, y se recuper¢ el sobrenadante. Los extractos proteicos se
cuantificaron por el método de Lowry modificado del Kit DC Protein Assay (BIO-
RAD).

Se realiz6 la electroforesis en un gel de SDS-PAGE al 10 % a un voltaje de 85-100
volts. En cada carril se colocaron 25 pg de proteina. Las proteinas fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa por una hora a 250 mA. El bloqueo se realizé con
una solucién de TBS con Tween (20 mM Tris pH=7.5, 150 mM NaC(l, 0.1% Tween 2)
y de albumina de suero bovino (BSA) al 5%.
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Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: Phospho-SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185) (CST #9251), SAPK/JNK (CST #9252), Phospho-p44/42 MAPK
(ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (CST #9101), Phospho-Akt (Thr308) (244F9) Rabbit mAb
(CST #4056), Phospho-Akt (Serd473) (CST #9271), Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb
(CST #4691), ERK 1 Antibody (C-16) (sc-93), ERK 2 (C-14) (sc-154),y GAPDH
(GTX100118). Como anticuerpo secundario se utiliz6 el Anti-rabbit IgG, HRP-linked
Antibody (CST#7074). Los anticuerpos primarios se utilizaron a una dilucién 1:1000
en TBS-T con 5% de BSA, a excepcién del anticuerpo de GAPDH, el cual se utilizé
en 1: 10,000 en TBS-T con 5 % de BSA. El secundario se utilizé a una dilucién de
1:3000 en TBS-T con 5 % de BSA. La deteccién de las bandas se realizé por medio de
una reaccion quimioluminiscente por medio del kit Clarity Western ECL Substrate
de Bio-Rad Laboratories, y las imagenes se visualizaron con el equipo ChemiDoc

XRS+ System de Bio-Rad Laboratories.

Anélisis estadistico

Los resultados de los ensayos de viabilidad celular, invasién, medicién de IL-2
secretada al medio fueron normalizados respecto al control sin tratamiento. Los
resultados de éstos muestran el valor promedio de tres experimentos
independientes por triplicado. Las diferencias significativas entre los tratamientos
de los ensayos se analizaron mediante un ANOVA de una via y con la prueba post
hoc de Dunnet para comparar respecto al control, y se consideraron significativas

cuando p<0.05. El analisis estadistico se realiz6 en el programa Graph Pad Prism 5.




Resultados y Discusion

Expresion de CTLA-4 en células de carcinoma mamario triple negativo

El primer objetivo de este proyecto fue el andlisis de la expresion de CTLA-4 en las
4 lineas celulares de carcinoma mamario triple negativo seleccionadas (DU4475,
MDA-MB-231, HCC70 y HCC1937). Para este propodsito se escogié la técnica de
citometria de flujo con tincién intracelular para la evaluaciéon de la expresion de
CTLA-4 en los controles, y en las lineas celulares de CMTN, ya que la deteccion de
CTLA-4 en membrana de linfocitos T primarios es dificil por medio de métodos
convencionales de citometria o microscopia, debido a que la expresiéon de CTLA-4
en membrana es irregular y poco estable, en comparacién a su contraparte CD28

[128], [129].

En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos del experimento con tincién
intracelular (n=1). Se utilizaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
activadas y no activadas como control positivo de la expresion de CTLA-4. Las
CMSP no activadas tienen un porcentaje bajo de células que expresan CTLA-4
(0.72%), en cambio, las CMSP activadas presentan un valor de 78.9%. Estas células
se encuentran compuestas por linfocitos, monocitos, células NK y/o células
dendriticas. Los linfocitos T presentes pueden ser estimulados con
fitohemaglutinina para activarlos y asi aumentar la expresion in vitro de CTLA-4
[130], [131]. Por esa razén se ve una diferencia en los porcentajes de células positivas
para CTLA-4 entre las CMSP activadas y no activadas. Igual en la Figura 6 se
muestran las gréficas de punto obtenidas del andlisis de las lineas celulares DU4475,
MDA-MB-231, HCC70, y HCC1937, las cuales mostraron los siguientes porcentajes
de células positivas a CTLA-4: 8.13%, 24.5%, 7.36%, y 13.4%, respectivamente. Para
el estudio de la expresion de CTLA-4 se obtuvieron del andlisis los valores del
incremento en veces de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de CTLA-4 para

cada linea celular. Estos fueron 2.1 para DU4475, 1.8 para MDA-MB-231, 1.0 para
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HCC70y 1.8 para HCC1937. Los valores del incremento en veces de MFI se obtienen
a partir de la razén de la media de la intensidad de fluorescencia de los eventos
positivos para CTLA-4 sobre la media de la intensidad de fluorescencia de los
eventos negativos para CTLA-4 de cada linea celular. Estos valores correlacionan el
nimero de anticuerpos que reconocen y unen a un determinado antigeno, como
CTLA-4, permitiendo la cuantificacion de la expresion de antigeno por célula [132],
[133]. La linea celular que presenta la mayor cantidad de moléculas de CTLA-4 por
unidad de célula es DU4475; sin embargo, menos del 10% de la poblacién total de
esta linea es positiva para CTLA-4. Las lineas HCC1937 y MDA-MB-231 presentan
valores iguales de la cantidad de moléculas de CTLA-4 por célula, difiriendo solo en
que MDA-MB-231 tiene casi el doble del porcentaje de células CTLA-4+ que
HCC1937. La linea celular HCC70 presenta una molécula de CTLA-4 por célula
positiva en su expresion, siendo de igual manera la que presenta el menor porcentaje
de células CTLA-4+ de las lineas celulares de CMTN analizadas en este trabajo. Cabe
resaltar que las lineas MDA-MB-231 y HCC1937 presentan los valores mas altos de
porcentajes de células CTLA-4+ hasta ahora reportados en la literatura para lineas

celulares de carcinoma mamario triple negativo.

En la interpretacion y consideracion de estos resultados se debe tomar en cuenta que
solo se realizé una tnica repeticiéon de este experimento, y que los porcentajes de
células CTLA-4+ pueden cambiar al incrementar el ntmero de repeticiones.
Ademas, durante el experimento no se consideré el uso de un control de isotipo.
Este control se utiliza para estimar el nimero de células que reaccionan de manera
no especifica con el anticuerpo utilizado en el analisis [134]. A pesar de que el
anticuerpo utilizado es especifico para CTLA-4 pueden existir interacciones
inespecificas de los anticuerpos con receptores Fc presentes en leucocitos, o con
proteinas o moléculas inespecificas en las células de CMTN [135],[136]. Las uniones
inespecificas pueden evitarse al bloquear las células con un reactivo comercial de
bloqueo a Fc (como el utilizado en la metodologia de este experimento), con suero

de ratén o humano, o con concentraciones altas de IgG de humano o de ratén [137].




Sin embargo, aunque se utilizé un reactivo comercial de bloqueo Fc, no se pueden

descartar otras posibles interacciones inespecificas que se hubieran podido detectar

a partir de un control de isotipo.
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Figura 6. Expresion intracelular de CTLA-4 en células mononucleares de sangre periférica y
lineas celulares de cdncer de mama triple negativo. Ensayo de citometria de flujo con tincion
intracelular(n=1). Se evaluaron las lineas celulares DU4475, MDA-MB-231, HCC70 y HCC1937.
Se utilizaron como control de la expresion de CTLA-4 a células mononucleares de sangre periférica
activadas y no activadas.
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Efecto del bloqueo de CTLA-4 sobre la viabilidad celular

Al establecer que CTLA-4 se encuentra expresado en las 4 lineas celulares de CMTN,
se decidi6 evaluar si el boqueo de éste genera algiin efecto sobre el comportamiento
de la célula. El siguiente objetivo del trabajo fue evaluar el efecto sobre la viabilidad
celular al bloquear el receptor con un anticuerpo neutralizante anti-CD-152 e
Ipilimumab. En la Figura 7 se muestra el ensayo de viabilidad celular de la linea
HCC1937, donde se bloqueé CTLA-4 con el anticuerpo neutralizante anti-CD-152. A
las 24 horas se observa una disminucién de la viabilidad celular a las 3
concentraciones probadas del anticuerpo (1,5, y 10 ng/ml); sin embargo, al realizar
el analisis estadistico, se obtuvo que el efecto no era estadisticamente significativo.
En los andlisis posteriores a los tiempos de 48 y 72 horas se aprecia como hay un
incremento de la viabilidad celular sobre las células tratadas que las iguala al control
sin tratamiento, lo que implica que el efecto que tuvo el anticuerpo sobre éstas fue

transitorio, ya que las células fueron capaces de recuperarse y seguir proliferando.

24 h 48 h 72 h

Namero de células viables
Namero de células viables

Hg/ml ab. neutralizante anti-CD152

Figura 7. Ensayo de viabilidad celular de la linea HCC1937 con bloqueo de CTLA-4 con el
anticuerpo neutralizante anti-CD-152. Las células fueron tratadas con las siguientes
concentraciones del anticuerpo neutralizante anti-CD-152 (ug/mL): 1, 5, y 10. El control son células
sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento que las que si fueron tratadas. La
viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Los
valores reportados representan la media de dos pruebas por triplicado. Las barras de error indican el
error estandar de la media. Se realizo una comparacion multiple (prueba de Dunnett) entre el control
y los tratamientos. *p<0.05 vs control negativo.
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Figura 8. Ensayo de viabilidad celular de la linea HCC1937 con bloqueo de CTLA-4 con
Ipilimumab. Las células fueron tratadas con las siguientes concentraciones de Ipilimumab (ug/mL):
1, 5, y 10. El control son células sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento que las
que si fueron tratadas. La viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas mediante el ensayo
colorimétrico de MTT. Los valores reportados representan la media de tres pruebas independientes
por triplicado. Las barras de error indican el error estindar de la media. Se realizé una comparacion
muiltiple (prueba de Dunnett) entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control negativo.

En la Figura 8 se muestra el ensayo de viabilidad celular de la linea HCC1937, pero
con bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab a 3 diferentes concentraciones. A las 24
horas se puede observar que las 3 concentraciones (1, 3, y 5 pg/ml) muestran una
menor viabilidad celular que el control sin tratamiento; no obstante, en el analisis
estadistico no se obtuvo significancia. En cambio, a las 48 horas el efecto del bloqueo
de CTLA-4 con Ipilimumab afecta de manera significativa a la viabilidad celular a
las 3 concentraciones, siendo la concentracion de 10 ng/ml de Ipilimumab la que
ocasiona el mayor efecto con una disminucién de la viabilidad celular del 32.4%. En
el anélisis a las 72 horas se ve que a las 3 concentraciones del tratamiento presentan
una viabilidad celular cercana al control, lo que implica que a pesar de que el
tratamiento de Ipilimumab disminuy6 o detuvo la proliferaciéon de una fraccién de
las células desde las 24 horas, éstas fueron capaces de recuperarse después de las 48

horas.

Las diferencias en la disminucién de la viabilidad celular de HCC1937 dependientes
del tipo de anticuerpo usado para el bloqueo de CTLA-4, sugiere que a pesar de que

Ipilimumab y el anticuerpo neutralizante se dirigen especificamente al mismo
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blanco no conducen al mismo efecto. Esto se puede deber a la secuencia de
aminoacidos con la que interactian especificamente sobre el dominio extracelular
de CTLA-4, ya que se encuentra reportado que Ipilimumab se une en el mismo
dominio en el que interacttian los ligandos CD80 y CD86 de CTLA-4, mientras que
el anticuerpo neutralizante interactta en un dominio adyacente al que

interactuarian los ligando de CTLA-4 [138], [139].
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Figura 9. Ensayo de viabilidad celular de la linea HCC70 con bloqueo de CTLA-4 con el
anticuerpo neutralizante anti-CD-152. Las células fueron tratadas con las siguientes
concentraciones del anticuerpo neutralizante anti-CD-152 (ug/mL): 1, 5, y 10. El control son células
sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento que las que si fueron tratadas. La
viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Los
valores reportados representan la media de una prueba por triplicado. Las barras de error indican el
error estandar de la media. Se realizo una comparacion miiltiple (prueba de Dunnett) entre el control
y los tratamientos. *p<0.05 vs control negativo.

En la Figura 9 se muestra el resultado del bloqueo de CTLA-4 con el anticuerpo
neutralizante en la linea HCC70, y en la Figura 10 el resultado del bloqueo con
Ipilimumab. A las 24 horas se observan que a las 3 diferentes concentraciones
utilizadas tanto para Ipilimumab como para el anticuerpo neutralizantes anti-CD152
hay disminucién en la viabilidad celular en comparacién con el control, pero esta
disminuciéon no fue estadisticamente significativa. Para ambos tratamientos
mostrados en la Figura 9y Figura 10 se aprecia que a partir de las 48 horas las células
se recuperan, ya que la viabilidad celular de los tratamientos muestra valores
similares al control. La falta de un efecto sobre la viabilidad estadisticamente

significativo se puede deber a que esta linea present6 el menor porcentaje de células
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CTLA-4+ (7.36%) y la menor expresion de moléculas de CTLA-4 por célula (1.0) por
lo tanto el posible efecto que se pudo haber tenido al bloquear CTLA-4 no es

cuantificable bajo las condiciones en las que se disefi6 el experimento.

72 h

0
Control Control 1 5 10
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Figura 10. Ensayo de viabilidad celular de la linea HCC70 con bloqueo de CTLA-4 con
Ipilimumab. Las células fueron tratadas con las siguientes concentraciones de Ipilimumab (ug/mL):
1, 5, y 10. El control son células sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento que las
que si fueron tratadas. La viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas mediante el ensayo
colorimétrico de MTT. Los valores reportados representan la media de dos pruebas independientes
por triplicado. Las barras de error indican el error estindar de la media. Se realizé una comparacion
muiltiple (prueba de Dunnett) entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control negativo.

La falta de un efecto estadisticamente significativo sobre la viabilidad celular de las
lineas celulares HCC1937 y HCC70 donde se bloqueé6 CTLA-4 con el anticuerpo
neutralizante anti-CD-152, condujo a decidir que los siguientes experimentos solo se

realizarian con el tratamiento de Ipilimumab.

En la Figura 11 se presentan los resultados del ensayo de viabilidad celular de la
linea MDA-MB-231, donde se bloque6 CTLA-4 con Ipilimumab. Similar al
comportamiento observado para la linea HCC1937, se ve que a las 24 horas a las 3
concentraciones de Ipilimumab probadas (1, 5, y 10 ng/ml) hay una disminucion de
la viabilidad celular estadisticamente significativa en comparacion a su control. A
las 48 horas, el mismo efecto persiste, donde el tratamiento con 10 pg/ml de
Ipilimumab presenta el menor ntimero de células viables, en otros términos, su

viabilidad celular es 29% menor en comparacioén al control. Sin embargo, a las 72
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horas el namero de células viables de los tratamientos es cercano al del control, lo
que indica que las células después de las 48 horas lograron recuperarse, y continuar

proliferando.
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Figura 11. Ensayo de viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 con bloqueo de CTLA-4
con Ipilimumab. Las células fueron tratadas con las siguientes concentraciones de Ipilimumab
(ug/mL): 1,5,y 10. El control son células sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento
que las que si fueron tratadas. La viabilidad celular se evalud a las 24, 48 y 72 horas mediante el
ensayo colorimétrico de MTT. Los valores reportados representan la media de tres pruebas
independientes por triplicado. Las barras de error indican el error estandar de la media. Se realizo una
comparacion multiple (prueba de Dunnett) entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control
negativo.

Ademas de limitar que en los siguientes experimentos solo se emplearia Ipilimumab
como tratamiento para bloquear CTLA-4, se decidi6 no hacer los ensayos de
viabilidad celular con la linea celular DU4475. Estos experimentos ya fueron
realizados por nuestro grupo de investigacion pero con concentraciones mas
elevadas (500 pg/ml) [127] a las propuestas en este trabajo. Se prefiri6é conservar una
concentracion méxima de 10 pg/ml de Ipilimumab en los experimentos para
mantenerse en el rango de concentracion de reactivo en los cuales grupos previos de
investigacion han trabajado, ya sea con anticuerpos anti-CTLA-4 (2000 células de la
linea MDA-MB-231 a concentraciones de 1, 2 y 3ug/ml [140]) o Ipilimumab
(incubaron 200,000 células de melanoma con 20 pg/ml de Ipilimumab [119]),

facilitando de esta manera la comparacién de resultados. Por esta razén, y que no
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se observaron efectos significativos sobre la linea HCC70, se decidi6 continuar

trabajando solo con las lineas celulares HCC1937 y MDA-MB-231.

Los resultados obtenidos de estos experimentos apoyan que Ipilimumab es capaz de
interactuar con el CTLA-4 expresado en lineas celulares de CMTN, y que ademas
CTLA-4 es funcional dentro de la célula. Por otra parte, experimentos previos
corroboran que el CTLA-4 expresado en lineas celulares de melanoma es funcional
y capaz de interactuar con Ipilimumab [118]; ademas, que Ipilimumab interactta a
diferentes niveles de intensidad con el CTLA-4 expresado en membrana de las
células tumorales, y que el nivel de expresion de CTLA-4 es independiente del

estadio de diferenciacion de la linea celular primaria de melanoma([119].

En el sistema inmune, una de las funciones de CTLA-4 es la prevencién de la muerte
celular inducida por activacion (Activation Induced Cell Death , AICD por sus siglas
en inglés), donde al inhibir a CTLA-4 los LT se encontraban vulnerables a apoptosis
[135]. La prevencion de AICD es dependiente de la supresion del sistema Fas
mediada por PI3K, que induce la activaciéon de Bcl-2 y la inactivaciéon de FKHRL1
(factor de transcripcion que regula la expresiéon de FasL). Este mecanismo esté
mayormente presente en la evasiéon de apoptosis de las Tn2 [136]. Una funcién de
CTLA-4 en la célula tumoral podria ser también la prevenciéon de AICD; ya que el
bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab en las lineas HCC1937 y MDA-MB-231 caus6
una disminucién en su viabilidad. Ademads, esta reportado que las lineas de
melanoma B16-FO y B16-F1 (positivas en la expresion de CTLA-4) después de 48
horas de haberlas tratado con 10 ng/ml de un anticuerpo anti-CTLA-4 se observé
una induccién notable de apoptosis, con incrementos en muerte celular de 14.68 +
4.11% para la linea B16-F0, y 15.92 + 2.42% para la linea B16-F1 en comparacién con
el control [143].

Los resultados obtenidos de los experimentos de viabilidad celular solo nos indican
el namero de células que siguen viables metabdlicamente después de un

determinado tiempo de incubacién con el tratamiento de Ipilimumab. Pero en
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nuestras condiciones experimentales se desconoce si el bloqueo de CTLA-4 caus6
apoptosis o si freno a la célula en una etapa de su ciclo celular. Esta reportado que
al incubar la linea celular MDA-MB-231 con 3 pg/mL de anticuerpo monoclonal
anti-CTLA-4 se redujo la viabilidad celular a las 72 horas (14.82 + 2.17%). Y que el
bloqueo de CTLA-4 no altera la progresioén del ciclo celular, sino que causa apoptosis
[120]. Por los resultados similares encontrados en ese trabajo y en el nuestro,
podemos sugerir que las células a las que se les bloqueo CTLA-4 realizaron
apoptosis, dejando inalteradas a las otras células CTLA-4-, las cuales siguieron
proliferando, explicando porque en las Figura 8 y 11 se ve que a las 72 horas no se
ve una disminuciéon de la viabilidad celular de nuestros tratamientos en

comparacién con el control.

A pesar de obtener resultados interesantes que concuerdan con un efecto
previamente reportado, es importante observar que para asegurar que el efecto visto
sobre la viabilidad celular causado por Ipilimumab es exclusivo de su interacciéon
con CTLA-4, y no por alguna interaccién adicional inespecifica. Para este proposito
se hubiera utilizado un control de anticuerpo, uno que cuente con la misma fracciéon
cristalizable que Ipilimumab, para descartar posibles interacciones inespecificas.
Este tipo de control no se utiliz6 ya que se consider6 innecesario, puesto que no hay
reportes que indiquen que nuestras lineas celulares utilizadas expresan receptores
Fc; sin embargo, existe un reporte que la linea de cadncer de mama T-47D expresa en
membrana FcyRI (CD64) [144], entonces no se puede descartar completamente que
nuestras lineas celulares no expresen algun receptor capaz de interactuar con el
fragmento constante de los anticuerpos utilizados, o que existan adicionales

interacciones inespecificas.

Los efectos sobre CTLA-4 descritos en nuestro trabajo y lo reportado para las lineas
celulares de melanoma, y la linea de CMTN MDA-MB-231, ayudan a ampliar la
vision sobre un nuevo mecanismo no inmunolégico con el que cuentan los

anticuerpos anti-CTLA-4.
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Efecto del bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab sobre la capacidad invasora

La capacidad de migracién e invasion celular es fundamental para la tumorigénesis,
y para la realizacién de una efectiva respuesta inmune. En el caso de las células
tumorales involucra la degradacién de la matriz extracelular (ECM) de sus
alrededores para crear sus propios carriles que les permitiran invadir por aberturas
que van de 1-20pm [145]. CTLA-4 participa en la migraciéon de Tw1 hacia CXCL12,
CCL19 y CCL4 al aumentar el niimero de receptores de quimiocinas CCR5 y CCR?.
Ademas, fomenta la migracion de Tw hacia ndédulos linfaticos y sitios de
inflamacion[129], [146]. Debido al papel de CTLA-4 en la migracién de los linfocitos
T se decidi6 estudiar si el bloqueo de este receptor presente en las células de CMTN

tiene un efecto sobre la capacidad invasora de estas células.

En la Figura 12 se muestran los resultados del ensayo de invasién de las lineas
celulares MDA-MB-231 y HCC1937. Para la linea HCC1937 se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el control positivo y el negativo.
Esto se debe a que el control positivo contiene suero fetal bovino (SFB) como
quimioatrayente, y su presencia fomenta la invasion de las células de la cdmara
superior hacia la inferior. Igualmente, hay una diferencia significativa entre nuestro
tratamiento contra el control negativo, ya que igual que el control positivo el
tratamiento de ipilimumab tenia como quimioatrayente SFB en la camara inferior.
Sin embargo, no se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre el
tratamiento y el control positivo, mostrando que el bloqueo de CTLA-4 con
Ipilimumab no altera la capacidad invasora de la linea celular HCC1937. En esta
misma figura se ven los resultados para la linea MDA-MB-231. A diferencia con la
linea HCC1937, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los
controles, o entre los controles y el tratamiento. A pesar de que se observa una
diferencia entre el nimero de células que fueron capaces de invadir de los controles,
no se obtuvo significancia estadistica debido al rango de variabilidad obtenido en

las repeticiones. Comparando el tratamiento de Ipilimumab contra el control
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positivo para la linea MDA-MB-231, ambos presentan valores muy cercanos, lo que
descarta que el tratamiento con Ipilimumab altera la capacidad invasora de esta

linea celular.
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Figura 12. Efecto del bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab en la capacidad invasora de las
lineas celulares HCC1937 y MDA-MB-231. Se evalué la capacidad de invasion de las lineas
celulares MDA-MB-231 y HCC1937 en respuesta a su incubacion con 10 ug/mL Ipilimumab. Se
utilizo SFB como quimioatrayente. La grafica muestra la media de tres ensayos independientes por
triplicado, las barras de error representan el error estandar de la media Se realizo una comparacion
muiltiple (prueba de Dunnett) entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control.

Las células MDA-MB-231 se encuentran reportadas como células invasoras [147] ;
no obstante, el namero de células que invadieron no sobrepasa una media de 1800
células en el control positivo. Estd reportado que se pueden aislar subpoblaciones
celulares de MDA-MB-231 para incrementar su capacidad invasora[148]; esto refleja
una heterogeneidad dentro de la misma linea celular, la cual puede explicar los

valores bajos obtenidos en nuestras condiciones experimentales. Por otra parte, la




linea celular HCC1937 es de etapa temprana, y se hubiera esperado nameros bajos
de células que invadieron, pero se obtuvo una media de 7068 células que invadieron
en el control positivo y 8775 células en el tratamiento con Ipilimumab. La capacidad
de la linea celular HCC1937 ya ha sido evaluada y reportado con porcentajes altos
de invasién, y su capacidad invasora se le adjudica a que esta linea celular presenta

una mutacién en el gen BRCA1[149], [150].

Efecto del bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab sobre la secreciéon de IL-2 al
medio

Un papel fundamental que tiene CTLA-4 en el linfocito T, es el de disminuir los
niveles de produccion de IL-2, provocando de esta manera una disminucién en la
sefializacion de activacion de los LT [50], [78], [151]. Los LT no son los tinicos capaces
de producir y secretar IL-2, ya que se encuentra reportado que células tumorales de
mama y de pulmén también producen IL-2 [152], [153]. Por estas razones, se decidié
analizar si nuestras dos lineas celulares son capaces de producir y secretar IL-2 en
condiciones normales y con tratamiento de Ipilimumab. En la Figura 13 se muestran
los resultados de este experimento. En ambas gréficas se encuentran las barras de la
concentracién de IL-2 (ng/mL) presentes en el medio de cultivo RPM], y en el suero
fetal bovino (SFB) solos. El tratamiento de Ipilimumab sobre la linea HCC1937
provoca un incremente en la cantidad de IL-2 secretada al medio. El bloqueo de
CTLA-4 provoco que las células secretaran 2.6 ng/ml mds que el control positivo.
Este comportamiento que hace eco a lo que pasa con el linfocito T cuando CTLA-4
es bloqueado. La linea MDA-MB-231 también es capaz de producir y secretar IL-2;
sin embargo, no en altas cantidades. La concentraciéon de IL-2 que aportan en
conjunto el SFB y el medio RPMI es de 4.5 ng/mL, y la concentracién de IL-2
encontrada en el medio de cultivo de las células del control positivo es de 5.1 ng/mL.

A pesar de que la linea celular MDA-MB-231 puede secretar IL-2 al medio, no se
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encontro6 diferencia entre el control de células cultivadas en medio con SFB y las que

fueron tratadas con Ipilimumab.
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Figura 13. Cuantificacion de IL-2 secretada al medio de las lineas celulares HCC1937 y
MDA-MB-231. Se cuantifico por una ELISA de captura la cantidad de IL-2 que es secretada en un
lapso de 48 horas por estimulo del blogueo de CTLA-4 con Ipilimumab. Los controles son células
incubadas por el mismo lapso de tiempo, pero en presencia y ausencia de SFB. Adicionalmente se
presentan las concentraciones de IL-2 del medio de cultivo RPMI 1640 y del SFB. La grafica muestra
la media de tres ensayos independientes por triplicado, las barras de error representan el error
estandar de la media Se realizo una comparacion miiltiple (prueba de Dunnett) entre el control y los
tratamientos. *p<0.05 vs control.

Se encuentra definido el rol de IL-2 sobre el sistema inmune; sin embargo, poco se
conoce del rol definitivo que esta interleucina tiene sobre las células tumorales.
Mindiola et al. demostraron que la expresién de IL-2, IL-2R e IL-10 en tejido cervical
juegan un papel en el desarrollo de la displasia intraepitelial cervical[154], mientras
que la expresion de IL-2 es asociada con proliferacion celular en casos de carcinomas
de células escamosas de cabeza y cuello [155]. El mecanismo que puede explicar ese
efecto es que la IL-2 endégena de las células tumorales puede regular la progresién
del ciclo celular por medio de la regulacién de niveles de expresion de inhibidores
de CDK [156]. Debido a la existencia de una terapia inmunolégica basada en la
administracion de IL-2 con el propésito de la activacion de la respuesta
inmunolégica [157], se puede ver el problema que causaria una respuesta dual por
esta terapia. Se hipotetiza que altas concentraciones de IL-2 activan a células del

sistema inmune, como linfocitos CD8, CD4 y Y§, y células NK, para favorecer la
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eliminacion de células tumorales. Contrariamente, bajas concentraciones pueden
promover un microambiente inmunoregulatorio que permita a las células tumorales
proliferar[158]. Esto sigue representando un problema para la administracion de
esta terapia, ya que el uso de altas concentraciones de IL-2 puede generar severos

efectos secundarios.

A partir de que se observé que HCC1937 y MDA-MB-231 secretan IL-2 al medio, se
decidi6 probar el efecto que podria tener la adicion de IL-2 ex6gena al medio sobre
la viabilidad celular. En la Figura 14 y 15 se presentan los resultados para las lineas
celulares HCC1937 y MDA-MB-231, respectivamente. A las 24 horas se observan en
ambas figuras que la adicion de IL-2 exdgena no ocasiono diferencias en la viabilidad
celular. En cambio, a las 48 horas se puede notar a las concentraciones de 0.04 y 0.2
png/ml que la viabilidad celular es menor para ambas lineas celulares. La
disminucién en la viabilidad celular a las concentraciones de 0.04 y 0.2 pg/ml se
mantuvo hasta las 72 horas, para ambas lineas celulares. Pese a que esas dos
concentraciones de IL-2 exdgena ejercieron un efecto sobre la viabilidad celular, la
menor concentracion utilizada (0.004 pg/ml) no tuvo efecto en ninguna de las lineas
celulares probadas. Es interesante notar que dos las concentraciones afiadidas de IL-
2 (0.04 y 0.2 pg/ml) disminuyeron la viabilidad celular en proporciones similares a

las 48 y 72 horas en ambas lineas celulares.
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Figura 14. Ensayo de viabilidad celular de la linea HCC1937 en incubacion con IL-2 exdgena.
Las células fueron tratadas con las siguientes concentraciones de IL-2 exdgena (ug/mL): 0.004, 0.04,
y 0.2. El control son células sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento que las que
si fueron tratadas. La viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas mediante el ensayo
colorimétrico de MTT. Los valores reportados representan la media de tres pruebas independientes
por triplicado. Las barras de error indican el error estindar de la media. Se realizo una comparacion

muiltiple (prueba de Dunnett) entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control negativo.
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Figura 15. Ensayo de viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 en incubacién con IL-2
exégena. Las células fueron tratadas con las siguientes concentraciones de IL-2 exdgena (ug/mL):
0.004, 0.04, y 0.2. El control son células sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento
que las que si fueron tratadas. La viabilidad celular se evalud a las 24, 48 y 72 horas mediante el
ensayo colorimétrico de MTT. Los valores reportados representan la media de tres pruebas
independientes por triplicado. Las barras de error indican el error estandar de la media. Se realizo una
comparacion miltiple (prueba de Dunnett) entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control
negativo.
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No esta reportado el papel que juega IL-2 en lineas celulares de cancer de mama
triple negativo, ya que previamente se desconocia si estas células eran capaces de
producir y posteriormente secretar IL-2 al medio, de la misma manera que se
ignoraba que al afiadir IL-2 ex6gena se altera su viabilidad celular. Esta reportado
que en las lineas de cancer cervical CALO e INBL aparte de expresar IL-2R y secretar
IL-2, la adicién de IL-2 induce su proliferacion celular[159]. No obstante, el efecto de
IL-2 ex6gena sobre lineas tumorales puede variar debido a la concentracién de SFB
en el medio de cultivo del experimento, el tipo de linea celular, e incluso la
concentraciéon que se le afiade de esta interleucina. Esta reportado que la linea A549
de carcinoma de pulmén con una concentracién de 100 IU/ml de rIL-2 y en
condiciones de 5% de SFB tuvo un aumento significativo de la proliferacion celular
(+38%) pero con una concentracién de 0.5% de SFB tuvo una disminucién de la
proliferacion celular (-12%). Resultado similar se obtuvo con la linea G361 de
melanoma. Pero cuando se estudié con la linea MCF-7 de adenocarcinoma de seno,
se observ6 una disminucion del 17% sobre la proliferacion celular, independiente de

las condiciones del experimento[160].

Efecto del bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab sobre las vias de ERK, Akt, y
JNK

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad, y de cuantificaciéon
de IL-2 secretada, se decidi6 analizar cuales podrian ser las vias de sefializacion que
podrian estar involucradas. La estrategia que se sigui6 para elegir a las vias de
sefializacion a estudiar fue que se encontrara reportado el papel de CTLA-4 para
inducir o suprimir dicha via dentro del ambito de los linfocitos T. Se escogieron las

vias de Akt, JNK, y ERK.

CTLA-4 es capaz de inducir una sefalizacién positiva sobre los linfocitos T, y se ha
comprobado que CTLA-4 se une a PI3K, que conduce a la activacion de PDK1 y

concluye en la activaciéon de Akt por medio de la fosforilaciéon en Thr308 y Ser473.

(1



Igualmente es capaz de activar la via de JNK en células linfocitos T CD4+; sin

embargo, inhibe a ERK, ya que esta via tiene un papel primordial en la transcripcién

de IL-2 [101], [102], [161], [162].

La Figura 16 muestra las bandas obtenidas para el estudio de las vias de Akt, ERK,
y JNK. Cada carril representa un tiempo en el que se incubo la linea celular en
cuestiéon con 10 pg/ml de Ipilimumab, cada analisis se acompafi6é con el control de
la linea celular, que fue extracto de proteina total de células sin tratamiento. Cabe

destacar que estos ensayos se repitieron 2 veces (n=2), y en cada ocasién se observo

el mismo fenémeno.
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Figura 16. Perfil de expresion de las proteinas ERK, JNK, y Akt en las lineas celulares
HCC1937 y MDA-MB-231 a diferentes tiempos de estimulacion con Ipilimumab. Ensayo de
western blot donde se muestran las bandas obtenidas para las proteinas GAPDH (control de carga),
P-ERK 1/2, ERK 1/2, P-JNK, JNK, P-Akt (Thr308 y Ser 473) y Akt, cada banda corresponde al
tiempo marcado con el que las células fueron incubadas con 10 ug/ml de Ipilimumab.

En la Figura 16 se observa que en la linea HCC1937 se activan las vias de ERK 'y JNK,
lo cual refleja los efectos que hemos estado observando sobre esta linea cuando se le

aplica el tratamiento con Ipilimumab. En el LT cuando se bloquea la actividad de
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CTLA-4, las vias de sefializacion previamente inhibidas se activan, como la de ERK,
involucrada en la estimulacion de la transcripcion de IL-2. Esto podria explicar
porque las células HCC1937 incubadas con Ipilimumab son capaces de secretar una
mayor cantidad de IL-2 que su control. Conjuntamente, JNK esta implicado en la
induccion de la transcripcién del gen de IL-2, 1o cual puede sumar a lo previamente
mencionado [161]. A pesar de ver una posible correlacion entre el efecto que causa
el bloqueo sobre la secreciéon de IL-2 y las vias de sefializacién involucradas para la
linea HCC1937, esto no se observa tan claro para la linea MDA-MB-231, ya que ERK
se encuentra constitutivamente activo, igual que JNK, lo cual complica el poder
apreciar algtin cambio evidente, encima que no hubo cambio en la cantidad de IL-2

secretada a partir del bloqueo de CTLA-4.

Akt es una proteina cinasa especifica de serina y treonina que fosforila a efectores
para la supervivencia celular, proliferacion, y vias metabdlicas[163]. A partir de que
se observé una disminucion de la viabilidad celular con el bloqueo de CTLA-4 sobre
las dos lineas, se hubiera esperado ver una inhibicién de esta via; sin embargo, la
activaciéon observada tanto en HCC1937 como en MDA-MB-231 va de acuerdo en
que CTLA-4 es capaz de regularla tanto en estos tipos celulares como en el contexto

del linfocito T.

Al momento de este trabajo, no se encontré un trabajo previo que reporte el efecto
que tiene el bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab sobre las vias de Akt, ERK, y JNK.
Existen principalmente dos trabajos que reportan activaciéon de vias en células
tumorales a partir de la activacion o bloqueo de CTLA-4, uno de estos fue el
realizado por Contardi et al. mostrando que la interaccién de CTLA-4 con proteinas
recombinantes de sus ligandos causaba una incisién sobre la caspasa 8, y activaciéon
sobre la caspasa efectora 3[118]. El segundo trabajo publicado en 2019, reporta que
la expresion de CTLA-4 en células de melanoma se encuentra regulado por la via de
IFNG, siendo STATT1 el principal factor de transcripcién responsable de mediar la

expresion de CTLA-4 por IFNG, asimismo, que la activacion constitutiva de vias de
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las MAPK en melanoma incrementa la expresion de CTLA-4 de manera
independiente a la via de IFNG [164]. Este ultimo dato podria explicar el alto
porcentaje de expresiéon de CTLA-4 para la linea MDA-MB-231 (24.5%) en relacién

con la activacién constitutiva de ERK y JNK.

Expresion de CD80 y CD86 en células de carcinoma mamario triple negativo

La expresion de CTLA-4 y otras moléculas de puntos de control en células tumorales
podria representar otro mecanismo por el cual estas células evaden y suprimen al
sistema inmune. Se ha demostrado extensivamente que moléculas
inmunoreguladoras se encuentran expresadas en una variedad de tumores
humanos y murinos[165]. CD80 y CD86 (ligandos naturales de CTLA-4)
comunmente encontrados en células presentadoras de antigeno como células
dendriticas, linfocitos B, y macréfagos, han sido encontradas en bajos niveles de
expresion en una variedad de lineas celulares por medio de citometria de flujo[166].
La expresion de CD80 y CD86 en el carcinoma nasofaringeo se asocié con un mejor
resultado clinico. Por el contrario, la expresion de CD86 en las células de mieloma y
de leucemia mieloide aguda se ha relacionado con un pronéstico adverso. Mientras
que la expresion en células de melanoma no hubo correlaciéon con el resultado clinico
[126]. Por estos motivos se decidié evaluar si también se encuentran expresados
estos ligandos en las lineas de HCC1937 y MDA-MB-231 de cancer de mama triple
negativo. Esta reportado su expresion en células tumorales renales, carcinomas
gastricos y colorrectales [125], [126], pero no ha habido reportes de su expresion en

cancer de mama.

En la Figura 17 y 18 se muestran los resultados de citometria de flujo del analisis de
expresion de CD80 y CD86 en membrana de las lineas celulares MDA-MB-231 y
HCC1937 (n=1). Ambas lineas celulares expresan ambos ligandos en la membrana,
siendo CD86 el de mayor abundancia. La linea MDA-MB-231 tuvo 8.97 % de células
CD80+ y 45.1% de células CD86+. En el caso de la linea HCC1937, fueron 8.35% de
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células CD80+ y 14.4% células CD86+. Para el estudio de la expresion de CD80 y
CD86 se obtuvieron del analisis los valores del incremento en veces de la intensidad
media de fluorescencia (MFI) de ambos ligandos y para cada linea celular. Estos
fueron para el ligando CD80: 2.13 para MDA-MB-231 y 1.89 para HCC1937, y para
el ligando CD86: 2.20 para MDA-MB-231 y 1.86 para HCC1937. Los valores del
incremento en veces de MFI se obtienen a partir de la razén de la media de la
intensidad de fluorescencia de los eventos positivos para CD80 o CD86 sobre la
media de la intensidad de fluorescencia de los eventos negativos para CD80 o CD86
de cada linea celular. Estos valores correlacionan el ntiimero de anticuerpos que
reconocen y unen a un determinado antigeno, como CD80/CD86, permitiendo la

cuantificacion de la expresion de antigeno por célula [132], [133].

Este es el primer reporte de que los ligandos de CTLA-4 se encuentran expresados
en lineas de carcinoma mamario triple negativo, lo cual nos podria sugerir una

posible interaccion entre ellos, y que el bloquear a CTLA-4 altera dicha interaccion.
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Figura 17. Expresién membranal de CD80 en monocitos-dendriticas y lineas celulares de
cdancer de mama triple negativo. Ensayo de citometria de flujo con tincion membranal donde se
evaluaron las lineas celulares MDA-MB-231, y HCC1937 (n=1). Se utilizaron como control de la
expresion de CD80 y CD86 a monocitos-dendriticas, y se utilizaron linfocitos como control negativo
de la expresion de dichas moléculas.
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Figura 18. Expresién membranal de CD86 en monocitos-dendriticas y lineas celulares de
cdancer de mama triple negativo. Ensayo de citometria de flujo con tincion membranal donde se
evaluaron las lineas celulares MDA-MB-231, y HCC1937 (n=1). Se utilizaron como control de la
expresion de CD80 y CD86 a monocitos-dendriticas, y se utilizaron linfocitos como control negativo
de la expresion de dichas moléculas.

Efecto de la interaccién de CTLA-4 con su ligando sobre la viabilidad celular

Al ver que hay un efecto al bloquear CTLA-4 con Ipilimumab, se decidi6 estudiar el
efecto que ocasionaria si en lugar de bloquear, se afiadiera al medio una proteina

recombinante de uno de los ligandos de CTLA-4. En este caso se escogié una
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proteina recombinante de CD80 (rCD80), ya que es ligando con el que tiene mayor

afinidad CTLA-4 [167].

En la Figura 19 se muestran los resultados de la viabilidad celular de la linea
HCC1937 con interacciéon de CTLA-4 con rCD80. Se probaron 3 concentraciones de
rCD80 (0.025, 0.15, 1.0 ng/ml) de éstas se encontré que a las 24 horas la tinica que
ejerci6 un efecto sobre la viabilidad celular fue la de 0.15 pg/ml. Bajo esta
concentracién y a las 24 horas se disminuy¢ la viabilidad celular en un 16.8 % en
comparaci(’)n con su control sin tratamiento; sin embargo, este efecto no se mantuvo
después de este tiempo, ya que a las 48 y 72 horas las células se recuperaron, es decir,
que continuaron proliferando. Respecto a las otras concentraciones probadas,
ninguna ejercié un efecto sobre la viabilidad celular de la linea HCC1937 en los

tiempos posteriores.
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Figura 19. Ensayo de viabilidad celular de la linea HCC1937 con interaccién de CTLA-4 con
una proteina recombinante de CDS80. Las células fueron tratadas con las siguientes
concentraciones de la proteina recombinante CD80 (ug/mL): 0.025, 0.15, y 1. El control son células
sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento que las que si fueron tratadas. La
viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Los
valores reportados representan la media de tres pruebas independientes por triplicado. Las barras de
error indican el error estindar de la media. Se realizo una comparacion miiltiple (prueba de Dunnett)
entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control negativo.
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Figura 20. Ensayo de viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 con interaccion de CTLA-
4 con una proteina recombinante de CD80. Las células fueron tratadas con las siquientes
concentraciones de la proteina recombinante CD80 (ug/mL): 0.025, 0.15, y 1. EI control son células
sin tratamiento, pero que recibieron el mismo procedimiento que las que si fueron tratadas. La
viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Los
valores reportados representan la media de tres pruebas independientes por triplicado. Las barras de
error indican el error estindar de la media. Se realizé una comparacion miiltiple (prueba de Dunnett)
entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control negativo.

En la Figura 20 se muestran los resultados de la viabilidad celular de la linea MDA-
MB-231 con interaccion de CTLA-4 con rCD80. En el caso de esta linea las
concentraciones de 0.025 y 0.15 ng/ml disminuyeron la viabilidad celular a las 24 y
72 horas. A las 24 horas la concentracién de 0.025 ng/ml disminuy¢ la viabilidad
celular en un 20.6%, mientras que la concentracion de 0.15 pg/ml la disminuy¢ la
viabilidad en un 18.8%. El efecto sobre la viabilidad celular de estas concentraciones
no se aprecia a las 48 horas, esto se puede deber a la dispersion de los datos
obtenidos. A las 72 horas, bajo esas mismas concentraciones hay disminucién de la
viabilidad celular, en un 11.76% para la concentracion de 0.025 pg/ml, y 16.02% para
la concentracién de 0.15 pg/ml. La concentracion mas alta de rCD80 probada , 1.0
ng/ml, no ejercié un efecto sobre la viabilidad que fuera significativo bajo nuestro
andlisis estadistico, aunque en la Figura 20 se puede notar disminucién en la

viabilidad celular.

Es interesante ver como las dos lineas celulares que actuaron de manera similar con

el tratamiento de Ipilimumab, presentan relativamente diferentes comportamientos
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a la hora de afiadir un tratamiento con rCD80. Esta diferencia se puede deber que tal
vez esta proteina no interactia con la misma afinidad por CTLA-4 que con la que

actda Ipilimumab, o adicionalmente que causa un efecto diferente.

Solo se encuentra un experimento similar al realizado reportado en la literatura. A
la linea de osteosarcoma HOS se le incubo por 48 horas en medio ya sea en presencia
de proteina recombinante para CD80, CD86, CD28 o CTLA-4, usando a estos tltimos
dos como controles negativos. Se observé que rCD80 y rCD86 indujeron apoptosis
de manera dependiente a la dosis, donde los mayores efectos se notaron a una
concentraciéon de 25 pg/ml para ambas proteinas [118]. Comparando ambos
resultados, las células triple negativo pudieron alcanzar un efecto medible y
constante a partir de dosis menores (0.025 y 0.15 pg/ml) de r CD80, pero es posible

que este efecto se hubiera podido incrementar al aumentar la dosis.

Efecto de la interacciéon de CTLA-4 con su ligando sobre la secrecién de IL-2
al medio

Se desconoce si la interacciéon del CTLA-4 presente en células tumorales con uno de
sus ligandos es capaz de afectar la capacidad de secretar IL-2 de la célula tumoral.
Por ello se decidi6 evaluar el efecto de rCD80 sobre la cantidad de IL-2 secretada por
medio de una ELISA de captura, donde las células fueron incubadas por 48 horas a
diferentes condiciones experimentales y con tratamiento de rCD80 a wuna
concentraciéon de 0.15 pg/ml. Se eligi6é esta concentracién porque fue en la que se
observé un efecto significativo sobre ambas lineas celulares. En la Figura 21 se
muestran los resultados para las lineas MDA-MB-231 y HCC1937. En ambas gréficas
se encuentran las barras de la concentracién de IL-2 (ng/mL) presentes en el medio

de cultivo RPMI, y en el suero fetal bovino (SFB) solos.
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Figura 21. Cuantificacion de IL-2 secretada al medio de las lineas celulares HCC1937 y
MDA-MB-231. Se cuantifico por una ELISA de captura la cantidad de IL-2 que es secretada en un
lapso de 48 horas por estimulo de la interaccion de CTLA-4 con la proteina recombinante CD80. Los
controles son células incubadas por el mismo lapso, pero en presencia y ausencia de SFB.
Adicionalmente se presentan las concentraciones de IL-2 del medio de cultivo RPMI 1640 y del SFB.
La grafica muestra la media de tres ensayos independientes por triplicado, las barras de error
representan el error estindar de la media Se realizo una comparacion miiltiple (prueba de Dunnett)
entre el control y los tratamientos. *p<0.05 vs control

A diferencia del bloqueo con Ipilimumab, el tratamiento con el ligando de CTLA-4
no tuvo un efecto significativo sobre la cantidad de IL-2 secretada en ninguna de las
dos lineas celulares. Para la linea MDA-MB-231 parece que el tratamiento de rCD80
causa que se secrete menos IL-2 al medio, pero el valor obtenido proviene del SFB y
del medio RPM]I, y es igual al obtenido del control de células sin tratamiento. lo
interesante de esta linea es que produjo y secret6 IL-2 al medio en condiciones sin
SFB. Por parte de la linea HCC1937, las células que no fueron incubadas con SFB
secretaron una mayor cantidad de IL-2 medio, y las células que fueron incubadas
con SFB también fueron capaces de secretar IL-2 (10% mas de IL-2 que la sumatoria
de las concentraciones encontradas en el SFB y el medio de cultivo RPMI); sin
embargo, las células tratadas no secretaron IL-2 al medio, pero se desconoce si

fueron o no capaces de producirlo.




El bloqueo de CTLA-4 con Ipilimumab ocasiono que la linea HCC1937 fuera capaz
de secretar mayor cantidad de IL-2 al medio, pero no tuvo efecto sobre la linea MDA-
MB-231. El tratamiento de rCD80 provocoé que la linea HCC1937 no secretara IL-2 al
medio, donde este resultado posiblemente indique que la activacién de CTLA-4 por
medio de su interaccién con rCD80 juegue un rol similar al del linfocito T en la célula
tumoral, ya que disminuye los niveles de produccién de IL-2, que consecuentemente

impide su secrecion al medio.

Efecto de la interacciéon de CTLA-4 con su ligando sobre las vias de ERK 'y
Akt

A partir de las observaciones acumuladas de los experimentos con tratamiento de
rCD80, se decidi6 analizar si esta interaccion tendria un efecto sobre las vias de ERK
y Akt. Se decidi6é no continuar el analisis con la via de JNK puesto que no se vieron
efectos evidentes sobre esta con el tratamiento de Ipilimumab. La Figura 22 muestra
las bandas obtenidas para el estudio de las vias de Akt y ERK. Cada carril representa
un tiempo en el que se incubd la linea celular en cuestiéon con 0.15 pg/ml de rCD80,
cada andlisis se acompafié con el control de la linea celular, que fue extracto de
proteina total de células sin tratamiento. Cabe destacar que estos ensayos se

repitieron dos veces (n=2), y en cada ocasién se observo el mismo fenémeno.

La interaccién de rCD80 con CTLA-4 causa un efecto similar sobre la linea HCC1937
al observado con Ipilimumab, ya que se observa una activacion de la via de ERK en
el tiempo 10 minutos; pero no se ve un efecto evidente sobre la via de Akt, ya que
no hay fosforilaciéon en su dominio de Thr308, y solo una fosforilacién constitutiva
en Ser473. La activacion completa de Akt requiere de la fosforilacion de Thr308 y
Ser473[168], en tanto que en otros subtipos de cancer, como el cancer de pulmén de
células no pequenas detallan que la fosforilacién en Thr308 es el regulador primario
de la activacion de Akt [169]. Esta diferencia en la activacion de Akt es importante,

ya que el bloqueo de Ipilimumab causo una activacién completa de Akt en la linea
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HCC1937, pero rCD80 solo una activacién parcial. Por parte de la linea MDA-MB-
231, aun se observa la activaciéon constitutiva de la via de ERK, pero que a los 10
minutos se pudiera ver una posible amplificacién a su activacién en comparaciéon a
los tiempos previos. En cambio, para Akt, presenta un comportamiento similar al de
la linea HCC1937, sin fosforilaciéon en el dominio de Thr308 y fosforilaciéon constante

en el dominio de Ser473.
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Figura 22. Perfil de expresion de las proteinas ERK, y Akt en las lineas celulares HCC1937
y MDA-MB-231 a diferentes tiempos de estimulacién con CD80. Ensayo de western blot donde
se muestran las bandas obtenidas para las proteinas GAPDH (control de carga), P-ERK 1/2, ERK
1/2, P-Akt (Thr308 y Ser 473) y Akt, cada banda corresponde al tiempo marcado con el que las células
fueron incubadas con 0.15 ug/ml de la proteina recombinante CD8O0.

Al momento de la realizacién de este trabajo no se encontraron reportes de las vias
de sefializacién activadas en las células tumorales por causa de la interaccion de
CTLA-4 con su ligando CD80, siendo este el primer reporte de que CTLA-4 es
funcional en células de cancer de mama triple negativo, y que de acuerdo con que si

es bloqueado con Ipilimumab o activado por su ligando CD80 se presentan efectos

diferentes sobre la célula.
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Resumen de resultados

En resumen, se encontré que el receptor CTLA-4 se encuentra expresado en las
lineas DU4475, MDA-MB-231, HCC70 y HCC1937 de cancer de mama triple
negativo. De estas 4, las lineas MDA-MB-231 y HCC1937 mostraron una
disminucion significativa en su viabilidad celular al ser incubadas con Ipilimumab.
A pesar de ello, no se encontro efecto alguno de este tratamiento sobre la capacidad
invasora de las células. No obstante, se demostré que ambas lineas celulares son
capaces de secretar IL-2 al medio, y que para la linea HCC1937 aumenta la cantidad
de IL-2 secretada cuando se bloquea CTLA-4 con Ipilimumab. Adicionalmente, el
bloqueo de CTLA-4 causa que se active la via de ERK y Akt en la linea HCC1937,
pero no se ve un efecto claro del bloqueo de CTLA-4 sobre la activacién/inhibiciéon

de las vias de ERK, JNK, y Akt para la linea MDA-MB-231.

Por otro lado, se demostré que los ligandos de CTLA-4, CD80 y CD86 se encuentran
expresados en MDA-MB-231 y HCC1937. Y que al incubar las células con rCD80 se
disminuia la viabilidad celular, pero con un efecto menor a comparacién con el
tratamiento de Ipilimumab. Ademads, el tratamiento con rCD80 provoco una
disminucion en la cantidad de IL-2 secretada al medio para la linea HCC1937, pero
no para la linea MDA-MB-231. Respecto a las vias de sefalizacién, se observé

activacion en la via de ERK en ambas lineas, y una activacion parcial de Akt.

Hasta donde conocemos este es el primer reporte de la actividad de CTLA-4 sobre
células de carcinoma mamario triple negativo, donde no solo se reporta su
expresion, y los efectos que puede ocasionar el bloqueo y activaciéon de este receptor
sobre 3 importantes vias de sefializacién, sino que también encontramos que estas
células son capaces de secretar IL-2 al medio y son sensibles a IL-2 ex6gena. Estos
resultados muestran un posible rol activo de CTLA-4 sobre el sustento o progresiéon

carcinogénica en las células tumorales positivas en su expresién, ya que podria
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mostrar un mecanismo de evasién inmunitaria previamente no considerado desde

que se implemento6 Ipilimumab como terapia inmunolégica.
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Conclusién

Se acepta la hipotesis de investigacion, ya que las lineas celulares de carcinoma
mamario triple negativo expresan CTLA-4, CD80 y CD86. Ademas, que el bloqueo
de CTLA-4 con el anticuerpo neutralizante Ipilimumab genera una disminucién en
la viabilidad celular, un aumento en la cantidad de IL-2 secretada al medio, y
activacion de las vias de sefalizacion de ERK y AKT. No obstante, no genera efecto
sobre la capacidad invasora de las lineas celulares. Conjuntamente, la activacién de
CTLA-4 por interacciéon de su ligando, una proteina recombinante de CD80, provoca
disminucion de la viabilidad celular y de la concentracién de IL-2 secretada al medio
de cultivo. Adicionalmente, que esta interaccién provoca activacion de la via de

ERK, y activacion parcial en la via de Akt.
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Perspectivas

Pese a que la expresion de CTLA-4 en una variedad de células tumorales se
encuentra reportada desde el 2005 [118], y que en el 2013 se mostr6 que células de
melanoma son capaces de interactuar con Ipilimumab[119], este tema no se
encuentra lo suficientemente estudiado, ya que no se esta considerando el papel que
puede tener CTLA-4 en la progresiéon tumoral o evasion del sistema inmune en el
microambiente tumoral. A partir de los estudios y discusiones presentados en este
trabajo, las perspectivas de trabajos futuros se orientan principalmente en 3

direcciones.

Encontramos que la interacciéon de CTLA-4 con Ipilimumab o CD80 causa efectos
diferenciales en las lineas celulares MDA-MB-231 y HCC1937 sobre las vias de ERK,
Akt, y JNK, pero para probar que estas vias son las principales participantes en los
efectos vistos sobre la viabilidad celular y la secrecién de IL-2 seria necesario el
disefio de un experimento donde se bloqueen estas vias y a CTLA-4 para acertar si
el efecto visto es ocasionado por la activaciéon o inhibiciéon de dichas vias. La
inhibicion de ERK y JNK serian especialmente importantes para poder apreciar de
manera clara el papel que puedan tener estas sobre los efectos de CTLA-4 en la linea
MDA-MB-231, puesto que esta linea celular tenia altos niveles de activaciéon
constitutiva de estas vias. Adicionalmente, seria interesante expandir el estudio de
las vias de sefalizacién a otras posibles vias que podrian estar involucradas en los

fendmenos celulares observados.

Una de nuestras observaciones mas notables es que los ligandos de CTLA-4, CD80
y CDB86, se encuentran expresados en membrana de las dos lineas celulares
estudiadas que también expresaban CTLA-4 de manera intracelular. Seria
importante evaluar si estos ligandos son capaces de interactuar con CTLA-4 en

membrana causando un ciclo de retroalimentacion de ambas moléculas que
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beneficiara a la célula en algtin proceso carcinogénico, o que pudiera jugar un papel

en la evasion inmunolégica.

Los experimentos realizados se hicieron con lineas celulares en condiciones simples
e ideales para su crecimiento, pero se podrian obtener observaciones mas valiosas a
partir de la introduccién de co-cultivos con células del sistema inmune. Ya que se
tiene reportado que el CTLA-4 expresado en células de carcinoma mamario triple
negativo afecta el fenotipo maduro de células dendriticas, y que su bloqueo revierte
dicho efecto [140]. Este disefio experimental seria especialmente interesante, ya que
se pueden tomar en cuenta moléculas previamente no considerados, como la IL-2
endoégena secretada por la celula tumoral, y la expresion de los ligandos CD80 y

CD86 en membrana.

Estos experimentos adicionales darian un mayor acercamiento del papel que puede
jugar CTLA-4 en el microambiente tumoral, permitiendo dilucidar con mayor
claridad el rol completo que tiene este receptor no solo sobre las células del sistema
inmune, sino también sobre las células tumorales, lo que en el futuro podria permitir
saber como explotar toda la informacién recabada para su uso terapéutico en

pacientes con cancer de mama triple negativo.
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Anexos

Estrategia de citometria de flujo

A continuacién, se muestra la estrategia seguida para la adquisicion de los datos del
andlisis por citometria de flujo. Se utiliza de ejemplo el proceso empleado para la
adquisicion de los datos para la evaluaciéon de la expresiéon de CD80 y CD86
(ligandos de CTLA-4) en membrana de la linea celular HCC1937. Se utilizé como
control positivo de dichos ligandos a monocitos y células dendriticas. Se utilizarén
los siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal humanizado utilizado para el
andlisis de la expresion de CD80 (B7-1) acoplado a ficoeritrina (PE), y el anticuerpo
monoclonal humanizado utilizado para el andlisis de la expresiéon de CD86 (B7-2)

acoplado a aloficocianina (APC).

Para poder llevar a cabo un andlisis simultaneo de la expresiéon de estos ligandos
sobre la linea celular HCC1937 se debe de tomar en cuenta que los espectros de
absorciéon y emision de los fluorocromos presentes en los anticuerpos pueden
empalmarse (Figura 23). Para corregir esto, se realiza un proceso de compensacion,
el cual utiliza controles que corrigen la superposiciéon espectral de un fluorocromo
en el espectro de fluorescencia de otro fluorocromo. Primero se seleccioné nuestra
poblacion de interés del control de células dendriticas y monocitos (Figura 24a).
Segundo, se leyeron los controles incubados de manera individual con cada uno de
los anticuerpos correspondientes. Esto permite realizar ajustes en la recoleccion de
la informacién (ajustes en voltajes) para solo detectar la fluorescencia en el canal de
interés (PE o APC), a partir de esto, se obtiene solamente la fluorescencia del detector
de interés. Posteriormente, en un mismo plot podemos observar las células positivas

para cada ligando (Figura 24b).
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Figura 24. Proceso de compensacion del control. Seleccion de la poblacion de interés del control
de células dendriticas y monocitos a partir de su control de autofluorescencia (plot de tamario contra
drea) (a). Plot de células positivas para los ligandos CD80 y CD86 (b).

En la Figura 25 se observan los plots obtenidos de las poblaciones positivas de CD80
y CD86 por separado. Los valores presentados se obtuvieron a partir de los valores
obtenidos de sus plots de células sencillas (singletes). La mayoria de nuestras células
dendriticas y monocitos expresan CD86, mientras que solo una fracciéon de ellas

expresa CD80 en membrana.
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Figura 25. Porcentajes de células positivas para CD80 y CD86 en el control. Porcentajes de
monocitos y células dendriticas positivos para la expresion de CD80 (a) y CD86 (b) (plot de células
positivas para los ligandos CD80/CD86 contra drea).

En el andlisis de la linea celular HCC1937, se identific6 primero la poblacién de
interés a partir de su control de autofluorescencia (Figura 26a). Después por medio
de un plot de tamafo de area (FSC-A) contra tamafo de altura (FSC-H) se discriminé
a las células que fueron evaluadas de manera individual de aquellas que pasaron
como aglomerados (Figura 26b). Ya que a partir del control se delimitaron los
parametros para solo obtener la fluorescencia del detector de interés se obtuvo en
un mismo plot las células de la linea HCC1937 positivas para cada ligando (Figura

26¢).

Por ultimo, en la Figura 27 se muestran los plots de los porcentajes de células

HCC1937 que son positivas para CD80 y CD86.
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