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Ingresé a la Facultad de Ciencias el afio 98, sin una vocacion definida, pero con muchas
ganas de aprender todo lo relacionado a la ciencia. Al poco tiempo fui descubriendo una
inmensa variedad de areas y desafios que abordar utilizando el método cientifico. Por
otra parte, también encontré motivacion en las variadas actividades de crecimiento
personal que nuestra Universidad pone a nuestra disposicion. En parte por mis intereses
académicos y también por cosas del destino, realicé mi tesis en un area fascinante como
la inmunologia aplicada. Durante este tiempo pude conocer no solo los aspectos teoricos
de la inmunologia, sino que ademas he visto de cerca las implicancias humanas que
encierra esta investigacion, a partir de mi participacion en el disefio e ejecucion de
proyectos clinicos. La exploracion que he realizado en esta compleja area del
conocimiento se vio facilitada por el excelente nivel de ensefianza recibida durante los
afios de pregrado, tanto por parte de los profesores de la Facultad de Ciencias como del
Programa Disciplinario de Inmunologia del Instituto de Ciencias Biomédicas. Ellos me
entregaron las herramientas necesarias para poder abordar y solucionar de la mejor
forma las interrogantes que debemos enfrentar a diario en la busqueda del conocimiento
y los problemas cotidianos que implica el trabajo grupal. Espero poder aplicar los
conocimientos adquiridos en mi futura labor profesional, para asi aportar al desarrollo de
la ciencia en beneficio de la gente de mi Pais.
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RESUMEN

Fl melanoma ocular es un tumor altamente maligno y el méis comtin de los oculares en
individuos adultos. A diferencia del melanoma cuténeo, el melanoma uveal presenta
distintos niveles de expresion de marcadores de melanoma. Recientemente, se describi
una fuerte expresién del receptor de melanocortina 1 (MCI1R), un marcador especifico
de melanoma, tanto en lesiones primarias como metastasicas. En el presente trabajo, se
analizd la expresion de MC1R en melanoma uveal utilizando un anticuerpo monoclonal
(MP1.1C-11) que reconoce la porcidén exiracelular de MCIR y se comparé con otros
marcadores utilizados comitnmente en el diagndstico, tales como S100, HMB-45 y
A103. Diecisiete tejidos de melanoma ocular fueron tefiidos y analizados segiin la
intensidad de la inmunoreactividad. La protefna MCIR fue detectada en un 95% (16/17)
de los melanomas analizados, incluyendo una metistasis de higado. HMB-45 tifi6 un
66% (8/12) de los melanomas testeados. Ademds, se encontré que la intensidad para el
anticuerpo S-100 fue menor en melanomas uveales que en melanomas cutineos, tifiendo
s6lo un 33% (5/15) de las muestras analizadas. El anticuerpo dirigido contra la proteina
MART-1/Melan A (A103) reconoci6 4 de 6 tejidos de melanoma ocular. En resumen,
utilizando el anticuerpo MP1.1C11, la proteina MCIR demostré ser mayormente
expresada en melanomas oculares que otras proteinas reconocidas por anticuerpos
estdndar, por lo que esta proteina debe ser incluida como blanco en los paneles de
anticuerpos utilizados para el diagndstico de lesiones melanociticas. Una potencial
terapia mediada por anticuerpos requiere de la presencia del antigeno en la superficie

celular. MCIR se acumula comiinmente intracelularmente. En esta tesis, se demostré
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que la expresién extracelular de MCIR puede ser inducida in-vitro incubando con

diferentes citoquinas tales como IFN-y, TNF-« e IL-10.
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ABSTRACT

Uveal melanoma is a highly malignant tumor of the eye and it is the most common
primary ocular cancer among adults. Compared to the cutaneous melanoma, the uveal
melanoma express a different expression levels of melanoma markers. Recently, a
strong expression of the melanocortin 1 Receptor (MC1R) was described in primary and
metastasic melanoma. In this work, the expression of MCIR in uveal melanoma was
analyzed using a monoclonal antibody (MP1.1C-11) that recognizes the extracelular
region of MCIR and it was compared with other markers commonly used in the
diagnosis, such as §100, HMB-45 and A103. Seventeen ocular melanoma samples were
immunolabeled and analyzed according to the intensity of the immunoreactivity. The
MCIR protein was detected in 95% (16/17) of the analyzed melanomas, including a
liver metastasis. HMB-45 stained 66% (8/12) of the tested melanomas. In addition, we
found that the senmsitivity for S100 was lower in uveal melanomas than in cutaneous
melanomas, staining only a 33% (5/15) of the analyzed sample. The antibody directed
against the protein MART-1/Melan A (A103) recognized 4 of 6 samples of ocular
melanoma. In summary, using the MP1.1C11 antibody, the MCIR protein showed to be
more expressed in ocular melanomas than other proteins recognized by standard
antibodies. Therefore, this protein should be included as a target in the common panel of
antibodies used in the diagnosis melanocitic lessions. A potential immunotherapy using
antibodies requires the presence of the antigen in the cell surface. MCIR accumulates
commonly intracellularly. In this thesis, it was shown that the extracelular expression of

MCIR can be induced in-vitro with the incubation with different citokines such as IFN-




¥, TNF-ot and IL-10.
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1. INTRODUCCION

En las iltimas décadas se han logrado importantes avances en la lucha contra el céncer,
sin embargo, esta enfermedad sigue siendo una de las principales causas de muerte,
especialmente entre los habitantes de paises con alto nivel de desarrollo.

Modernas técnicas de cirugia y transplantes, nuevos y més efectivos farmacos y mejores
métodos de irradiacién han permitido tratar con resultados promisorios esta patologia.
Sin embargo, frecuentemente algunas células malignas sobreviven a estas terapias y se
diseminan en el organismo, haciendo necesario el desarrollo de técnicas de diagnoéstico
mds precisas y de tratamientos alternativos o complementarios a los actuales.

El melanoma ocular, que deriva de la coroides o del cuerpo ciliario del ojo, es un tumor
altamente maligno y, aunque raro, es el cincer ocular mis comun en individuos adultos,
con una incidencia aproximada de 5 por milién por afio (Damato B., 2004). Este tumor
generalmente se encuentra localizado en la parte posterior del ojo y cuando es
diagnosticado tempranamente, puede existir un tratamiento efectivo de la lesion
primaria, sin embargo, esto no previene el desariollo de metastasis. El melanoma ocular
se caracteriza por presentar una diseminacién hematdgena al higado, provocando que
mis del 50% de los pacientes fallezcan de metéstasis hepéticas.

Los marcadores de superficie del melanoma ocular poseen diferentes patrones de
expresién comparado con los melanomas cutdneos. Se ha demostrado que estos tumores
expresan marcadores asociados a melanoma, los que pueden ser utilizados para el
diagndstico de lesiones tumorales. La confirmacidn a través de ensayos de

inmunohistoquimica es esencial para el diagnéstico de esta enfermedad debido a la




morfologia heterogénea de estos tumores. En el presente, las tres tinciones més
utilizadas en inmunohistoquimica son: S-100, anticuerpo dirigido a una proteina
derivada del cerebro bovino, el cual presenta una reaccién cruzada con tejidos de
melanoma y melanocitos (Cochran Al. y col., 1983), el anticuerpo HBM45, que tifie la
proteina melanosomal gpl00 (Kapur RP. y col., 1992) y el anticuerpo A103 que
reconoce la proteina Melan-A/Mart-1 (Kawakami Y. y col., 1994; Coulie PG. y col,,
1994) ambas relacionadas a la sintesis de la melanina. Sin embargo, debido a Ia variable
especificidad y sensibilidad de los marcadores y a la expresién diferencial de las
distintas proteinas asociadas a melanoma en diferentes lesiones causada por mutaciones
y/o presiones inmunolégicas, nuevos marcadores son necesarios para obtener um
diagnéstico més preciso.

Técnicas ftradicionales de tratamiento, como enucleacién, radioterapia, cirugia y
termoterapia transpupilar, no disminuyen la mortalidad causada por Ia metistasis de este
céncer. Entre las nuevas alternativas de tratamiento que se estdn desarrollando, se
encuentra la manipulacién del sistema inmune para combatir a los tumores, lo que se
denomina inmunoterapia contra el cincer. Algunos ejemplos de estas terapias consisten
en inmunizaciones pasivas inespecificas como el uso de citoquinas (Lotze M.T. y col,,
1986), especificas como anticuerpos contra antigenos tumorales (Stern M., Herrmann R,
2005) o linfocitos T tumor-especificos (terapia adoptiva) (Dudley ME., Rosenberg SA.,
2003). Por ofra parte se han desarrollado terapias inmunolégicas activas tales como son
vacunas de células tumorales autélogas modificadas, péptidos antigénicos sintéticos o
vacunas autdlogas de células presentadoras de antigenos, especialmente células

dendriticas cargadas con antigenos tumorales. Estas ltimas estdn siendo desarrolladas




para el tratamiento de melanoma cutineo en pacientes con metastasis avanzadas
(Escobar y col., 2004; Banchereau J., Palucka AK., 2005). Tratamientos similares
podrian beneficiar a pacientes con melanoma ocular. Esto ha sido posible gracias al gran
avance que se ha experimentado en la comprensién del funcionamiento del sistema
inmune durante los iltimos treinta afios, especialmente en relacion al reconocimiento
antigénico (Zinkernagel RM., Doherty PC., 1974; Townsend AR. y col., 1985). Por otra
parte, el gran impulso de las técnicas de biologia molecular que facilitan el clonamiento
de genes y la produccién de proteinas recombinantes, ha permitido la identificacion de
antigenos asociados a tumores (AAT) y su posterior caracterizacion.

Hace algunos aifios, en el laboratorio del Dr. Salazar, utilizando anticuerpos especificos,
hemos descrito la expresion del marcador de melanoma, receptor de melanocortina 1
(MCI1R) en tejidos normales y tumorales (Salazar-Onfray F. y col., 2002). MC1R es uno
de los cinco receptores de melanocortina que han sido descritos y clonados hasta el
momento. Estos pertenecen a la familia de receptores clase A acoplados a proteina G y
todos ellos estan funcionalmente acoplados a la adenilato ciclasa y median sus efectos
activando una via de sefiales dependiente de AMP ciclico (Cone RD., 2000; Rana BX.,
2003). Aunque pertenecen a una familia dnica de receptores y todos difieren en la
especificidad por sus ligandos y en su distribucion tisular, comparten caracteristicas de
otros receptores acoplados a proteina G; poseen varios sitios potenciales de glicosilacién
en sus dominios amino-terminales, sitios de reconocimiento consenso para proteina
kinasa C (PKC) y/o A (PKA), y cisteinas conservadas en sus carboxilo-terminales
(Wikberg JE. y col., 2000). La hormona adrenocortitrépica y las hormonas melanocitos

estimulantes («-, B- v y-MSH) se denominan melanocortinas ya que derivan del




procesamiento post-translacional de la molécula propiomelanocortina (POMC){Eberle
A., 1998) y son producidas principalmente en la glidndula pituitaria, aunque algunas
células inmunocompetentes como macréfagos y queratinocitos también la expresan
(Schauer E. y col., 1994; Star RA. y col., 1995}

El gen de MCIR fue el primero de estos receptores en ser clonado (Chhajlani V.,
Wikberg JE., 1992) y se encuentra localizado en el cromosoma 16¢24.3 (Gantz L y col.,
1994). Es una proteina de 37 kDa (Salazar-Onfray F. y col.,, 2002) que estd constituida
por 317 aminodcidos con siete segmentos transmembrana, con la topografia
caracteristica de receptores unidos a proteinas G heterotriméricas (Figura 1). Las
interacciones de MCIR con la a-MSH contribuyen a la regulacién de la fisiologia de la
piel y a la melanogénesis (Slominsky A. y col., 2000). La unién de la o-MSH con
MCIR en los melanocitos inicia una cascada de sefiales que activa la adenilato ciclasa,
aumentando los niveles intracelulares de AMP ciclico e induce la actividad tirosinasa, la
enzima limitante en la via sintética de la eumelanina (Hunt G. y col., 1994; Abdel-Malek
Z. y col., 2000). Esto permite que los melanocitos, presentes en abundancia entre la

dermis y epidermis, formen el pigmento melanina y lo dispersen por la piel (Suzuki Y.

1996).




Figura 1. Receptor de melanocortina 1. El Receptor de Melanocortina 1 pertenece a la
familia de receptores clase A con siete segmentos transmembrana acoplados a proteina
G y un sitio de anclaje a la membrana plasmatica en el extremo carboxil-terminal. Posee
varios sitios potenciales de N-glicosilaciéon en su dominio amino-terminal y sitios de
reconocimiento consenso para PKC y/o PKA, lo que podria indicar que presentan
regulacion por fosforilacion y cisteinas en el carboxilo terminal.




Inicialmente se describi6 la presencia de MCIR en melanocitos y melanomas (Tatro JB.
y col.,, 1990; Suzuki Y. y col., 1996; Xia Y. y col., 1996) aunque este receptor es
expresado también, pero en baja proporcién, en monocitos, macréfagos, neutréfilos y
fibroblastos (Star RA. y col., 1995; Bhardwaj RS. y col., 1997; Taherzadeh S. y col.,
1999; Catania A. y col,, 1996; Bohm M. y col, 1999). Ademds, Salazar y cols.
demostraron que éste receptor se expresa también en lineas celulares y tejidos frescos de
melanoma cutdneo y en menores niveles de expresion en varios tejidos normales como
queratinocitos, células dendriticas cultivadas in vitro, monocitos activados, en células de
la glindula adrenal, cerebelo e higado (Salazar-Onfray F. y col., 2002). La funcién de
MCIR en estos tipos celulares, aparte de la melanogénesis, no ha sido esclarecida
completamente, aunque algunos investigadores postulan que MCIR mediaria algunos de
los efectos de la a-MSH en reacciones inmunes e inflamatorias (Scholzen T., y col.,
1998; Bhardwaj RS. y col., 1994). Estudios realizados en el laboratorio del Dr. Salazar
utilizando métodos de inmunologfa reversa, lograron la identificacién de tres péptidos
restringidos al isotipo HLA-A2 derivados de la moléculas MCIR, con capacidad para
generar una respuesta anti-peptidica mediada por linfocitos T citotéxicos (LTC)
obtenidos de linfocitos de sangre periférica de donantes normales (Salazar—Onfray F. y
col., 1997). Estos péptidos al ser presentados por monocitos previamente estimulados
con las citoquinas IL-4 y GM-SCF en calidad de células presentadoras de antigenos
(CPA), cargadas exégenamente con péptidos nonaméricos derivados de MCIR, fueron

capaces de estimular linfocitos T CD8+ in vitro. Los linfocitos T CD8+, ademas de




reconocer células blanco (HLA-A2) cargadas exdgenamente con el respectivo péptido,
también fueron capaces de reconocer células transfectadas con el gen de MCIR y lo que
es mas importante, reconocer melanomas HLA-A2+ que expresan MCI1R. Estos
resultados indican que péptidos derivados del MCIR son procesados y presentados
naturalmente por células de melanoma, por lo que los epitopos derivados de este
receptor serian verdaderos antigenos melanoma-especificos (Salazar-Onfray F. y col.,

1997) (Figura 2)
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Estudios realizados en células del sistema inmune, especialmente monocitos,
macréfagos y células dendriticas indican que la estimulaci6n de estas células con
citoquinas induce la expresién de MCIR en la membrana (Salazar-Onfray F., 2002,
Bhardwaj RS. Y col., 1997). La posibilidad de utilizar en el futuro una inmunoterapia
basada en MCIR, incluyendo la utilizacién de anticuerpos MCIR especificos
modificados, depende de cuam selectivamente este receptor se exprese en melanomas
con respecto a tejidos normales. En nuestro laboratorio, se ha demostrado que MCIR es
sobre-expresado en lineas y tejidos de melanoma cutineo, sin embargo, este receptor se
encuentra principalmente acumulado en el citoplasma de las células, aunque a diferencia
de ofros antigenos de melanoma, €ste no se encuentra en los melanosomas (Xia Y. y
col., 1996). Ademds, se ha demostrado que algunas citoquinas proinflamatorias pueden
inducir la expresién de MCIR en la membrana plasmética de monocitos y macréfagos.
Con estos antecedentes, en esta tesis se propuso la siguiente hipGtesis: “MCIR se
expresaria en lineas y tefidos de melanoma ocular y la expresion de esta molécula
en Ia membrana celular, estaria regulada por citoguinas pro-inflamatorias™

El objetivo general de esta tesis es evaluar la expresién de MCI1R, en lineas y tejidos de
melanoma ocular y la regulacién por citoquinas de su expresién en membrana
plasmética de lineas celulares de melanoma ocular.

Con el fin de evaluar la hip6tesis planteada, nos propusimos varios objetivos especificos:
Primero, se debié recolectar muestras de enucleaciones y biopsias de metdstasis
hepéticas para analizar las células de melanoma ocular primarias o metastésicas de éstos
tejido e intentar establecer lineas celulares de melanoma ocular. Luego, se evalud la

expresion de MCIR en lineas celulares y tejidos derivados de melanoma ocular




mediante Western blot, Citometria de flujo, Inmunohistoquimica. También se estudi6 el
efecto de algunas citoquinas en la induccién de la expresion de superficie de MCIR
mediante citometria de flujo, con el fin de evaluar la posibilidad de regulacién de la
expresién de MCIR en la membrana plasmdtica de melanomas, para confribuir al
rompimiento de a tolerancia del sistema inmune a antigenos tumorales en una posible
una terapia basada en anticuerpos. Por dltimo, se aislaron células NK a partir de células
mononucleares de sangre periférica y se evalud la sensibilidad de lineas de melanoma
ocular tratadas con citoquinas a la lisis por células NK mediante ensayos de

citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC).
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HIPOTESIS

Basado en estudios anteriores sabemos que MCIR se expresa en la mayoria de los
melanomas cutineos y que su expresi6n en estas células se localiza principalmente a
nivel citoplasmdtico. En esta tesis nosotros planteamos que MCIR se expresa en lineas
y tejidos de melanoma ocular y la expresion de esta molécula en la membrana

celular, esta regulada por citoquinas pro-inflamatorias

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de MCIR, un antigeno asociado a melanoma, en lineas y tejidos de
melanoma ocular y estudiar la regulacién por citoquinas de su expresién en membrana

plasmatica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Recaudar muestras de enucleaciones y biopsias de metastasis hepaticas para analizar
las células de melanoma ocular primarias o metastéasicas de éstos tejidos e intentar
establecer lineas celulares de melanoma ocular.

2. Evaluar la expresién de MCIR en lineas celulares y tejidos derivados de melanoma
ocular mediante Western blot, citometrfa de flujo, inmunohistoquimica.

3. Estudiar el efecto de citoquinas en la expresidn de superficie de MCIR mediante
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citometria de flujo.

4. Aislar y caracterizar células NK desde células mononucleares de sangre periférica.

S. Evaluar la sensibilidad de lineas de melanoma ocular tratadas con citoquinas pro-
inflamatorias a la lisis por células NK mediante ensayos de citotoxicidad mediada

por anticuerpos (ADCC).

12




2. MATERIALES

2.1 Reactivos Generales

Tubos conicos 15 y 50 ml, crioviales 1 ml, placas de cultivo 6 pocillos, placas petri;

FALCON, Becton-Dickinson, USA.

Azul de Tripan, Tween20 se obtuvieron de Merck, Darmstadt.

Isotiocianato de fluoresceina (FITC) Dako, Dinamarca.

Metanol, etanol, Xilol; TCL Ltda, Chile.

Membrana de Fluoruro de polivinildeno (PVDF) Immobilon-P; Milipore Corp.,

Bedford, MA.

Paraformaldehido, Isopropanol, Marcador de peso molecular pretefiido de proteina.

Winkler, Ltda. Santiago Chile.

DMSO, Digitonina. Sigma, St Louis, MO.

RPMI-1640 Penicilina/estreptomicina, L-glutamina, tripsina, suero fetal bovino, BSA,

EDTA; Gibco BRL, Gaitherburg, NY, EEUU.

ECLTM Western blotting analysis system, Cromo radioactivo; Amersham Pharmacia

Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra.

Ficoll-Histopaque. Axis-Shield, Oslo, Noruega.
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AIMYV, Therapeutic serum-free medium, Gibco, BLR

Permanganato de potasio; SUDELAB, Santiago, Chile.

Kit de seleccion negativa de células NK. Dynal-Biotech.

Citoquinas recombinantes humanas, IL-2, IL-12, IFN-y; USBiological, USA.

2.2 Equipos

Citémetro de Flujo FACSscan, Becton Dickinson, USA.

Centrifuga eppendorf modelo 5810R, Hamburg, Germany.

Microscopio Leica microsystems, Wetzlar GMBH, Germany.

Cdmara digital Olympus Camedia C-5050 5,0 megapixels, Japan.

PACKARD modelo Packard Cobra II Gamma Counter, Perkin-Elmer, USA.
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3. METODOS

3.1 Lineas celulares

Las lineas celulares de melanoma primario ocular humano OCM1 y OCM3 fueron
establecidas por el Dr. Flavio Salazar en el Instituto Karolinska. C1R-A2 es una linea
celular deficiente para la expresién de la molécula de histocompatibilidad de clase I
(MHC clase I) y que ha sido transfectada con la molécula HLA-A2. FM55 es una linea
celular derivada de una metistasis de melanoma cutineo humano, gentilmente donada
por el Dr. J. Zeuthen, Cancer Society, Copenhagen. Las células de melanoma ocular
OCM4, OCM5 y OCMBS fueron obtenidas en el Programa Disciplinario de Inmunologia
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile. Como controles, se utilizaron las lineas celulares CIRAZ2 para ver la especificidad
de la expresién de MCIR y K562, prototipo celular sensible a la lisis mediada por
células Natural Killer (NK). Para los ensayos de citotoxicidad, las lineas celulares de
melanoma fueron mantenidas en un ambiente hiimedo a 37°C y 5% de CO- en medio
RPMI 1640 suplementado con 5% (V/V) de suero fetal bovino (SFB), y con una mezcla

de antibiéticos (penicilina 100U/l estreptomicina 100 pg/ml) y L-glutamina, 1mM,

3.2 Congelamiento y descongelamiento de células

Las células fueron lavadas al menos 2 veces con PBS 1X pH 7,0 (KH2PO4 0,4 mM,
NaHPO,4 0,6 mM) antes de ser resuspendidas en un medio de congelacién constituido

por 90% de SFB y 10% de dimetilsulféxido (DMSO). A continuaci6n, las células fueron
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colocadas a -80°C en crioviales dentro de una cidmara de congelacién que contenia
isopropanol. Esto permite un descenso gradual de la temperatura de los crioviales,
disminuyendo la tasa de mortalidad causada por los procesos de congelacion y
descongelacién. Los crioviales fueron posteriormente traspasados a un estanque de

nitrégeno a -196°C.,

Las células que habian sido mantenidas en crioviales en nitrégeno liquido fueron
descongeladas en agua a 37°C. Luego de lavar rdpidamente las células con 2 ml de
RPMI 10% SFB y tres veces con 5 ml del mismo medio de cultivo, se evalud la
viabilidad de las células mediante Ia tincién con Azul de Tripan. Utilizando este método,

se logr6 obtener en todos los casos una viabilidad celular mayor al 95%.

3.3 Establecimiento de lineas celulares de melanoma ocular a partir de biopsias

provenientes de enucleaciones

Melanomas oculares primarios frescos fueron obtenidos a partir de biopsias provenientes
de enucleaciones desde el Servicio de oftalmologia del Hospital Salvador. Estas
muestras fueron colocadas en un tubo conico de 50 ml con PBS estéril. Posterior a esto,
los tumores se colocaron en una placa de Petri, se eliminé el PBS y luego se agregaron
nuevamente 10 ml de PBS. El tumor fue disgregado mecinicamente y el caldo tumoral
obtenido fue puesto en un tubo cénico de 50 ml que contenfa 40 ml de PBS. La mezcla
se lavo 3 veces, centrifugando a 1200 rpm por 5 min. Se contaron las células tumorales
obtenidas y se sembraron 1x10° células tumorales en placas de cultivo de 6 pocillos con

3 ml de medio de cultivo RPMI 10% de SFB. En algunos casos, se adiciond
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Ciclosporina A, a una concentracién de 1pg/ml para evitar la proliferacién de linfocitos

infiltrantes de tumor (TIL) en el cultivo celular.
3.4 Citometria de flujo

Las células fueron despegadas de la boteila de cultivo utilizando PBS-EDTA (KH,PO4
04 mM, NaHPO, 0,6 mM, EDTA disddico 0,2 g/L, pH 7,0), lavadas tres veces con PBS
1X y luego fijadas incubardo 10 min. con PBS-paraformaldehido 2%. A continuacidn,
3 x 10° células fueron incubadas por 30 min. en una placa de 96 pocillos fondo V con 2
pg/ml del AcMo MP1-1C11 (anti-MC1R). Las células fueron lavadas 2 veces con PBS
1X e incubadas otros 30 min. cor un anticuerpo secundario de conejo anti-ratén
conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina (FITC). Un grupo de células fue incubado
inicamente con el anticuerpo secundario para obtener los valores de fluorescencia
atribuidos a la unidn inespecifica de este anticuerpo. Después de la incubaci6n, las
células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X y luego fijadas nuevamente con PBS-
paraformaldehido 2% SFB 0,1% y guardadas a 4°C en oscuridad hasta su andlisis en el
citémetio de flujo.

Para analizar la expresion intracelular, después de ser fijadas con paraformaldehido, las
células fueron permeabilizadas con digitonina 2% en PBS 1X por 10 min. a temperatura
ambiente antes de iniciar la tincién. Después de chequear la permeabilidad de las células
con Azul de Tripéan, éstas se incubaron con los siguientes anticuerpos dependiendo del
experimento: MP1-1C11 (2pg/ml), MP4-1B7 (10pg/ml), ambos anti MCI1R; 2 pg /ml

del AcMo 9.2.27 especifico para el marcador de melanoma (Bumol T.F., Reisfeld R.A.,
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1981) La tinci6én basal fue evaluada incubando por 30 min. a 4°C s6lo con el anticuerpo

secundario.

3.5 Analisis de Inmunohistoquimica en cortes desparafinados

La inmunotincién fue realizada utilizando la técnica ABC-estdndar. Cortes de tejidos
fueron desparafinados en Xilol y rehidratados utilizando una escala descendente de
etanol. Aquellos cortes que poseian una intensa pigmentacién fueron sometidos a un
blanqueamiento de melanina en una solucién de permanganato de potasio al 0,05%
durante 1 a 2 horas y luego revelados en una solucién de acido oxdlico 1% hasta la
desaparicion de la pigmentacién. Después de 2 lavados con PBS 1X, la actividad de la
peroxidasa enddgena fue bloqueada con peréxido de hidrégeno al 3% durante 10 min.
Luego, los cortes fueron incubados con un suero bloqueador (PBS-BSA 1%) por 30 min.
El exceso de suero bloqueador fue drenado y se incubaron los cortes con los anticuerpos
primarios (MP4-1B7 anti-MCIR, anti-S100, HMB-45, y Melan-A) a una concentracion
de 10 pg/ml. Todas las incubaciones fueron realizadas durante toda la noche a 4° C en
una cimara himeda. Al otro dia, las muestras fueron lavadas 3 veces por 5 min. con
PBS y luego incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-ratén biotinilado. Se repitié
el lavado y se aplicé el complejo estreptavidina-peroxidasa por otros 15 min. La
reaccién peroxidasa fue llevada a cabo utilizando 3,3-diaminobenzidina (0,6 mg/ml de
tetrahidrocloruro de diamino-benzidina en peréxido de hidrégeno al 0.03%) por 6 min,
La expresion de la proteina MCIR y los demas marcadores de melanoma fue evaluada

de acwerdo a una escala arbitraria: -, +/-, + basado en la intensidad de la
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inmunoreactividad.
3.6 Analisis Inmunocitoquimico

La inmunotincién fue realizada utilizando lineas celulares de melanoma. Estas células
fueron sembradas en portaobjetos estériles hasta lograr la adherencia propia de éstas
células. A contintiacién, las preparaciones fueron lavadas con PBS 1X y fijadas con
metanol frio 100% a 4°C por 10 min. para luego iniciar la tincién inmunoespecifica

descrita anteriormente.
3.7 Preparacion de extracto proteico

Células C1IRA2, OCM1, OCM3, OCMS5 y FEM5S5 fueron sembradas en placas de 6
pocillos en medio RPMI 1640 5% SFB a 37°C hasta alcanzar confluencia. Las c€lulas
fueron liberadas de la placa de cultivo incubando con PBS-EDTA por 10 min. a 37 °C,

para luego ser centrifugadas a 1200 rpm por 5 min. a temperatura ambiente.

Las células obtenidas fueron resuspendidas en PBS 1X y contadas mediante el método
de exclusién por Azul de Trip4n. Posteriormente, se agregd 100 uL de tampén de lisis
(Tris 65mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol
1%) por cada 1x10° células. Las muestras fueron incubadas por 15 min. a temperatura
ambiente y sonicadas con 10 micron por 30 segundos. Finalmente, las muestras se

calentaron por 5 min. a 100°C, y se analizaron por SDS-PAGE.
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3.8 Western blot

Las muestras se separaron mediante electroforésis en geles de SDS-PAGE al 12% en
condiciones denaturantes, En cada carril se cargaron 30 pL de muestra (100pL de
tampén de lisis/1x10° células). Las proteinas fraccionadas fueron electrotransferidas a
membranas de fluoruro de polivinildeno (PVDF) y bloqueadas con PBS-leche al 5%
durante toda la noche a 4°C. Después de lavadas con PBS-Tween20 al 0.05%, las
membranas fueron incubadas con los AcMo anti-MCI1R (MP1-B7) (3ug/ml) y anti-j3
actina (dilucién 1:3000) por 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron
lavadas nuevamente con PBS-Tween20 al 0.05% y luego incubadas con el anticuerpo
secundario anti-ratén POD (1:2500) por 2 horas a temperatura ambiente. La
inmunodeteccién se desarrollé mediante ensayo de quimioluminiscencia utilizando el

sistema comercial ECL para Western blot.

3.9 Induccién de expresion en membrana plasmatica de MCIR en lineas de

melanoma ocular

Se sembraron 6x10° células de las lineas celulares OCM1 y OCMS3 por pocillo en una
placa de 6 pocillos en 3 ml de RPMI 5% SFB. Después de 4 horas se reemplazé el
medio de cultivo por medio AIM-V, libre de suero fetal bovino. Al cabo de 12 horas, se
estimularon las células con distintas citoquinas; IFN-y (500U/ml), TNF-c (1ng/ml), IL-4
(500U/ml) y MSH-o (10 M). Para el experimento de cinética de expresion de MCIR en
la membrana plasmatica las células fueron despegadas con PBS-EDTA 1X y fijadas con

PBS-paraformaldehido 2% a distintos tiempos de 1, 2 , 4, 8 y 24 horas. En otros
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experimentos de expresion las células fueron fijadas a las 4 horas de ser incubadas con

citoquinas.

3.10 Aislamiento de linfocitos de sangre periférica a partir de concentrados

leucocitarios de donantes normales

Concentrados de leucocitos de donantes normales (buffy coat) de 50 ml donados por el
Banco de Sangre del Hospital San José, fueron diluidos con 100 ml de PBS estéril 1X.
Ia banda de células mononucleares de sangre periférica fue separada mediante un
gradiente de Ficoll-Histopaque y transferida a un nuevo tubo. Luego de tres lavados con
40 ml de PBS 1X, los glébulos rojos fueron lisados incubando las células con bifer
ACK (NH4CL 0,15M, KHCO 10mM, Na;EDTA 0,1mM ) por 5 min. a temperatura
ambiente. Después de ser centrifugadas por 5 min. a 1200 rpm., las células [ueron
nuevamente lavadas con PBS 1X y posteriormente contadas utilizando Azul de Tripén,
Se sembraron 30x10° de PBMC en 3 ml de RPMI 10 % SFB por pocillo en una placa de
cultivo de 6 pocillos. Después de 2 horas de incubacién a 37 °C, se recolectaron las
células no adherentes, principalmente linfocitos de sangre periférica, poblacion celular

que fue posteriormente enriquecida de células NK, como se describe a continuaci6n.
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3.11 Aislamiento de células Natural Killer (NK) a partir de linfocitos de sangre
periférica

Para enriquecer el cultivo celular de células NK, se usé un protocolo que utiliza
particulas magnéticas de policstireno; las que se unen a anticuerpos especificos contra
moléculas expresadas por células no deseadas que se encuentran presentes en cultivos de
linfocitos de sangge periférica.

La poblacién de linfocitos fue resuspendida a una concentracion de 1x107 células por
cada 100 pl de PBS-0,1% BSA. A continuacidn, se agregaron 20 ul de suero fetal
bovino descomplementado por 20 min. a 56°C y 20 pl de una mezcla de anticuerpos
especificos contra CD3, CD14, CD36, CDw123 y HLA clase 11 DR/DP. Se dej6
incubando por 20 min. a 4°C con agitacién leve. Al cabo de este tiempo, se lavaron las
células con 1 ml de PBS-BSA 0,1% vy se centrifugé por 8 min. a 500 g. Luego de
remover el sobrenadante, se resuspendieron las células en 0,95 ml de PBS- BSA 0,1%.
A continuaci6n, se agregaron 50 pl de una solucién que contenia 4x10° microesferas
magnéticas/ml y se dejé incubando por 20 min. a 4°C. Luego de lavar con 500 pl de
PBS-BSA 0,1%, se acercé el tubo a un magneto por 2 min., quedando adheridas a éste
las células que se encontraban unidas al complejo “anticuerpo-microesfera”. El
sobrenadante fue recuperado y trasladado a un nuevo tubo que contenia otros 50 ul de la
misma solucién de microesferas utilizada anteriormente. Se incub6 por 20 min. a 4°C y
se Tepiti6 el proceso anterior utilizando un magneto, con lo que se obtuvo una poblacién

enriquecida de células NK.
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3.12 Cultivo de células NK

La poblacién celular enriquecida de células NK fue cultivada en placas de 6 pocillos a
una concentracion de 1,5x10% células/ml en 4 ml de medio RPMI 10% SFB miés 1000
U/ml de IL-2 y 100 ng/ml de IL-12. EI medio de cultivo con citoquinas fue reemplazado
periédicamente dependiendo de la morfologia de las células del cultivo, hasta obtener
una poblacién celular con morfologia semejante a linfocitos activados, momento en que

se procedi6 a congelar las células hasta su utilizacion.
3.13 Ensayo de citotoxicidad mediada por anticuerpos

Células OCM1 fueron marcadas radiactivamente con 100 pl de Cr’' (uCu/ml) en PBS
1X y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las células marcadas fueron lavadas 4 veces
con PBS 1X. A continuacién, las células fueron incubadas por 30 min. a 4 °C con un
AcMo anti MCIR (MP1C11) o un anticuerpo irrelevante. Después de 2 lavados con
PBS 1X, 5000 células fueron sembradas en una placa de 96 pocillos fondo V junto con
la poblacién de células NK obtenida anteriormente en un volumen total de 200pE. Se
utilizaron 4 relaciones efector:blanco (30:1, 15:1, 8:1 y 4:1) y se incluyeron pruebas de
emisién espontdnea y méaxima. La linea celular K562, sensible a la actividad NK, fue
utilizada como control. Después de 6 horas de incubacién a 37°C, 100 pl de cada pocillo
de sobrenadante fueron recolectados del ensayo citotéxico y su actividad se determin6
utilizando un contador gamma. El porcentaje de lisis especifica se calculé de acuerdo a
la siguiente férmula: % = 100 x ((liberacién experimental — liberacién espontdnea) /

(liberacién méxima — liberacidn esponténea)).

23




4. RESULTADOS

4.1 Estudio de la expresion de MCIR en lineas celulares de melanoma ocular

mediante Western blot

Con el fin de visualizar la presencia y expresién de MCIR en lineas celulares de origen
uveal, extractos celulares de células OCM-1, OCM-3 y OCM-5, asi como FMS5S5 (control
positivo) y C1RA2 (control negativo) fueron analizados mediante Western blot. De esta
manera, los extractos celulares de las lincas estudiadas fueron marcadas con el AcMo
MP1.iB7 anti-MCIR. Un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén acoplado a
peroxidasa y el sistema ECL fueron utilizados para la deteccién de la proteina, como se

describe en métodos.
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Figura 3. Deteccion de la proteina MCIR en células de melanoma de origen uveal
mediante Western blot. Las muestras se analizaron como se describe en métodos y
luego incubadas con el AcMo anti-MCIR o anti-B actina. Posteriormente fueron
incubados con el anticuerpo secundario anti-ratén POD. El complejo antigeno-
anticuerpo fue detectado mediante el ensayo de quimioluminiscencia utilizando para ello
el sistema comercial ECL.
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Del andlisis de la Figura 3, se observa que todas las lineas celulares de origen uveal
expresan MCIR, en niveles comparables a los detectados para FM55 (control positivo),
observiandose un notable incremento en la banda inmunoreactiva de 35 kDa que
corresponde a este receptor. Como se esperaba, la linea celular C1RA2 no expresa

MCIR.

4.2 Deteccion de MCIR en tejidos frescos de melanoma ocular utilizando

citometria de flujo.

Una vez detectada la presencia de MCIR en lineas celulares de melanoma ocular a
través de Western blot, se procedié a realizar un andlisis de expresién de MCIR en
células de melanoma aisladas de tumores frescos, utilizando citometria de flujo. Para
esto, las células fueron permeabilizadas para luego ser incubadas con un anticuerpo
monoclonal anti-MCIR seguido de un anticuerpo anti-ratén acoplado con FITC.
Finalmente, las células fueron analizadas a través de citometria de flujo. Como control,
las células fueron incubadas dmicamente con el anticuerpo secundario (FITC control)
Todas las lineas celulares provenientes de tumores frescos de melanoma ocular sobre-
expresan MCIR a nivel intracelular comparado con Ia linea celular control utilizada en

el experimento (C1RA?2) (Figura 4)
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Figura 4. Células de tejidos frescos de melanoma ocular expresan MCIR.

Las células fueron fijadas, permeabilizadas y analizadas utilizando citometria de flujo. FITC
control comresponde a una linea celular incubada sdlo con un anticuerpo secundario

conjugado con FITC,
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4.3 Estudio de Ia expresion de MCIR en tejidos de melanoma ocular

desparafinados a través de inmunohistoquimica.

Considerando estudios previos que indican que las células de melanoma ocular
poseen diferentes patrones de expresién de marcadores de superficie comparado con
células de melanoma cutdneo, se realizé un andlisis més profundo de expresion de
MCIR utilizando un panel de tejidos parafinados de melanoma ocular y tejidos controles
y se comparé la frecuencia de expresién con marcadores utilizados actualmente en el
diagndstico del melanoma uveal,

Cortes parafinados de tejidos de melanoma ocular o nevus normales fueron
analizados para la expresién de MCIR como se describe en materiales y métodos. Una
tincién especifica infensa fue detectada en la mayorfa de los melanomas oculares
primarios analizados (Tabla 1). Los resultados de la inmunohistoquimica fueron
evaluados de acuerdo a una escala arbitraria: -,+/-,+, basado en la intensidad de la
inmunoreactividad. La proteina MCIR fue detectada en 17 de 18 tejidos de melanoma
testeados (95%), incluyendo una metdstasis hepdtica. Dos nevus normales resultaron
negativos para los tres anticuerpos y un melanoma cuténeo fue tefiido con los tres AcMo

utilizados (Tabla 1).
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Tejido S100 HMB-45 MART-1 MCI1R

Melanoma Qcular 2767 - + nd +
Melanoma Ocular 2892 - - nd +
Melanoma Ocular 3841 - + nd /-
Melanoma Ocular 3802 - + + +
Melanoma Ocular 3795 - nd nd +
Melanoma Ocular 1260 - - nd +
Melanoma Ocular 2736 + nd nd +
Melanoma Qcular 2862 - nd nd +
Melanoma Ocular 3054 + + + +
Melanoma Ocular 3469 - - nd +
Melanoma Ocular 3839 - + - +
Melanoma Ocular 3784 + + + +
Melanoma Qcular 2858 + + + +
Melanoma Ocular 2040 + + - +
Melanoma Ocular 3715 - +/- nd +
Melanoma Ocular 2890 nd nd nd +
Melanoma Qcular 2889 nd nd nd T
Melanoma cutédneo primario 5530 + + nd +
Nevus pigmentario 6643 - - nd -
Nevus pigmentario 2815 - - nd -

Tabla 1. Expresion de MCIR en tejidos de melanoma ocular

Diecisiete tejidos de melanoma ocular, un melanoma cutdneo y dos nevus pigmentarios
fueron analizados por inmunohistoquimica utilizando tres anticuerpos de diagndstico de
melanoma y un anticuerpo anti- MCI1R. Los resultados fueron interpretados mediante
una escala arbitraria segiin la intensidad de la inmunoreaccion.

nd=no determinado
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La expresién de MC1R en los melanomas oculares fue homogénea y en la mayoria de
las muestras analizadas se observé una inmunoreactividad mas intensa comparada con la
obtenida utilizando otros marcadores de melanoma (Figura SA y 5B). Al contrario, los

tejidos normales adyacentes, incluyendo tejido conectivo y epitelial resultaron negativos.
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Figura 5. MCIR es homogéneamente detectado en tejidos frescos de melanoma
ocular primario y metastdsico

A) Cortes parafinados de tejidos de melanoma ocular fueron tefiidos con un anticuerpo
control anti-IgG, un AcMo anti-S-100, un AcMo anti-HBM45 y con €l AcMo MP4-1B7
(anti-MC1R), seguido por un AcMo anti-Ig biotinilado.

B) Tejido nervioso presente en el tejido ocular fue reconocido por el AcMo anti S-100,
pero no por el AcMo MP4.1B7.

C) Cortes parafinados de una metastasis hepética de melanoma ocular fue tefiida con los
siguientes AcMo: A103 (anti-Mart1), HBM45 (anti-gp100) y MP4-1B7 (anti- MCIR).
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En cuanio a la especificidad, se observé que el AcMo anti-MCIR no tiiié terminales de
tejido nervioso, presente normalmente en el tejido ocular, a diferencia del anticuerpo
anti S-100, que present6 una reaccién cruzada con estos tejidos (Figura 5B). También se
observé que MCIR es altamente expresado también en tejidos de metéstasis hepdtica de
melanoma comparado con otros marcadores presentes en este tejido (Figura 5C)

Por otra parte, el anticuerpo HMB-45, que reconoce la proteina gp100 reconocié un 66%
(8/12) de los melanomas analizados. Ademads, se observé que la sensibilidad para S100
es menor en melanoma ocular que en melanoma cuténeo. S100 fue detectado s6lo en un
33% (5/15) de las muestras analizadas. El anticuerpo anti-MART-1/Melan-A (A103)

reconoci6 4 de 6 tejidos de melanoma ocular (Tabla 1).

4

4.4 Induccion de expresiéon en membrana plasmatica de MCIR en lineas de
melanoma ocular.

Las lineas celulares de melanoma ocular OCM1 y OCM3 fueron incubadas con distintas
citoquinas con ¢l fin de evaluar la influencia de éstas en la expresién en membrana
plasmdtica de MCIR. El cuadro superior izquicrdo de la Figura 6 muestra la expresién
en membrana y total de MCIR en condiciones normales (medio). Para los demds
histogramas, se observa que s6lo una parte de la poblacién celular analizada, expresa
altos niveles de MCIR en su superficie, mientras el resto de la poblacién presenta bajos
niveles de este receptor. Al incubar con las citoquinas nombradas en la figura, la

proporcién de células que presenta MCIR a nivel extracelular aumenta
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considerablemente con respecto al control. La citoquina que mayor aumento provoco en
la expresién extracelolar de MCI1R fue IFN-y, por lo que ésta fue elegida para los

siguientes experimentos de induccién de la expresi6n extracelular de MCIR.
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Figura 6. La expresion en superficie de MCIR es aumentada por citoquinas pro-
inflamatorias en melanoma ocular

Dos lineas celulares de melanoma ocular (OCM1 y OCM3) fueron incubadas con
citoquinas: IFN-y (500 U/ml), TNF-a (1 ng/ml), IL-4 ( 500U/ml) 6 a-MSH (10° M) y
luego tefiidas con un AcMo anti MCIR (MP1,1C11) y finalmente analizadas por
citometria de flujo. En la figura se muestran los histogramas obtenidos mediante el
tratamiento de la linea OCM1.
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A continvacidn, se realizé una cinética de expresién de MC1R en la linea celular OCM1
para determinar el tiempo donde se obtenia la mayor induccién en membrana de MCIR.
Las células fueron incubadas con IFN-y y fijadas a distintos perfodos de tiempo. Luego,
se realizé una tincién utilizando el AcMo anti-MCIR y se analizaron las muestras
mediante FACS. Los histogramas muestran el porcentaje de células de la poblacién de
esta linea celular que expresa MCIR. Utilizando la muestra incubada sélo con el
anticuerpo secundario, se determiné una region M1, que corresponde a la zona de
fluorescencia atribuida a una unién especifica del anticuerpo secundario acoplado con
FITC con el AcMo anti-MCI1R. Utilizando este anélisis, se observa que en condiciones
normales (medio), aproximadamente un 46% de las células expresa MCIR en la
membrana plasmética. A medida que avanza el tiempo, se observa un aumento en el
porcentaje de células de la poblacién que presenta el receptor en su membrana, llegando
a un maximo de expresi6n a las 4 horas, donde se observa aproximadamente un 86% de

células positivas (Figura 7)

36




onetoans r 001

¥
8 Control

i
Ve », Qaied
& “00.00
1w f 1! 28

RIH

Figura 7. Cinética de expresion de MCIR en la membrana plasmatica de melanoma
ocular después de tratamiento con citoquinas.

Células de la linea celular OCMI1 fueron incubadas con IFN-y por diferentes periodos de
tiempo y a continuacion tefiidas con un anticuerpo monoclonal anti MCIR vy finalmente
analizadas por citometria de flujo.




4.5 Separacion y caracterizacion de células NK de linfocitos de sangre periférica

La sensibilidad de las células de melanoma ocular a la lisis mediada por
anticuerpos fue realizada uvtilizando como células efectoras, células Natural Killer (NK).
Estas fueron aisladas de linfocitos de sangre periférica mediante deplecién negativa
utilizando particulas magnéticas. La presencia de células NK en el cultivo fue evaluada
mediante tincién con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti~-CD56. En la figura
se observa que antes de la separacion, existia una mezcla de poblaciones celulares,
principalmente linfocitos. A su vez, la proporcién de células NK fue bastante baja
(Figura 8, izquierda). Una vez realizada la separacién, las células obtenidas fueron
aproximadamente 90% NK (Figura 8, derecha). Después de incubar por 4 dias estas
células con medio suplementado con IL-2 e IL-12, las células presentaron una

morfologia similar a la de linfocitos activados.
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Figura 8. Caracterizacion de células en cultivo antes y después de separacién con beads
Las células fueron fijadas y tefiidas para los marcadores CD3 y CD56 antes y después de la
separacion con beads. La poblacion enriquecida en células NK fue cultivada con 1000 U/ml

de IL-2 y 15 ng/ml de IL-12 por 5 dias.
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4.6 Ensayo de citotoxicidad mediada por anticuerpo (ADCC)

Para evaluar si el aumento en la expresién de MC1R en la membrana plasmdtica de las
células de melanoma ocular se encontraba afectando la sensibilidad de estas células a la
lisis mediada por anticuerpo (ADCC), se llevé a cabo un ensayo de citotoxicidad en el
que se utilizaron como células efectoras la poblacién enriquecida en células NK
obtenida anteriormente. Se utilizé la linea celular OCM1 con o sin estimulo de IFN-y, e
incubadas con un el AcMo anti-MCIR o un anticuerpo irrelevante. Como control
positivo de lisis, se incluyé en el experimento la linea celular K562, sensible a la
actividad NK. Los resultados del ensayo citotéxico graficados en la Figura muestran que
no existe diferencia de lisis especifica entre las células que fueron incubadas con el
anticuerpo anti-MC1R o el anticuerpo irrelevante. La incubacién previa de estas células,
aunque produjo el aumento de MCIR en la membrana, no aument6 la sensibilidad de
estas células a la lisis especifica mediada por células NK. Al contrario, la linea celular
K562 resulté ser sensible a la poblacién celular enriquecida en células natural killer

utilizada en este experimento (Figura 9).
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Figura 9. Ensayo de citotoxicidad mediado por células dependientes de anticuerpos
(ADCC)

Las células OCM1 fueron estimuladas con IFN-y por 4 horas, incubadas con un AcMo anti-
MCIR o irrelevante y luego enfrentados a una poblacién de células NK. Se utilizo6 como
control de lisis la linea celular K562. El grafico muestra los porcentajes de lisis especifica.
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S. DISCUSION

En esta tesis se estudi6 la sobre-expresion del receptor de Melanocortina 1 (MC1R) en
melanoma ccular, asi como su expresién regulada por citoquinas. Se demostré que,
utilizando un anticuerpo monoclonal, MCIR puede ser detectado en tejidos frescos y
lfneas celulares de melanoma ocular. Més aiin, MCIR es detectado més frecuentemente
que otros marcadores de melanoma utilizados actualmente en ensayos de histopatologfa.
En lineas celulares de melanoma ocular se demostré que la expresién de MCIR en la

membrana celular puede ser regulada por citoquinas, especialmente IFN-y.

El melanoma uveal es el cancer intraocular mds frecuente en adultos, y en la totalidad de
los casos el tnico tratamiento disponible es la enucleacion. Este tumor constituye un
ejemplo de neoplasias que se desarrollan en sitios de privilegio inmune (Goodall, 1994),

lo que implica un desafio mayor para futuras inmunoterapias.

Entre Jos antigenos asociados a melanoma descritos se encuentra el Receptor de
Melanocortina 1 (MC1R) MCI1R es un receptor acoplado a proteina G que fue descrito
originalmente en melanomas y melanocitos (Xia, 1996), aunque también se ha
encontrado presente en otros tipos celulares como queratinocitos y monocitos humanos.
Es una proteina de 37 kDa que se encuentra localizada tanto en la membrana plasmitica
como en el citoplasma (Chakraborty, 1991) y se ha descrito que es altamente afin a su
ligando natural, la hormona estimulador de melanocitos o (a-MSH), potente estimulante
de la pigmentacién y diferenciacién de células pigmentadas, incluyendo a las células de

melanoma.
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Anteriormente, nuestro grupo demostré que péptidos derivados de MCIR pueden
generar LTC péptido-especificos que reconocen a MHC clase I en lineas de melanomas
(Salazar-Onfray, F. 1997) y que este teceptor Se encuenfra sobre-expresado en
melanomas cutineos primarios y sus metdstasis, demostrdndose que MCIR se encuentra
presente en el 80% de las lineas de melanoma estudiadas, pero no en otras lineas
tumorales analizadas como carcinoma (Salazar-Onfray, F. 2002). Ademds, se detectd:
una fuerte expresién de MC1R en todos los melanomas primarios (N=12} y metastésicos
(N=11) analizados, bajos niveles de expresién en varios otros tejidos que incluyen la
médula adrenal y cerebelo y ademds de un alto nivel de expresion en lineas celulares de
melanoma comparado con melanocitos normales (Salazar-Onfray, F. 2002), 1o que estd
de acuerdo con resultados de otros autores que sefialan que aunque MCIR estd sobre-
expresado en melanomas, también estd presente en ciertos tejidos normales, tales como
testiculos, ovarios y placenta, sin embargo con un menor nivel de expresién (Thornwall,

M. 1996)

Basados en el hecho que MCIR se expresa mayoritariamente en melanomas primarios y
metastasicos, y que el potencial uso de MC1R en inmunoterapias contra el melanoma
podria depender de la expresion diferencial de este receptor en tejidos malignos versus
tejidos normales, se evalué la expresion de MCIR ahora en tejidos y lineas celulares de

melanoma uveal, utilizando un anticuerpo especifico para MCI1R.

Con el fin de estudiar la expresién de MCIR en este tipo de melanoma, se realizaron
estudios de inmunohistoquimica en cortes histolégicos de tejidos de melanoma ocular

(utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido a la porcién extracelular de MCI1R),
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detectando una fuerte expresion de éste receptor en el 95% (17/18) de los melanomas
uveales analizados, la que resulté bastante mayor que la expresién de otros marcadores
de melanoma en éste tipo de tumor, lo que le otorgan al antigeno MCI1R un potencial

inmunoterapéutico.

Una importante aplicacién derivada del hecho que se haya detectado MCIR en casi la
mayoria de los melanomas uveales analizados, recae en el diagndstico de estas lesiones
ya que en la actualidad la confirmacion histoldgica en el diagnostico del melanoma
ocular resulta en ocasiones errénea. Lo anterior, ocurre principalmente debido a la poca
caracterizacion de esta neoplasia, y por ende, a la falta de antigenos especificos para el
melanoma uveal. Debido a esta carencia de marcadores, hoy en dia se utilizan los
mismos anticuerpos tanto para el inmunodiagnéstico del melanoma cutdneo como el
uveal. Estos dos tipos de tumores, aunque presentan caracteristicas comunes, difieren
por ejemplo en la expresién de moléculas asociadas a tumor, que en melanoma cutineo
es muy homogénea, a diferencia del melanoma ocular, que presenta diferentes patrones
de expresion de estas moléculas. A causa de los problemas que esto acarrea, resulta de
suma importancia el descubrimiento de nuevos marcadores especificos para melanoma

ocular, que permitan un diagndstico mds certero de estas lesiones.

Con el objeto de extender nuestros estudios a lineas celulares derivadas de melanomas
frescos, se intentd establecer lineas celulares a partir de biopsias provenientes de
enucleaciones. Las células fueron mantenidas en cultivo por varios dias, sin embargo, no
se logré hacer proliferar estas células, pese a que las mismas se mantenian vivas. Por

esta razon, estas células fueron criopreservadas y posteriormente caracterizadas. La

44




dificultad para establecer este tipo de células a partir de tumores se debe, principalmente,
a que se trabajé con tumores oculares primarios, lo que dificulta el establecimiento de
lineas celulares, debido posiblemente a la carencia de nuevas moléculas de adhesion,

factores solubles secretados, etc. normalmente enconirados en tumores metastisicos.

Hemos reportado que las células de melanoma ocular expresan MCIR a nivel
extracelular, aunque la mayor expresién se encuentra a nivel citoplasmatico, lo que
podria representar un problema en una posible terapia basada en anticuerpos.
Considerando que algunos autores han reportado que algunas citoquinas
proinflamatorias pueden inducir la expresion de MCIR en la membrana plasmatica de
monocitos y macrofagos, en esta tesis se demostré que la incubacién de células de
melanoma ocular con ciertas citoquinas produce un efecto similar. Se observé que
dentro de las poblaciones de melanoma ocular, se pudieron distinguir claramente dos
poblaciones con diferentes niveles de expresién extracelular de MC1R, una con baja y la
otra con alta expresién de este receptor. Al incubar con citoquinas, se logré inducir un
aumento en la expresién de MCI1R a nivel extracelular. Por anilisis de citometria de
flujo, encontramos que la poblacién con bajos niveles exiracelulares de MCIR
desaparece, observandose una sola poblacién con altos niveles de MCIR en la

membrana de estas células.

Por otra parte, la expresion total de MCIR, no varié significativamente después de la
incubacién con citoquinas, lo que indica que existiria una movilizacion de MCIR
acumulado en el citoplasma hacia la membrana celular de las células y no una sintesis de

nuevos receptores durante este periodo de tiempo.
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En cuanto a Ia sensibilidad de las lineas celulares de melanoma ocular a la lisis mediada
por anticuerpos utilizando células NK, no fue posible obtener una diferencia de lisis
especifica significativa utilizando el anticuerpo monoclonal anti-MCIR, a diferencia de
la lisis observada para las células controles utilizadas (K562). Al incubar con estas lineas
celulares con IFN-y, no se observé un aumento en la lisis especifica, debido quizis a que
los receptores anti-Fc presentes en las células NK, no fueron capaces de reconocer los
fragmentos Fc del anticuerpo utilizado. Lo anterior pudo deberse a que el AcMo anti-
MCIR fue generado en rat6n, por lo que éste probablemente no pudo ser reconocido por
las células NK. Una de las proyecciones que se generarfan en esta tesis seria realizar
modificaciones en el anticuerpo (humanizacion) lo que permitiria aumentar la lisis por
NK de células opsonizadas con nuestro anticuerpo anti-MCIR, lo que le otorgaria una

relevancia clinica a los anticuerpos anti- MC1R.
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6. CONCLUSIONES

Utilizando un anticverpe monoclonal, se demostrdé que MCIR es sobre-
expresado en la mayoria de las lineas células y tejidos de melanoma ocular

analizados.

El anticuerpo a-MCIR tiene alta sensibilidad y especificidad por el melanoma

ocular de tipo epitelial y mixto.

La expresion de superficie de MCIR puede ser inducida por citoquinas pro-

inflamatorias como IFN-y y TNF-c..

MCIR debe ser utilizado como marcador suplementario en el diagndstico

diferencial de lesiones melanociticas.

MCI1R puede ser utilizado como blanco en posible inmunoterapia contra el

cancer.

T e Pt M
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