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1. MELANOMA CUTANEO 

 

El melanoma es una neoplasia originada por la transformación maligna de los 

melanocitos. La mayoría de estos tumores se desarrollan en la piel en la que los 

melanocitos se asientan, principalmente a nivel epidérmico y ocasionalmente en la 

dermis. Clark y cols (1984)  proponen un esquema teórico para explicar la progresión 

tumoral del melanoma, dicho esquema define las lesiones que presentan de forma 

secuenciales en la progresión del melanocito normal al melanoma: 1º nevus adquirido 

común; 2º nevus displásico; 3º melanoma primario  (fase de crecimiento superficial); 4º 

melanoma secundario (fase de crecimiento en profundidad); 5º melanoma metastático. 

Los nevus adquiridos comunes y los displásicos son lesiones proliferativas comunes y a 

partir de aquí se podría producir un incremento potencial de la malignidad.  

 

1.1 ETIOLOGIA 

 La incidencia del melanoma está aumentando de forma alarmante durante las 

últimas décadas, así esta patología ocupa el quinto y el sexto lugar en la  frecuencia de 

cánceres entre hombres y mujeres respectivamente (Jemal et al. 2002). Su frecuencia 

dentro de las neoplasias cutáneas está entre un 1,5-7%, pero representa el 65% de las 

muertes por cáncer de piel, lo que indica su alto potencial de agresividad y capacidad 

metastásica. Todos estos datos nos dan una idea de la importancia de esta patología y de 

la necesidad de su estudio. 

La incidencia del melanoma aumenta al aumentar la altitud y al disminuir la latitud, es 

decir cuanto más cerca nos encontremos del Ecuador habrá una mayor probabilidad  de 

padecerlo. En los Estados Unidos la incidencia es mayor ente mujeres jóvenes que entre 
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hombres jóvenes, pero después de los 45 años es mayor entre los hombres. En Suecia se 

observó un patrón similar pero el cambio de incidencia respecto a la edad se produce 

aproximadamente a los 54 años (Mansson-Brahme et al. 2002). Como en el caso de la 

mayoría de los tipos de cáncer tanto los factores genéticos como los medio ambientales 

contribuyen en la génesis del melanoma y mediante estudios epidemiológicos se han 

podido identificar los factores de riesgo más importantes entre los que se encuentran: 

1.1.1 Antecedentes familiares. En general, los melanomas en miembros de 

una familia son histológicamente indistinguibles de los melanomas esporádicos y tienen 

un pronóstico similar, sin embargo, en los melanomas familiares la edad de aparición es 

más temprana y tienen mayor probabilidad de desarrollar melanomas primarios 

múltiples (Barnhill et al. 1992;Kopf et al. 1986). 

1.1.2 Predisposición genética. Los cánceres hereditarios se han utilizado para 

dar luz sobre las posibles lesiones genéticas que participan en la génesis tanto de los 

cánceres heredados como de los esporádicos. Los melanomas familiares representan 

aproximadamente del 8-12% de todos los casos de melanoma (Fountain et al. 1990), por 

lo que representan un ejemplo excelente. 

Los estudios en familias con alta incidencia de melanoma culminaron con la 

identificación de dos genes de susceptibilidad a padecer la enfermedad como son 

CDKN2A y CDK4 cuyos productos hoy en día se conocen que participan en potentes 

vías de supresión de tumores. Más recientemente se asocia la predisposición a varios 

factores como puede ser la asociación de variantes polimórficas del gen MC1R con el 

pelo pelirrojo, la piel clara, la sensibilidad solar y las pecas (Chin 2003). 

 CDKN2A: Este gen fue identificado como importante en diferentes tipos de 

cáncer por su frecuente deleciones homocigotas en las líneas celulares de distintos tipos 
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cánceres (Kamb et al. 1994a;Nobori et al. 1994).Una vez conocido se asocio al 

melanoma familiar al estudiar sus mutaciones en este tipo de patología (Hussussian et 

al. 1994;Kamb et al. 1994b). CDKN2 codifica dos proteínas supresoras de tumor 

distintas denominadas INK4D y ARF. INK4A es un miembro de la familia de proteínas 

de INK (inhibitor of cyclin-dependent kinase), inhiben a CDK4/6 mediando así la 

fosforilación e inactivación de RB. Por otra parte, ARF inhibe la degradación de p53 

(Kamijo et al. 1998;Zhang et al. 1998). Por lo tanto, podemos decir que los productos de 

CDK2A regulan negativamente las vías de RB  y p53  por lo que su pérdida predispone 

al desarrollo del melanoma.    

 CDK4: La importancia de la inactivación por mutaciones del gen INK4A en la 

patogenia del melanoma se ha reforzado por la identificación de mutaciones en CDK4. 

Esta mutación parece afectar a la estructura cristalina del heterodímero INK4A-CDK6, 

impidiendo su unión (Russo et al. 1998) y viéndose afectada la función supresora de 

INK4A mediada por la regulación de CDK4/6. 

 A parte del importante papel en la predisposición al melanoma de las mutaciones 

que afectan a estos dos genes (CDK4A y CDKN2A) existen datos experimentales que 

avalan la implicación de otra serie de genes y las vías en a que participan  en 

predisposición a desarrollar un melanoma, como son los genes implicados en la cascada 

de señalización MAPK, la señalización HGF/SF-MET y el supresor de tumor PTEN 

(Goldstein et al. 2000b). 

1.1.3. Número y tipo de nevus. En todos los estudios epidemiológicos donde  se 

han evaluado los nevus se han considerado como un factor de riesgo para el melanoma, 

de forma que a mayor número de nevus se incrementa el riesgo (Bliss et al. 1995). 

Inicialmente se pensaba que el nevus displásico y el melanoma eran efectos pleotrópicos 
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de un mismo gen (Bale et al. 1986), sin embargo la aparición de nevus displásico no 

parece estar relacionado con la mutación en CDKN2A o CDK4 (Goldstein et al. 

2002;Goldstein et al. 2000a;Puig et al. 1997) ya que la historia natural de nevus 

displásico y el melanoma no parece tener diferencias entre familias con mutaciones  en 

estos genes y familias donde estas mutaciones no se han detectado (Tucker et al. 2002). 

Parece evidente que la etiología de los nevus es compleja, ya que varía con el tipo de 

nevus, y es debida a la interacción de múltiples genes (Darlington et al. 2002;Harrison 

et al. 1999;Karlsson et al. 2000;Kelly et al. 1994;Wachsmuth et al. 2001). 

1.1.4. Exposición solar y otras radiaciones ultravioletas (UV). El sol y las 

radiaciones UV constituyen el mayor factor de riesgo medioambiental para el melanoma 

(Armstrong and Kricker 2001;Elwood and Jopson 1997). 

Las quemaduras sufridas en algún momento de la vida indiscutiblemente también 

incrementan el riesgo pudiendo llegar a duplicarlo (Elwood and Jopson 1997) sin existir 

diferencia en lo que  respecta a la edad en que esta se producen (Pfahlberg et al. 2001). 

También se ha comprobado como los altos niveles de exposición solar es un importante 

factor de riesgo tanto en adolescentes como en adultos (Whiteman et al. 2001), pero 

teniendo en cuenta que el número de horas al aire libre durante la adolescencia es 

mucho mayor que durante la edad adulta. También se ha relacionado el riesgo de la 

exposición anual a las radiaciones UV con el sexo, comprobándose que es mayor en el 

caso de los hombres. Además la exposición a las radiaciones UV es un factor de riesgo 

importante en todas las etapas del melanoma desde el nevus hasta el melanoma invasivo 

(Fears et al. 2002).  
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1.2 CARACTERISTICAS CLÍNICAS  

Los melanomas pueden aparecer en cualquier parte de la piel, si bien, se presentan 

más frecuentemente en las extremidades inferiores en las mujeres  y en el dorso en los 

hombres (Sober et al. 1979). Lo habitual es encontrar una mácula o neoformación 

nodular muy oscura o con distribución irregular del pigmento, de mayor tamaño que los 

nevus comunes. Estas lesiones cumplen con la llamada regla del ABCDE, la cual indica 

algunos parámetros que en conjunto pueden ser indicadores de malignidad y son los 

siguientes: Asimetría, Bordes irregulares, Colores cambiantes, Diámetro mayor a 0.6 m 

y Elevaciones en la superficie del nevus. Por lo tanto podemos decir que cualquier 

lesión pigmentada que sufra un cambio de tamaño, conformación o color, podría ser 

considerado un melanoma potencial y es preceptivo la realización de una biopsia (Mihm 

et al. 1973). 

 

1.3 PATRONES DE CRECIMIENTO  

El melanoma se puede clasificar en cuatro patrones de crecimiento (McGovern et al. 

1986), definidos por su espesor y características clínico-dermatológicas, 

correlacionándolo con su historia natural. Los cuatro patrones predominantes son. 

1.3.1 Melanoma extensivo superficial. Representa aproximadamente el 70% 

de los melanomas en personas de piel clara  (Mihm et al. 1971). Frecuentemente pueden 

aparecer sobre nevus preexistentes (Gruber et al. 1989), el cual suele haber presentado 

cambios en un periodo de 1 a 5 años previos. Aparece ser más frecuente en las  piernas 

en el caso de las  mujeres y en el dorso en el caso de los hombres durante la cuarta  y 

quinta década de la vida. La histopatología muestra melanocitos uniformemente atípicos 
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en todo el espesor epidérmico en la zona maculosa, en forma aislada o en nidos. En las 

áreas nodulares hay melanocitos invadiendo la dermis. 

1.3.2 Melanoma nodular. Es la segunda forma más frecuente de melanoma y 

constituye del 15 al 30% de los mismos. La edad media de aparición son los 53 años. La 

localización más frecuente es el tronco, la cabeza y el cuello. Tiene una evolución 

rápida, en un promedio de 6 a 18 meses. Puede aparecer sobre piel normal más 

frecuentemente que sobre nevus previo, como una pápula o nódulo negro-azulado o 

rojo-azulado; también puede ser poliploide. (Cutler et al. 1975). Histológicamente, es 

una masa tumoral que se origina en la unión dermoepidérmica que crece hacia la dermis 

con escasa tendencia  a comprometer la epidermis subyacente o lateral de la lesión. Los 

melanocitos pueden ser epiteloides, fusiformes, pequeños o una mezcla de ellos. 

1.3.3 Melanoma lentigo maligno. Es el melanoma invasor menos frecuente 

(4-15%). Esta ubicado casi exclusivamente en cara y cuello, siendo la nariz y las 

mejillas las localizaciones más frecuentes. La edad media de aparición es a los 65 años 

(Meier et al. 2002).  

La lesión suele ser maculosa, de 3 a 6 cm de diámetro. Puede tener varios colores, 

marrón, pardo, negro, azulado y blanco. La histopatología del área maculosa presenta 

aumento de melanocitos intraepidérmicos a lo largo de la capa basal, con morfología 

normal o atípica. En el área nodular los melanocitos reemplazan la capa basal y ocupan 

la interfase dermoepidérmica y son fusiformes. La dermis tiene infiltrados linfocitarios 

y melanófagos.   

1.3.4 Melanoma acrolentiginoso. Constituye del 2 al 8% de los melanomas en 

personas de piel clara, pero representa la forma más común en pieles oscuras (60 a 72% 

en raza negra y 29 a 46% en asiáticos) (Reintgen et al. 1982). Se localiza en la palma de 



Teresa Rodríguez Ruiz   INTRODUCCIÓN 

Universidad de Granada 9

las manos  y plantas. La edad media de aparición son 65 años. Clínicamente es una 

mácula amarronada o negruzca, puede tener áreas blanquecinas de regresión y bordes 

irregulares. Generalmente tiene pápulas o nódulos. Histopatológicamente, el área 

maculosa tiene melanocitos dendríticos atípicos con núcleos grandes y en el área pápulo 

nodular son fusiformes.   

 

 

2. RECONOCIMIENTO  INMUNOLOGICO DEL CANCER 

 

2.1 INTRODUCCION 

La idea que el sistema inmunológico regula el desarrollo de cáncer experimenta 

un nuevo resurgimiento. Durante los últimos 50 años la mayor parte del debate se  ha 

centrado en la validez de la hipótesis de inmunovigilancia propuesta por Burnet (1957) 

y Thomas (1982). Hubo problemas experimentales a la hora de demostrar si realmente 

los mecanismos inmunes de defensa natural protegen al anfitrión contra el desarrollo de 

cánceres. Sin embargo, el proceso de inmunovigilancia ha sido demostrado de forma 

definitiva gracias a los datos experimentales obtenidos de modelos de ratón  junto con 

importantes datos clínicos de pacientes humanos. El desarrollo de ratones transgénicos, 

y la capacidad para producir anticuerpos monoclonales (mAb) específicos a 

determinados componentes  inmunes, ha permitido probar la hipótesis de vigilancia 

inmune en el cáncer en modelos murinos inmunodeficientes definidos molecularmente 

(Dunn et al. 2002;Dunn et al. 2004a;Dunn et al. 2004b;Smyth et al. 2001;Schreiber et 

al., 2002). También se ha reconocido que la eliminación de tumor representa sólo una 

parte en la compleja relación entre el sistema inmunológico y el cáncer (Dunn et al. 
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2002;Dunn et al. 2004a;Dunn et al. 2004b;Shankaran et al. 2001). Cuando el sistema 

inmunológico falla en la eliminación de todas las células de tumor, los tumores con baja 

inmunogenicidad pueden ser capaces de escapar al reconocimiento inmune y la 

destrucción (Shankaran et al. 2001;Smyth et al. 2000;Svane et al. 1996;Takeda et al. 

2002). Este hecho junto la capacidad del tumor de esculpir el sistema inmunológico en 

el desarrollo de tumor constituye la " inmunoedición del cáncer " (Dunn et al. 

2002;Dunn et al. 2004a;Dunn et al. 2004b). La inmunoedición es un proceso dinámico 

que comprende tres fases: eliminación, equilibrio, y escape. La eliminación abarca el 

concepto clásico de vigilancia inmune del cáncer, el equilibrio es el período de latencia 

inmune que se produce después de que la destrucción incompleta del tumor, y en la fase 

de escape se produce el crecimiento del tumor que ha sobrevivido al ataque inmune de 

la fase de equilibrio (Fig.1 pg 10). 

Fig 1. Las tres fases del proceso de inmunoedición. Las células normales  sujetas a estímulos 
oncogénicos se transforman en células tumorales. Desde etapas tempranas de la tumorigénesis,estas
células expresan señales de “peligro” y se inicia el procesos de inmunoedición. En la primera fase de 
eliminación, las células que forman parte de la inmunidad innata y adaptativa, que constituyen la red de 
inmunovigilancia, pueden eliminar el tumor y proteger frente a su formación. Sin embargo, si el proceso 
no se desarrolla adecuadamente, las células del tumor pueden entrar en la fase de equilibrio donde las
células tumorales se mantienen o son esculpidas inmunológicamente para producir nuevas variantes 
tumorales. Estas variantes pueden acabar evadiendo al sistema inmunológico por una variedad de 
mecanismos y hacerse clínicamente detectables en la fase de escape.
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2.2 INTERACCION  DEL SISTEMA INMUNE CON   FACTORES 

INTRINSECOS DE LA PROGRESIÓN TUMORAL 

Se han descrito  varios  factores intrínsecos que participan en el desarrollo 

neoplásico:  

 Estimulación autocrina del crecimiento. Si bien la mayoría de los factores 

de crecimiento solubles son producidos por un tipo de células para estimular la 

proliferación de otras, algunas células de cáncer adquieren la habilidad de sintetizar 

factores de crecimiento que actúan sobre las mismas células que lo producen 

(estimulación autocrina). Algunos factores de crecimiento autocrinos producidos por las 

células de cáncer, no sólo actúan como señales estimulatorias del crecimiento si no que 

también afectan a la respuesta inmune. Por ejemplo  la IL-4 y la IL-10  actúan como 

factores de crecimiento autocrino en el carcinoma tiroideo (Stassi et al. 2003) y ambas 

citoquinas polarizan la respuesta de las células T de Th1 a Th2, de este modo se produce 

una inactivación de la respuesta inmune frente al cáncer en la que están implicadas las 

células Th1. La IL-6 es una de los más potentes factores de crecimiento autocrino en la 

patogénesis de numerosos cánceres como el renal, de próstata y  mielomas. 

 La activación aberrante de STAT3 (transductor de señal y activador de la 

transcripción), involucrado en la señalización de la IL-6, produce una inhibición de la 

respuesta inflamatoria  e interferencias entre la respuesta adaptativa e innata en varios 

cánceres humanos, y de este modo favorece el crecimiento incontrolado del tumor 

(Wang et al. 2004). STAT3 puede ser activado por otros factores de crecimiento como 

son las proteínas PAX3 y FKHR (Nabarro et al. 2005), las cuales se asocian con un 

subtipo de rabdomiosarcoma. PAX3 y FKHR producen la reducción de la expresión de 
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las moléculas del MHC y un incremento de la producción de IL-10 por el tumor, lo que 

provoca la inhibición de la respuesta inflamatoria y el reconocimiento por el sistema 

inmune (Dunn et al. 2004a). La sobreexpresión de los receptores de los factores de 

crecimiento también podría incrementar la sensibilidad de las células cancerosas a los 

factores de crecimiento que normalmente no se produciría. Un ejemplo de esto lo 

constituyen los receptores EGFR y ERBB2. El primero se encuentra sobreexpresado en 

los tumores de estómago, cerebro y mama y el segundo está incrementado en tumores 

de estómago y mama. Ambos son importantes antígenos tumorales implicados en la 

inducción de la respuesta de las células T, y en los pacientes donde se sobreexpresan se 

ha detedtado un incremento de la respuesta inmune derivada (Pupa et al. 2005). 

 

 Insensibilidad a las señales de antiproliferativas. En los tejidos normales 

existen numerosas señales antiproliferativas que mantienen la homeostasis de los 

tejidos. Estas señales inhibitorias del crecimiento pueden ser solubles o encontrarse 

ancladas en las matriz extracelular o sobre la superficie de células vecinas.  

Una de las más importantes señales antiproliferativas esta mediada por el factor de 

crecimiento derivado de las células transformadas-β (TGF-β), en algunos tumores se 

ven alterados algunos de los componentes de su vía de señalización: por ejemplo, por 

mutación o pérdida de los receptores del TGF-β, por mutación del factor transcripcional 

SMAD4, o por deleción de los locus que codifican INK4B y la proteína de 

retinoblastoma. Además el TGF-β favorece la transición epitelial mesenquimal de líneas 

celulares de cáncer de mama y por tanto podría actuar de forma autocrina y paracrina 

permitiendo la movilidad, invasividad y metástasis (Muraoka-Cook et al. 2005). 

También es uno de los más potentes agentes inmunosupresores actuando a varios 
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niveles ya que la presentación antigénica por las células dendríticas (DCs), inhibe la 

actividad del IFN-γ, reduce la proliferación de las células T, suprime la actividad 

citotóxica de las células NK y estimula la proliferación de las células Treg  (Gorelik and 

Flavell 2002). En contraste se piensa que el TGF-β además puede tener un efecto 

inmunoestimulador particularmente sobre las células Th  (Bettelli et al. 2006). 

Todos estos datos sugieren que cuando el tumor ignora la señal inhibitoria de 

crecimiento del TGF-β puede replicarse en un ambiente inmunodeprimido rico en esta 

citoquina. 

 

   Evasión de la apoptosis. La apoptosis o muerte celular programada es un 

proceso celular fundamental y esencial para el desarrollo y mantenimiento de la 

homeostasis de los tejidos. Su misión es la eliminación de células superfluas, dañadas, 

infectadas o transformadas y juega un importante papel en el desarrollo, homeostasis y 

protección contra el cáncer.  

El mecanismo celular de la apoptosis ha sido ampliamente estudiado y discutido 

(Budihardjo et al. 1999;Strasser et al. 2000). De una forma sencilla se podría definir 

como un conjunto de sensores y reguladores positivos y negativos cuyo balance neto 

determinará si finalmente se desencadena o no el proceso apoptótico. El mecanismo 

celular de la apoptosis se divide en dos vías: 

a) Una vía intrínseca que se encuentra ligada a funciones mitocondriales (Green 

and Reed 1998). 

b)  Una vía extrínseca en la que participan una serie de receptores situados en la 

membrana celular denominados receptores de muerte. Esta vía participa en la 

inmunidad celular, pero también esta implicada en la respuesta de las células cancerosas 
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a determinadas terapias (Ashkenazi and Dixit 1998;Fulda et al. 2001;Strasser et al. 

2000). Se inicia con la unión de determinadas citoquinas como  TNF-α, TRAIL or FasL 

a sus correspondientes receptores de membrana de las célula diana. Esta unión produce 

la trimerización y activación de los receptores, una vez activados el dominio 

citoplasmático de los receptores  (denominado dominio de muerte) podrá unirse a una 

serie de proteínas adaptadoras que a su vez reclutan a preformas inactivas de la 

procaspasa 8 (FLICE). En este complejo multimérico de muerte inducida por 

señalización (DISC), la caspasa 8 es activada por autoproteólisis desencadenándose la 

activación de una serie de caspasa efectoras (Ashkenazi and Dixit 1998;Budihardjo et 

al. 1999). Esta vía puede ser regulada a distintos niveles por proteínas inhibidoras de la 

apoptosis como el Bcl-2 (Danial 2007) y FLIP (FLice Inhibitory Protein) (Thome et al. 

1997). 

Como hemos comentado anteriormente en esta vía extrínseca de apoptosis 

interviene la molécula de Fas también denominada APO-1 o CD95 que es un antígeno 

de superficie perteneciente a la familia de receptores TNF/NGF y se expresa de forma 

bastante general en los distintos tejidos. La proteína ha podido ser detectada en células 

epiteliales, fibroblastos, osteoblastos y cierto tipo de células endoteliales. El ligando 

para este antígeno denominado ligando de Fas (FasL) es una glicoproteína de membrana 

expresada predominantemente en células T y NK activadas y está implicado en la 

citotoxicidad mediada por CTLs. También es expresado en los tejidos que gozan de 

“privilegio inmune” y por las células tumorales, que al expresar FasL  provocan la 

muerte programada en linfocitos T Fas positivos que infiltran el tumor (Hahne et al. 

1996;O'Connell et al. 1996;Walker et al. 1997) aunque esta posibilidad sea polémica. Se 

sabe que las líneas celulares de melanoma y en las lesiones de melanoma extirpadas 
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quirúrgicamente expresan altos niveles de Fas-L (Hahne et al. 1996) . Esto sugiere que 

podría existir un nuevo mecanismo de escape utilizado por las células tumorales para 

evadir el reconocimiento de los CTL, sin embargo esta hipótesis parece ser 

incompatible con las regresiones clínicas observadas en pacientes a los que se les 

administran linfocitos T infiltrados (TIL) que son activados in vitro (Rosenberg et al. 

1994).  

 

Potencial replicativo ilimitado. La replicación ilimitada requiere el mantenimiento 

de los telómeros que se encuentran al final de los cromosomas protegiéndolos de la 

degradación. En las células normales en cada replicación el telómero se hace cada vez 

más corto ya que la maquinaria de replicación no es capaz de copiar su secuencia 

completa. En la mayoría de las células malignas se produce un aumento de expresión de 

la enzima telomerasa, la cual añade hexanucleótidos en el final del DNA telomérico. 

Como parte del complejo telomerasa existe una enzima que se denomina transcriptasa 

reversa telomerasa (TERT) que es un antígeno tumoral presente en enfermedades 

malignas, como el cáncer de mama (Amarnath et al. 2004) y la leucemia mieloide 

crónica (Maecker et al. 2005), aumentando la respuesta inmune. Además, el potencial 

replicativo se ve incrementado con la mutación o pérdida de genes supresores como el 

p53, el cual también puede actuar como antígeno tumoral. En tumores que no expresan 

p53 se aumenta la expresión de la ciclina B1 (regulador del ciclo celular) que también 

es un potente antígeno tumoral (Suzuki et al. 2005). 

 

Angiogénesis sostenida. Algunas células tumorales muestran una mayor expresión 

de factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y/o factor de crecimiento de 
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fibroblastos 1 (FGF1) y FGF2 que los tejidos normales, estos factores son cruciales para 

la mediación de la angiogénesis. Además de promover la angiogénesis, el VEGF inhibe 

la respuesta inmune antitumoral inhibiendo la activación del factor nuclear-kB en las 

DCs, previniendo así su maduración (Della Porta et al. 2005), y la supresión de la 

activación de las células T (Ohm et al. 2003). 

También la sobreexpresión del mediador pro-inflamatorio ciclooxigenasa-2 (COX-2) es 

común en lesiones malignas y pre-malignas en órganos como el colon, pulmón, mama, 

próstata, vejiga, estómago y esófago. COX2 produce la sobreproducción de 

prostaglandina E2 (PGE2) la cuál a su vez favorece la angiogénesis induciendo la 

producción de VEGF (Brown and DuBois 2005). Además COX2 y PGE2 suprimen la 

respuesta inmune antitumoral mediada por las células T y los macrófagos, mediando la 

polarización de la respuesta de las células Th  hacia la respuesta de las células Th2 

(Brown and DuBois 2005). 

 

Invasión de tejidos y metástasis. La localización de las células tumorales en 

lugares distantes del tumor primario (metástasis) es la causa del 90% de las muertes por 

cáncer. La presión selectiva probablemente dirige células de cáncer a lugares donde  

pueden ocultarse de la respuesta inmune. La invasión de sitios distantes al tumor 

primario requiere alteraciones en las proteínas implicadas en mantener a las células a su 

alrededor, así como en la secreción de proteasas. El gen supresor TSLC1, el cual se 

encuentra inactivado en el cáncer de pulmón, codifica a la proteína NECL2. Esta 

proteína media la unión de las células epiteliales con nectinas y además es reconocida 

por CRTAM (MHC-class-I-restricted T-cell-associated molecule), la cuál es expresada 

por las células T CD8+ y las células NK, y promueve la citotoxicidad mediada por las 
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células NK y la producción de IFN-γ por las células T (Boles et al. 2005). Por lo tanto la 

inactivación de NECL2 provoca un doble efecto oncogénico: permite la 

desorganización de la capa de células epiteliales e inhibe el reconocimiento de proteínas 

por parte de las células T y NK. 

La secreción de enzimas proteolíticas, como la captepsina, está también 

involucradas en la invasión de tejidos por las células tumorales. En los procesos 

cancerosos es característica la secreción de proteasas de los lisosomas, proceso que se 

encuentra asociado a un incremento de la proteína del schok térmico HSP-70 (Kroemer 

and Jaattela 2005). En teoría esta proteína aumenta la inmunogenicidad de las células 

tumorales ya que es una de las principales moléculas asociadas al patrón de daño 

molecular y participa en el cross-priming de los péptidos tumorales a las células T CD8+  

(Binder and Srivastava 2005;Calderwood et al. 2005). Además en carcinomas como el 

de páncreas y colón la liberación de esta proteína favorece la actividad citolítica de las 

células NK (Gastpar et al. 2005).  

La invasión local puede también estar mediada por matriz metalo-proteinasas 

(MMPs) que son secretadas por las células tumorales y del estroma. Las MMPs también 

están relacionadas con la evasión del sistema inmune por parte del tumor a través 

mediante la activación del TGF-β, la liberación de moléculas de adhesión ICAM1 e 

ICAM2 y el anclaje de CD25 (Stefanidakis and Koivunen 2006). 
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2.3. EL SISTEMA INMUNE COMO UN ELEMENTO EXTRÍNSECO DE 

SUPRESIÓN DEL DESARROLLO TUMORAL 

 

2.3.1 Antígenos tumorales 

El trabajo realizado durante la pasada década  ha comenzado a revelar la base 

molecular de las diferencias dentro de la respuesta inmune adaptativa. Especialmente, 

en el reconocimiento de antígenos tumorales por parte de las células T αβ CD4+ y CD8+ 

en el contexto de las moléculas MHC de clase II y clase I, respectivamente. Desde que 

los antígenos tumorales fueran identificados por primera vez en 1991 (van der Bruggen 

et al. 1991), algunos antígenos tumorales han sido clonados y pueden ser divididos en 

cinco categorías: 1) antígenos de diferenciación, por ejemplo antígenos de 

diferenciación de melanocitos, Melan-A/MART-1, tirosinasas, y gp-100. 2) antígenos 

mutacionales, por ejemplo formas anormales de la proteína p53. 3) antígenos 

sobreexpresados o amplificados, como HER-2/neu. 4) antígenos de células germinales, 

como MAGE y NY-ESO-1 y  5) antígenos virales, como por ejemplo EBV y HPV 

(Boon and van der Bruggen 1996;Old 2003;Rosenberg 1999). La definición molecular 

de antígenos tumorales revolucionó el campo de la inmunología tumoral al proporcionar 

una base firme para entender como el sistema inmune adaptativo discriminaba entre las 

células normales y las células neoplásicas. 

Además de los antígenos presentados por las moléculas MHC, las células transformadas 

pueden sobreexpresar otras moléculas que sirven de diana para su reconocimiento en los 

procesos de inmunovigilancia. Varios estudios han señalado a los receptores NKG2D, 

que se expresan en las células NK, células T γδ y células T αβ CD8 (Raulet 2003), 
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(Bauer et al. 1999a) como un componente importante usado por las células del sistema 

inmune adaptativo e innato para distinguir las células tumorales de las células normales. 

 

2.3.2 Respuesta inmune natural contra el cáncer 

El inicio de la respuesta inmune del hospedador se produce cuando las células 

del sistema inmunológico innato detectan el crecimiento de  un tumor  debido a 

cualquier alteración del tejido local que ocurre como consecuencia de angiogénesis 

(Carmeliet and Jain 2000; Hanahan and Folkman 1996) o invasión tisular (Hanahan and 

Weinberg 2000;Sternlicht and Werb 2001). Los cambios estructurales en el estroma 

inducidos durante este proceso pueden producir moléculas proinflamatorias que junto 

con quimiocinas, que a menudo son producidas por las células tumorales (Vicari and 

Caux 2002), atraen a las células de la inmunidad innata a esta nueva fuente "de peligro" 

local (Matzinger 1994). Las  células dendríticas (DC) actúan como los detectores de 

estrés tisular, daño, y/o la transformación, y las señales de peligro pueden ser  proteínas 

de shock térmico (HSPs) y/o factores proinflammatorios. Algunas de estas citoquinas 

(p.ej., interleuquina-1 (IL-1), IL-15,  factor de necrosis tumoral-α (TNF−α),  interferón 

(IFN) tipo I, y factor estimulador de granulocitos y macrófagos (GM-CSF)) también 

puede promover la diferenciación de las DCs y la actividad por aumento de la  

coestimulación entre las DCs y las células NK y las DCs  y las células de T 

posteriormente. El microambiente de peligro permite el reclutamiento de células NK, 

macrófagos, células T y/o células de T natural killer (NKT). Además, las células T y 

células TNK pueden reconocer tumores que se desarrollan mediante la interacción de 

los receptores de las células T (TCR) con el complejo MHC/antígeno tumoral o por los 

complejos glicolipídicos-CD1 expresados sobre células de tumor, respectivamente 
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(Smyth et al. 2001). Estas células efectoras pueden entonces liberar moléculas 

citotóxicas para eliminar a las células transformadas   y secretar IFNs que pueden tanto 

controlar directamente el crecimiento de tumor como indirectamente ampliar la 

respuesta inmune mediante  una gran variedad de mecanismos (Dunn et al. 2004b). 

 

2.3.3. Respuestas adaptativas frente al cáncer 

La respuesta inmune adaptativa frente al tumor se produce cuando los antígenos 

tumorales  son liberados por una variedad de  vías en el contexto de señales inmunes 

innatas. Las DCs inmaduras que han sido reclutadas en el lugar del tumor comienzan a 

activarse bien por la exposición a las citoquinas del microambiente tumoral producidas 

durante el ataque inmune innato o por la interacción con las células NK infiltradas en el 

tumor (Gerosa et al. 2002). Las DCs activadas entonces pueden adquirir antígenos 

tumorales bien  directamente por la ingestión de célula de tumor mediante cuerpos 

apoptóticos o mediante mecanismos indirectos que implican la transferencia de los 

complejos de células tumorales derivadas de HSPs y/o antígenos tumorales a las DCs 

(Li et al. 2002;Srivastava 2002).  Las DCs adquiere un fenotipo maduro altamente 

activado y, en respuesta a  las distintas quimiocinas y/o citoquinas, migran a los nódulos 

linfáticos (Sallusto et al. 2000), donde  provocan la activación de de las células T CD4+ 

naive a células Th1. Las células Th1 permiten el desarrollo de linfocitos T CD8+ 

citotóxicos (CTL) específicos del tumor mediante la presentación sobre las DCs del 

complejo formado por los péptidos tumorales y las moléculas HLA de clase I (Huang et 

al. 1994). Los péptidos tumorales son presentados a las células T CD4+ o CD8+  en el 

contexto de clase MHC II o la clase I moléculas, respectivamente, y en ocasiones 

también puede se puede producir  la activación de células de B. En la etapa final, el 
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desarrollo de inmunidad adaptativa específica frente al tumor puede hacer que el 

hospedador consiga eliminar completamente el tumor que se desarrolla. Las células T 

CD4+ y CD8+ tumor específicas vuelven al lugar del tumor donde destruyen a las 

células tumorales que presentan el antígeno tumoral. Las células T CD4 producen IL-2 

que, junto con la producción de IL-15 por las células hospedadoras, ayuda a mantener la 

función y la viabilidad de las células CD8+ tumor específicas. Las células CD8 tumor 

específicas reconocen de forma eficiente el tumor e inducen la muerte de las células 

tumorales tanto por mecanismos directos como indirectos.  Es probable que las células 

T CD8+  directamente destruyan muchas células tumorales en vivo, sin embargo, 

también producirán  grandes cantidades de IFN-γ de este modo destruyen al tumor por 

inhibición del ciclo celular dependiente de IFN-γ, apoptosis, angiostasis, o inducción de 

macrófagos. Estos dos mecanismos básicos de muerte y la producción citoquinas 

probablemente ocurren simultáneamente; sin embargo, sus contribuciones relativas 

pueden ser  dependientes del tumor. De ahí, la fase de eliminación es un proceso 

continuo que debe ser repetido cada vez surgen células neoplásicas con distintos 

antígenos.  

 

 

3.  MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE EN 

EL CÁNCER 

 

1) Alteración de la expresión de antígenos de histocompatibilidad y de la 

maquinaria de presentación antigénica en tumores.  

2) Pérdida o modulación de antígenos tumorales. 
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3) Inducción de inmununosupresión : inmunotolerancia dentro del microambiente 

tumoral  

4) Células T supresoras: Treg.  

5) Alteración funcional de células T CD8. 

 

3.1 ALTERACION DE LA EXPRESIÓN DE ANTÍGENOS DE 

HISTOCOMPATIBILIDAD Y DE LA MAQUINARIA DE PRESENTACIÓN 

ANTIGÉNICA EN TUMORES 

Uno de los primeros mecanismos reconocidos y estudiados relacionados con la 

evasión inmune del tumor es la inhibición de la presentación antigénica. La baja 

regulación de la maquinaria de procesamiento antigénica, en particular en el caso de las 

moléculas HLA de clase I, ha sido demostrada en una gran variedad de tumores. En 

humanos, la baja regulación  de las moléculas clase MHC I han sido observadas en 

distintos tipos de tumores (Cabrera et al. 1996;Cabrera et al. 1998;Esteban et al. 

1990;Ferrone and Marincola 1995;Marincola et al. 2000;Ruiz-Cabello et al. 1989;Ruiz-

Cabello et al. 1991;van den Ingh et al. 1987). En muchos casos, se produce una perdida 

selectiva de un alelo HLA lo que parece producir una disminución en presentación de 

un antígeno inmunodominante del tumor; sin embargo, esta teoría nunca ha sido 

probada de una forma directa. El mecanismo más común para la pérdida total de las 

moléculas MHC de clase I son las mutaciones en el gen de la β2-microglobulina 

(Benitez et al. 1998;D'Urso et al. 1991;Wang et al. 1993). Frecuentemente se produce la 

pérdida de heterocigosidad en el locus de la β2-microglobulina junto con mutaciones de 

este gen. La baja regulación de los genes MHC de clase I pueden ser resultado de 

múltiples mecanismos que afectan la transcripción (Blanchet et al. 1992;Doyle et al. 
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1985). La baja regulación de los genes TAP así como de los componentes del 

proteosoma, como son el LMP-2 Y LMP-7, de la misma manera han sido demostrados 

en una  gran variedad de tumores (Alpan et al. 1996;Hilders et al. 1994;Rowe et al. 

1995;Sanda et al. 1995;Seliger et al. 1996). En la mayoría de casos donde se produce 

una baja regulación de la maquinaria de procesamiento antigénica de las moléculas 

HLA de clase I, la expresión se recupera tras el tratamiento con IFN-γ, lo que sugiere 

que esta disminución de la expresión se debe a un fenómeno epigenético reversible. No 

raras veces, los tumores expresan niveles más altos de moléculas MHC de clase I y de 

componentes de  la maquinaria de procesamiento antigénico que su tejido normal de 

origen. Por ejemplo, prácticamente todos los cánceres renales expresan considerables 

niveles de MHC de clase I, mientras que el epitelio normal renal expresa los niveles 

apenas perceptibles de MHC la clase I en superficie y muy bajo los niveles de TAP 

hasta después de ser tratados con IFN-γ. 

 

Los mecanismos responsables de las alteraciones HLA en tumores han sido 

estudiados en profundidad  en la expresión de las moléculas HLA se han dividido en 

varios grupos: 

 

Mutaciones en los genes que codifican la β-2m, cadena pesada de las moléculas 

HLA de clase I y proteínas de la maquinaria de procesamiento antigénico (APM).  

Las mutaciones en los genes de la β2m pueden ser debidas a deleciones de uno o 

varios nucleótidos y estas mutaciones se distribuyen de forma aleatoria en estos genes 

(Benitez et al. 1998;Feenstra et al. 1999b;Paschen et al. 2003;Restifo et al. 1996). Se 

han detectado un punto caliente de mutación en la región de repetición CT localizada en 
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el exón 1 en el gen de la β2m (Perez et al. 1999), reflejando un incremento de la 

inestabilidad genética de esta región en células malignas (Garrido and Algarra 

2001;Seliger et al. 2002). 

 Las mutaciones en los genes HLA de clase I incluyen recombinaciones 

somáticas en la región de los genes HLA de clase I (Browning et al. 1996), mutaciones 

nonsense (Koopman et al. 2000), mutaciones missense, deleciones e inserciones 

(Jimenez et al. 2001;Lehmann et al. 1995;Serrano et al. 2000). 

 También se han descrito mutaciones en los TAPs asociados con la pérdida de las 

moléculas de HLA de clase I en cáncer de pulmón (Chen et al. 1996) y en melanoma 

(Seliger et al. 2001). 

 

  Pérdida de un haplotipo HLA (LOH) 

Esta alteración se debe a la pérdida de una copia del cromosoma 6 o a la pérdida 

de un fragmento de DNA que contiene los genes HLA-A, -B y –C (Koene et al. 

2004;Ramal et al. 2000a;Torres et al. 1996). Este tipo de alteración ha sido descrita en 

diversos tipos de tumores, como son, tumor de laringe (Maleno et al. 2002), tumor 

colorectal (Maleno et al. 2004), linfoma no Hodgkin (Drenou et al. 2004) y cáncer de 

páncreas (Ryschich et al. 2004;Torres et al. 1996). Se han descrito varios mecanismos 

capaces de producir LOH, incluyendo la no disyunción cromosómica, recombinación 

mitótica y la deleción o conversión génica (Browning et al. 1993;de Nooij-van Dalen et 

al. 1998a).  
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   Defectos en la regulación transcripcional de los genes HLA de clase I y 

componentes de APM.  

La baja regulación de los genes TAP1/2 y LMP2/7 han sido demostradas en 

diferentes líneas celulares y tumores (Cabrera et al. 2003;Garrido et al. 1993;Meissner 

et al. 2005). La baja regulación de LMP7 se ha correlacionado con los niveles de 

expresión en varias líneas celulares de tumores humanos (Yoon et al. 2000). Se ha 

encontrado una alta frecuencia de pérdida o de baja regulación de LMP2, LMP7 y 

TAP1 en lesiones tumorales y líneas celulares procedentes de pacientes con cáncer de 

cabeza y cuello, que en el caso de las bajas regulaciones podrían ser revertidas tras 

tratamiento con IFN-γ (Meissner et al. 2005). Baja expresión de subunidades del 

inmunoproteosoma (Cabrera et al. 2003;Miyagi et al. 2003) y tapasina (Cabrera et al. 

2005) están involucradas en las pérdidas de las moléculas HLA de clase I en cáncer 

colorectal humano. 

 

Alteraciones  epigenéticas.  

Los cambios en el patrón de metilación del DNA son uno de los errores 

epigenéticos más comunes en el cáncer y se producen por la adición enzimática de un 

grupo metilo en el carbono de la posición 5´ de la citosina (Doerfler 1983). La mayoría 

de las 5´-metilcitosinas en el DNA de mamíferos esta presente en 5´-CpG-3´ 

dinucleótidos (Riggs and Jones 1983).  

Se ha demostrado como los fenómenos de metilación están  involucrados en la 

inactivación de determinados genes involucrados en procesos cancerosos (Costello and 

Plass 2001) acabando así  con la idea de que las bases moleculares de esta enfermedad 

son únicamente genéticas. 
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 Varios estudios han puesto de manifiesto el papel de la metilación en la regulación 

transcripcional, así se ha comprobado que la hipermetilación del DNA es uno de los 

mecanismos capaces de provocar la inactivación transcripcional de los genes de HLA de 

clase I lo que lleva a la pérdida de expresión en superficie de estas moléculas 

favoreciéndose así el escape del tumor al reconocimiento del sistema inmune (Nie et al. 

2001). Teniendo en cuenta estos datos se ha comprobado como tras el tratamiento con el 

agente desmetilante 5´-aza-2’-desoxicitidina es posible la recuperación de la  expresión 

de las moléculas HLA de clase I. (Jones and Taylor 1980;Mohandas et al. 1981;Serrano 

et al. 2001).  

 En suma existen numerosos mecanismos que conducen a alteraciones totales o 

parciales en la expresión de antígenos HLA. Esto ha llevado a clasificar estas 

alteraciones atendiendo al fenotipo observado en la superficie de la célula tumoral 

(Garrido et al. 1997) (fig 2 pg. 27).  

 Fenotipo Ia producido por la pérdida total de las moléculas HLA de clase I, fenotipo Ib 

en el cual se produce la  baja regulación total de las moléculas HLA de clase I. 

Fenotipo II en el que se produce la pérdida de un haplotipo HLA. 

Fenotipo III caracterizado por la pérdida o baja regulación de un locus HLA. 

Fenotipo IV provocado por una pérdida alélica,  

Fenotipo V o fenotipo compuesto resultado de la combinación de dos o más fenotipos 

anteriormente mencionasos.  

Fenotipo VII caracterizado por la resistencia a la acción del IFN-γ. 

Fenotipo VII que se produce por la reducción de la expresión de las moléculas HLA de 

clase I y expresión de las moléculas HLA de clase I no clásicas 
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Fig. 2  Diferentes fenotipos alterados de las moléculas HLA de clase I.   

Fenotipo Ia Fenotipo Ib

 

3.2 PÉRDIDA O MODULACIÓN DE LOS ANTÍGENOS TUMORALES 

  La pérdida de expresión en superficie de antígenos tumorales es uno de los  

mecanismos utilizados por el tumor para evadir la respuesta inmune mediada por los 

CTLs y  puede ocurrir de forma independiente a las alteraciones en la expresión de las 

moléculas HLA de clase I. La disminución de la expresión de antígenos de 

diferenciación melanoma-melanocito (MDAs) tales como el gp-100, antígenos 

reconocidos por células T como MART1 y tirosinas están asociados con la progresión 

de la enfermedad (de Vries et al. 1997). Se ha observado como el 100% de las células 

en estadio I eran MART1+ pero en el estadio IV de la lesión sólo eran positivas un 75%  

(Hofbauer et al. 1998). Así como la disminución de la expresión de antígenos en 

tumores residuales después de la vacunación con péptidos (Jager et al. 1996;Lee et al. 

1998). La vacunación con el péptido gp-100 provocó la disminución de la expresión del 

péptido gp-100 en el tumor, mientras que en la expresión del péptido MART1 no se 

observó ningún cambio (Riker et al. 1999). El mecanismo responsable de la 

disminución de la expresión de los antígenos tumorales es en la mayoría de los casos 
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desconocido, sin embargo parece que podría ser facilitada por la presencia de antígenos 

inmunodominantes (Schreiber et al. 2002). El fenómeno de inmunodominancia podría 

deberse a la inmunodetección de determinados epítopos frente a otros que también se 

expresa la superficie de la célula diana. Esta teoría postula que las variantes tumorales 

con la pérdida antigénica son capaces de evadir la respuesta inmune porque las células 

tumorales parentales que poseen el antígeno inmunodominante sirven como diana para 

el ataque inmune, consiguiendo así desviar la atención de las variantes tumorales.  

  

3.3 INDUCCIÓN DE INMUNUNOSUPRESIÓN: INMUNOTOLERANCIA 

DENTRO DEL MICROAMBINETE TUMORAL   

A pesar de las consecuencias inflamatorias e inmunogénicas de la invasión 

tisular por el tumor, el sistema inmunológico es generalmente tolerante a cánceres 

establecidos. Cada vez más estudios apoyan la idea que los tumores inhiben la 

liberación y la detección  de las señales de peligro para invadir tejidos y producir  

metástasis evitando asi la respuesta inmune tumoral que inhibirían su crecimiento. Los 

estudios de hecho han demostrado que las vías de señalización oncogénicas no sólo 

promueven el crecimiento de tumor y la supervivencia sino que también modulan su 

microambiente inmunológico. La vía de señalización oncogénica mejor estudiada en 

relación a la capacidad de disminuir la respuesta inmune antitumoral es la vía del 

STAT3. El STAT3 normalmente es activado en  diversos cánceres tanto de origen 

hematológico como epitelial y su activación aumenta la proliferación de las células 

tumorales y previene apoptosis. De hecho la activación de STAT3 provoca una 

regulación negativa de la actividad de las DCs y de las células T. Además su activación 

provoca un aumento del ciclo celular del tumor, de fenómenos proangogénicos y de 
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genes antiapoptóicos los cuales, son factores críticos en el proceso de transformación 

del tumor. (Bowman et al. 2001;Bromberg et al. 1999;Niu et al. 2002;Turkson et al. 

1998) 

Otro factor que produce la inactivación de las células T en tumores es la producción de 

indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) (Munn et al. 2002). IDO parece ser producido por las 

DCs  dentro de los tumores. La producción de IDO por las DCs es debida a la unión del 

ligando B7-1/2 con CTL-4 (Baban et al. 2005;Mellor et al. 2004). La mayor parte de la 

producción de IDO es realizada por un subtipo de DCs, bien por las células dendríticas 

plasmocitoides (PDC) o por una célula relacionada con las PDC que es la B220+ (Munn 

et al. 2004). Las células T activadas son sumamente dependientes de triptófano y parece 

ser que es induciendo el catabolismo del triptófano como IDO provoca la inhibición de 

la respuesta inmune de las células T. Así, Munn y Mellor han propuesto un mecanismo, 

por el cual se agota el triptófano  de las DCs, mediante un aumento de la vía IDO, 

induciendo así la apoptosis metabólica en células de T en la zona donde se activa esta 

vía. Otra molécula inhibidora producida por muchos tipos de células que han sido 

implicada en la disminución de la respuesta inmune antitumoral es factor de crecimiento 

tumoral-β (TGF-β), que es producido por una gran variedad de células, incluyendo las 

células  tumorales, y que tiene efectos pleiotrópico. Para la mayoría de las células 

epiteliales normales, TGF-β es un inhibidor potente de proliferación celular, causando 

la detención del ciclo celular en la etapa G1 (Blobe et al. 2000).  En muchas células 

cancerosas, sin embargo, las mutaciones en los genes TGF-β confieren la resistencia a 

la inhibición del ciclo celular, permitiendo la proliferación incontrolada. Además, en las 

células de cáncer, la producción de TGF-β se ve aumentada, y puede contribuir a la 

invasión promoviendo la actividad de las metaloproteinasas. En vivo, TGF-β 
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directamente estimula angiogénesis; este estímulo puede ser bloqueado por anticuerpos 

anti-TGF-β (Pepper 1997). Un papel bimodal de TGF-β en el cáncer ha sido verificado 

en modelos animales transgénico  que usa una sobreexpresión de los keratinocitos diana 

(Cui et al. 1996). Inicialmente, estos animales son resistentes al desarrollo de tumores 

benignos de piel. 

 

3.4 CELULAS T REGULADORAS  

Aparte de las familias de moléculas coinhibitorias y coestimuladoras las células 

T reguladoras (Treg) están adquiriendo gran interés tanto en la inmunidad tumoral como 

infecciosa (von Boehmer 2005). Este interés se remonta a las investigaciones de 

Sakaguchi et al., quien demostró que las células T CD4+ CD25+ podían prevenir el 

desarrollo de un respuesta autoinmune en timectomias neonatales (Sakaguchi et al. 

1995). Posteriormente confirmaron el potencial regulador de las células T CD4+ CD25+ 

en un conjunto de enfermedades autoinmunes, infecciosa, y modelos tumorales 

(Shevach 2004).  Quizás los datos más convincentes acerca de un papel de las células 

Treg en el cáncer humano proceden del trabajo reciente de Curiel et al., quien demostró 

que la presencia de estas células en el líquido ascítico de mujeres con cáncer avanzado 

de ovárico fue asociada con una disminución de la supervivencia (Curiel et al. 2004). 

Además, la función reguladora de estas células también se ha reproducido en ensayo ex 

vivo. Posteriormente, el papel de las células  Treg han sido identificados en cánceres de 

pulmón, páncreas, ovario, y mama (Liyanage et al. 2002).   



Teresa Rodríguez Ruiz   INTRODUCCIÓN 

Universidad de Granada 31

3.5. DISFUNCIÓN DE LAS CÉLULAS T CD8  

Como los tumores probablemente han estado presentes durante años antes de ser 

detectados clínicamente, las células T CD8+ específicas de tumores endógenos han 

estado en contacto con antígenos tumorales durante períodos de tiempo prolongados. 

Esta situación de contacto prolongado con el antígeno ha sido investigada usando 

modelos virales crónicos (Zajac et al. 1998). Los datos de estos sistemas coinciden en 

señalar que la función de las  células T CD8+ bajo estas condiciones se ve debilitada. De 

forma interesante, las células T CD8+ específicas parece que no son expresamente 

suprimidas sino que más bien entran en un estado donde no pueden pasar del fenotipo 

de memoria efectora (CD62Llow) a memoria central (CD62Lhigh).  Este fenómeno ha 

sido denominado "de agotamiento"  y puede desempeñar un papel en el deterioro de la 

respuesta de las células T CD8 frente al contacto continuado con  antígenos tumorales. 

 

 

4. INMUNOVIGILANCIA EN EL CANCER 

 

La teoría de la inmunovigilancia postula que el sistema inmune es capaz de 

reconocer precursores del cáncer y, en la mayoría de los casos, destruirlos antes de que 

aparezcan síntomas clínicos. Este concepto se demostró en ratones, al comprobar como 

al perder componentes fundamentales de la respuesta inmune tanto innata como 

adaptativa eran más susceptibles al desarrollo de tumores espontáneos o inducidos por 

agentes químicos. Este es el caso de los animales que perdían los siguientes 

componentes: gen RAG2, lo que provocaba la ausencia de células T, células B y células 

natural killer (NKT); la cadena γ del receptor de las células T (TCRγ), que provocaba la 
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ausencia de células TγδTCR, β y TCRγ , que producía la ausencia de las células T αβ y 

γδ ; receptores del interferón gamma (IFN-γ) (Billiau et al. 1988) ; señal transductora y 

activador de la transcripción 1 (STAT1), necesario en la vía de señalización de IFN-γ; 

perforinas; o factor de necrosis celular (TNF) relacionado con la apoptosis inducida por 

ligando (TRAIL) (Dunn et al. 2004b). Estos experimentos son confirmados con estudios 

en los cuales los anticuerpos se usaron para la depleción de células TNK o para 

neutralizar a TRAIL o la activación del receptor NKG2D (Raulet 2003). Por el contrario 

cuando los tratamientos inmunoestimulatorios se incrementaba el número de células T 

NK y se reducía el desarrollo de enfermedades malignas en modelos murinos (Smyth et 

al. 2005). 

Si la inmunovigilancia tiene un papel importante en la supresión del tumor, se 

podría pensar que pacientes con patologías pre-malignas o con estadios tempranos de 

cáncer tendrían aumentada su la respuesta inmune. De hecho existen varias evidencias 

de que ocurre de este modo. Por ejemplo pacientes con gammapatías monoclonales 

tienen un aumento de la respuesta de las células T a células B pre-malignas, mientras 

que esta respuesta no se observa en individuos con  mieloma múltiple, al tratarse de 

procesos malignos (Dhodapkar et al. 2003). También se ha observado como la médula 

ósea de pacientes con cáncer de pecho operable poseen células T CD8+ específicas de 

péptidos derivados de proteínas asociadas a dicho cáncer como son MUC1 y ERBB2 y 

éstas células eran capaces de mediar la regresión de tumores autólogos transplantados 

en ratones inmunodeficientes (Beckhove et al. 2004). 

Todos estos ejemplos ponen de manifiesto que los tumores inducen al menos de 

forma transitoria respuesta inmune, pero sin embargo el cáncer se desarrolla. La 

respuesta inmune podría ser tan ineficiente para la prevención del desarrollo del cáncer 
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bien, por que las células tumorales que escapan a la respuesta inmune son seleccionadas 

(inmunoselección) o por que los antígenos tumorales específicos inducen tolerancia. 

(Willimsky and Blankenstein 2005). 

En numerosos cánceres, la presencia en el mismo de linfocitos infiltrantes del 

tumor (TILs) se usa como marcador pronóstico como en el caso del melanoma, 

carcinoma de ovario y carcinoma de colón (Wang et al. 2005). En pacientes con 

carcinoma de ovario o melanoma, la presencia de células T reguladoras CD4+ CD25+  

(Treg) es un marcador de disminución de supervivencia (Curiel et al. 2004;Viguier et al. 

2004). Ex vivo, la depleción de las células Treg  de la población de TIL recobra en las 

células de carcinoma renal o melanoma el incremento de la lisis de las células tumorales 

por las células NK (Ghiringhelli et al. 2005). De la misma forma, la respuesta de los 

TIL en las células del cáncer de próstata puede recuperarse ex vivo mediante la 

inhibición de dos enzimas producidas por el tumor: arginasa-1 y oxido nitrico sintasa 

(NOS2). Estos experimentos ponen de manifiesto que aunque las células tumorales sean 

infiltradas por TILs, la actividad antitumoral de las células T puede ser inhibida (Bronte 

et al. 2005).   

Otra evidencia del papel de la inmunovigilancia en la supresión del cáncer es el 

hecho de que pacientes inmunodeprimidos tengan mayor predisposición a desarrollar 

esta enfermedad. Así los pacientes inmunodeprimidos tras recibir un transplanten tienen 

un mayor riesgo a desarrollar ciertos cánceres sin etiología viral conocida como el 

melanoma (Hollenbeak et al. 2005;Penn 2000) y sin embargo no se incrementa el riesgo 

de desarrollar otros cánceres como el gastrointestinal, urogenital o respiratorios (Penn 

2000), demostrando que no se deben a la mera supresión  por glucocorticoides o 

ciclosporina A. Pacientes con el síndrome de Chediak-Higashi, que es una enfermedad 
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ausonómica recesiva donde se ve comprometida la actividad citotóxica de las células 

NK, aumenta 200 veces el riesgo a padecer enfermedades malignas que los individuos 

sin esta patología (Kobayashi 1985). Ciertos alelos NKG2D que afectan  a la 

citotoxicidad de los linfocitos en sangre periférica, están asociados al riesgo de 

desarrollar cáncer (Imai et al. 2000;Nakachi et al. 2004).  

Todos estos datos ponen de manifiesto la participación en el sistema de 

inmunovigilancia del cáncer de las células T CD8+, células TH1 y células NK y su 

supresión local por las células Treg  y productos de las células tumorales. Además varios 

estudios sustentan el concepto de que existen dos procesos que facilitan el desarrollo del 

cáncer: el primero cambios oncogénicos intrínsecos de las células, y el segundo 

deficiencia en el reconocimiento o en la función efectora del sistema inmune  innato o 

adptativo contra las células tumorales. 

 

 

   5. INTERFERON GAMMA 

 

5.1. IMPORTANCIA DEL INTERFERON GAMMA EN LA INMUNIDAD  

CONTRA EL CANCER 

Aunque el papel del IFN-γ es bien conocido en la respuesta inmune del 

hospedador frente  a microorganismos, el descubrimiento de que el IFN-γ también 

promueve la respuesta  inmune antitumoral ha hecho resurgir el interés en los procesos  

de inmunovigilancia en el cáncer. Los datos originales que pusieron de manifiesto el 

importante papel  de la producción endógena de IFN-γ para promover la eliminación del 

tumor vinieron de los experimentos que procuraron identificar las  citoquinas requeridas 
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por los lipopolisacáridos (LPS) para el rechazo de células de fibrosarcoma inducidas por 

3-metilcolantreno en ratones  BALB/C (Dighe et al. 1994). La neutralización del IFN-γ 

con un anticuerpo monoclonal específico, sin la neutralización de factor de necrosis de 

tumor (TNF) con un anticuerpo monoclonal específico, revocó el rechazo dependiente 

de LPS de las células Meth A. Además, otros sarcomas inducidos por el cancerígeno 

MCA crecieron más agresivamente cuando eran trasplantado en ratones naive que 

habían sido tratados con un antígeno monoclonal específico frente al IFN-γ. 

 La actividad antitumoral del IFN-γ observada en estos estudios fue posteriormente 

confirmada en modelos tumorigénicos primarios. El informe inicial mostró que los 

ratones 129/Sv insensibles a IFN-γ, que  carecían de la subunidad IFNGR1 del receptor 

del IFN-γ o del factor de transcripción STAT1 (el transductor de señal y el activador de 

transcripción 1), desarrollaban sarcomas inducidos por MCA más rápidamente y con 

más  frecuencia que los ratones wild-type (Kaplan et al. 1998). Experimentos similares 

se realizaron usando los ratones C57BL/6 que carecían del gene que codifica el IFN-γ 

(Street et al. 2001). Los ratones insensibles al IFN-γ eran también más susceptibles a la 

formación de tumores espontáneos.  En los ratones que carecen tanto de la proteína 

supresora de tumor p53 como de sensibilidad frente a IFN-γ (como consecuencia de la 

deficiencia en IFNGR1 o en STAT1) los tumores se formaban considerablemente más 

rápidamente que en los ratones sensibles a IFN-γ y deficientes en p53, y en estos ratones 

también se desarrollaron una mayor variedad de tipos de tumores (Kaplan et al. 1998). 

En otro estudio, con ratones C57BL/6 deficientes en IFN-γ estos desarrollaron linfomas 

diseminados con más frecuencia que en ratones wild-type. En contraste, una pequeña 

proporción de ratones BALB/c deficientes en IFN-γ desarrollarón adenoarcinomas de 

pulmón, pero no linfomas diseminados, mientras que los ratones BALB/c wild-type 
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crecieron libres de tumores (Street et al. 2002). Otro estudio mostró que el IFN-γ 

coopera con otras citoquinas para prevenir la formación de tumor. Los ratones 

deficientes tanto en el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos 

(GM-CSF) como en IFN-γ, así como ratones deficientes en estas citoquinas e 

interleuquina-3 (IL-3), desarrollado linfomas y cánceres sólidos no linfáticos en una 

mayor proporción que los ratones deficientes sólo en GM-CSF, en GM-CSF e  IL-3, o 

sólo en IFN-γ (Enzler et al. 2003). Comparado con otros modelos experimentales, la 

interpretación de este estudio es complicada por la dependencia de la neoplasia sobre la 

infección; por lo tanto, es necesario realizar más estudios para comprender las 

relaciones entre la infección crónica, el cáncer y la inmunovigilancia. Sin embargo, en 

conjunto, las conclusiones de los distintos experimentos muestran que el IFN-γ participa 

en la eliminación del cáncer (inmunovigilancia) protegiendo a los ratones de los 

tumores inducidos por agentes químicos, los tumores espontáneos y los tumores 

transplantados 

  
Todos estos datos avalan que el IFN-γ es una molécula clave en la inmunoviogilancia 

contra el cáncer.  

 

 5.2 VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE LOS IFNS TIPO I Y II. 

El IFN-α/β se une a su receptor específico de membrana y como resultado se 

produce la activación de las enzimas tirosin-quinasas   Jak1  y Tyk2  y que a su vez  

fosforilan las proteínas STAT1 y STAT2. El heterodímero STAT1/STAT2 se trasloca al 

núcleo, donde es un componente del factor transcripcional ISGF-3 (Fu et al. 1990;Fu et 

al. 1992;Levy et al. 1990).El complejo ISGF-3 ejerce su acción de activador 

transcripcional sobre la secuencia activadora IRSE. (fig. 3a pg 37).  
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Fig 3. Vías de señalización de los IFNs tipo I y II. La unión del IFN-α a su receptor de membrana provoca 
la fosforilación de las tirosin-quinasas Jak-1 y Tyk2 mientras que en el caso del IFN-γ se activan Jak-1 y 
Jak-2. La fosforilación de estas tirosin-quinasas permite la unión de las moléculas transductoras de señal y 
activadoras de la transcripción (STAT). En el caso del IFN-α se forma el heterodímero STAT-1/STAT-2 y 
en el caso del IFN-γ se forma el homodímero STAT-1. Ambos se traslocan al núcleo desencadenando la 
transcripción de diferentes genes como SOCS e IRF-1.
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El IFN-γ actúa uniéndose a su receptor de membrana heterodimérico (IFN-γR1 

IFN-γR2), asociado intracelularmente con las tirosin-quinasas Jak1 y Jak2, 

respectivamente (Darnell et al. 1994;Hibino et al. 1992). Esta unión produce la 

fosforilación de los residuos de tirosina de Jak-1 y Jak-2 lo que permite la unión de un 

miembro de la familia de transductores de señal y activadores de transcripcion (Stat), 

STAT1. STAT-1 es fosforilado por las enzimas Jaks y se forma un homodímero 

conocido como factor de activación gamma (GAF) (Darnell et al. 1994;Ihle et al. 1995;. 

1995;Schindler and Darnell 1995). GAF migra al núcleo donde se une a la secuencia de 

activación del IFN-γ (GAS) presente en los promotores de los genes inducibles por IFN-

γ.  Miembros de la familia de factores de regulación del IFN (IRF), y en concreto IRF-1, 

se induce por esta vía (Bluyssen et al. 1995;Darnell et al. 1994). IRSE (interferon-
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stimulated response element) es un sitio de unión para los factores de la familia IRF y 

media la inducción de la transcripción de las moléculas HLA de clase I por los IFNs, de 

los cuales el IFN-γ es el más potente (Girdlestone et al. 1993;Johnson and Pober 

1994;Le Bouteiller 1994). (Fig. 3b pg. 37) 

  Esta bien establecido el hecho de que las vías de señalización de las citoquinas 

pueden ser reguladas negativamente tanto en duración como en intensidad. Pero ha sido 

en los últimos años cuando se han conocido tres clases diferentes de reguladores 

negativos que contribuyen a la inhibición de citoquinas: SHP-1 ( SH2-containig protein 

tyrosine phosphatase 1), PIAS (the protein inhibitors of activated STATs) y SOCS ( the 

suppressors of cytokine signalling)(Hilton 1999). SOCS-1 actúa como un regulador 

fisiológico de de la respuesta a citoquinas, y actúa inhibiendo la señal de transducción 

mediante a supresión de la actividad de la tirosinquinasa JAK (Sakamoto et al. 

1998b;Yasukawa et al. 1999). Algunos estudios sugieren que SOCS-1 actúa 

concretamente inhibiendo la actividad catalítica de las quinasas Jak1, Jak2, Jak3 y Tyk2 

(Endo et al. 1997;Naka et al. 1997;Nicholson et al. 1999;Yasukawa et al. 1999). 

Estudios en ratones Knockout indican que SOCS-1 es indispensable para a regulación 

negativa de IFN-γ (Alexander et al. 1999;Marine et al. 1999). 
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Objetivos 

 Objetivo general:  

Caracterización fenotípica de la expresión de las moléculas HLA de clase I y II, así 

como  de la respuesta a IFN-γ en un banco de  líneas celulares de melanoma. 

 Objetivos específicos: 

• Estudio de la frecuencia y patrones de alteración de expresión de moléculas 

HLA de clase I  

• Estudio genético-molecular de los mecanismos implicados en las alteraciones de 

antígenos HLA de clase I  en líneas de melanoma. 

• Estudio de los patrones de expresión de antígenos HLA de clase II en líneas de 

melanoma humano (constitutiva e inducible).  

• Factores relacionados con la respuesta a IFN en genes de clase I y II. 
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La descripción de los materiales y métodos empleados, así como de los 

resultados obtenidos, se encuentra reflejada en los artículos originales publicados en 

relación con cada uno de los objetivos planteados. Las publicaciones científicas 

realizadas fruto de este trabajo incluyen: 

 

A) Publicaciones relacionadas con la expresión constitutiva y tras inducción con IFN-γ 

de las moléculas HLA de clase I, así como los mecanismos moleculares responsables de 

los distintos fenotipos alterados. 

1) High frequency of homozygosity of the HLA region in melanoma cell lines 

reveals a pattern compatible with extensive loss of heterozygosity (Cancer 

Immunology Immunotherapy. 2005 Feb; 54(2):141-8). 

2) Distinct mechanisms of loss of IFN-gamma mediated HLA class I inducibility in 

two melanoma cell lines (BMC Cancer.2007 Feb 23;7:34). 

3) Characterization of HLA class I altered phenotypes in a panel of human 

melanoma cell lines (Cancer Immunology Immunotherapy. 2007 Oct 13). 

 

B) Publicación relacionada con la expresión constitutiva y tras inducción con IFN-γ de 

las moléculas HLA de clase II, así como los mecanismos moleculares responsables de 

los distintos niveles de expresión de estas moléculas: 

4) Patterns of constitutive and IFN-γ inducible expression of HLA class II 

molecules in human melanoma cell lines (Immunogenetics.2007 Feb;59(2):123-

33). 
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C) Contribución de los resultados obtenidos en la revisión general de los mecanismos 

implicados en la pérdida total y baja regulación total de las moléculas HLA de clase I:  

      5)  Different mechanisms can lead to the same altered HLA class I phenotype in 

tumors (Tissue Antigens.2007 Apr;69 Suppl 1:259-63) 
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LA ALTA FRECUENCIA DE HOMOCIGOSIDAD DE LA REGIÓN HLA EN 

LÍNEAS CELULARES DE MELANOMA REVELA UN PATRÓN 

COMPATIBLE CON UNA PÉRDIDA EXTENSA DE HETEROCIGOSIDAD. 

 

Introducción: La baja regulación o la pérdida de expresión de las moléculas HLA de 

clase I son frecuentemente asociadas a las transformaciones malignas. Esta alteración de 

la expresión de las moléculas HLA puede afectar a la respuesta inmune antitumoral 

proporcionando a las células tumorales un mecanismo de escape a la inmunovigilancia.  

La pérdida de un haplotipo HLA puede proporcionar al tumor una ventaja selectiva 

porque puede suponer un mecanismo simultáneo de escape a las células T y NK. Así se 

ha demostrado que la pérdida del cromosoma 6p21, en la cual está localizada la región 

HLA, es un fenómeno común en tumores de diferente origen. Este fenómeno podría 

originarse como consecuencia de una pérdida parcial o total del DNA genómico como 

consecuencia de varios mecanismos como pueden ser una no disyunción cromosómica o 

a una recombinación mitótica en el brazo corto del cromosoma 6. Para nuestro estudio 

realizamos el tipaje HLA de clase I y II de 91 líneas celulares de melanoma. Además a 

61 de las 91 líneas celulares también se realizo el estudio de la expresión en superficie 

de las moléculas HLA de clase I y II y para investigar posibles deleciones se utilizaron 

marcadores de microsatélites altamente polimórficos que cubren la región HLA del 

brazo corto del cromosoma 6. 

Material y método: Las líneas celulares de melanoma fueron cultivadas en medio 

RMPI (Biochrom KG, Berlin, Alemania) con un 10% de FCS ( Gibco BRL, Life 

Technologies, Karlsruhe, Alemania) y un 1% de penicilina/estreptomicina ( Biochrom 

KG, Berlín, Alemania) a 37 ºC y en atmósfera humidificada con un 5% de CO2. 
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El tipaje de las líneas celulares se realizó de dos formas a nivel proteico mediante 

inmunofluorescencia indirecta usando un panel de anticuerpos monoclonales y a nivel 

genómico mediante técnicas de hibridación con sondas (SSO) y en algunos casos 

mediante secuenciación de alta resolución. La fluorescencia se determinó utilizando un 

citómetro de flujo (FACScan, Becton Dickinson). Para el tipaje genómico, el DNA se 

obtuvo utilizando el método de extracción estándar de fenol-cloroformo. Las muestras 

de DNA fueron amplificadas por PCR usando oligonucleótidos locus específicos. Las 

muestras fueron secuenciadas en el secuenciador automático ABI 377 DNA (Applied 

Biosystem,Warrinton, UK). Los datos obtenidos por secuenciación fueron analizados 

usando el software Match Tools v1.0 (Applied Biosystems). Para el análisis de 

microsatélites se utilizaron ocho STRs (D6S311, D6S291, D6S273, D6S265, D6S105, 

D6S276, C.1.2.c, C.1.2.5)  que mapean el cromosoma 6. Los microsatélites fueron 

amplificados por PCR usando los primers apropiados. Un oligonunleótido de cada par 

de primers fueron marcados fluorescentemente con FAM o TAMRA. Alícuotas de la 

PCR fueron después mezcladas con estándares de peso molecular y formamida, 

desnaturalizadas y sometidas a electroforesis en el 377 DNA sequencer (ABI,Foster 

City, CA). 

Resultados: El análisis de la distribución genotípica reveló una homocigosidad 

significativa en las células de melanoma para los genes HLA de clase I y II. Así 

encontramos que el 10,98 % (10/91) de las líneas de melanoma analizadas fueron 

homocigotos para clase I mientras que retienen la heterocigosidad para clase II. 

Mientras que la incidencia de homocigosidad para las moléculas HLA de clase I en la 

población control que fue de un 1,3 %. Un 8,79 % (8/91) de las líneas de melanoma 

fueron homocigotas tanto para clase I  como para clase II, mientras que en la población 
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control era de un 1,6 %. Muy pocas células fueron heterocigotas para clase I y 

homocigotos para clase II, un 4,40 % (4/91), mientras que el porcentaje de 

homocigosidad para clase II en los donantes sanos fue de un 8,6 %. También se realizó 

el análisis de  marcadores de microsatélites a nueve de las líneas celulares homocigotas. 

Para la mayoría de los marcadores se observo la amplificación de un sólo alelo. 

Analizando conjuntamente los datos obtenidos de tipaje HLA y el análisis de 

microsatélites se observa un patrón de homocigosidad que sugiere la eliminación de 

parte o del brazo corto del cromosoma 6 completa. Desafortunadamente, nosotros no 

pudimos comparar los resultados de las células de melanoma con el DNA autólogo 

normal de los pacientes ni de tumores autólogos. También detectamos otros fenotipos 

HLA de clase I alterados en las 61 líneas de melanoma analizadas por citometría de 

flujo. Estos se corresponden con la pérdida total de HLA de clase I (3%), baja 

regulación de HLA-ABC (3%), baja regulación del locus HLA-B (26%), probable LOH 

(8,79%) y un 53% sin ninguna alteración demostrada para HLA de clase I. De las líneas 

celulares estudiadas 56 (54%) expresaron HLA-DR. 
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DISTINTOS MECANISMOS DE PÉRDIDA DE INDUCIBILIDAD POR IFN-

GAMMA DE LAS MOLÉCULAS HLA DE CLASE I EN DOS LÍNEAS 

CELULARES DE MELANOMA 

 

Introducción: Para que exista una respuesta inmune especifica frente al tumor es 

necesario que las células tumorales expresen en su superficie las moléculas HLA de 

clase I, las cuales presentan los péptidos tumorales a las células T citotóxicas (CTLs). 

Tanto el interferón-gamma (IFN-γ) como el IFN-α inducen la expresión de las 

moléculas HLA en la superficie de las células tumorales. Sin embargo existen 

evidencias de que alteraciones en la vía de señalización de las citoquinas interfieren en 

la inducibilidad de dichas moléculas pudiendo constituir un mecanismo de escape 

tumoral a la respuesta inmune. El IFN-γ ejerce su efecto biológico uniéndose a sus 

receptores de membrana (IFN-γ R1 e IFN-γ R2), esta unión desencadena la activación 

de las tirosin-quinasas jak-1 y jak-2 que a su vez provocan la fosforilación de la proteína 

STAT-1 y la formación del homodímero de STAT-1 el cual, se trasloca al núcleo 

desencadenando la transcripción de diferentes genes como SOCS-1 e IRF-1. A su vez la 

proteína SOCS-1 participa en la regulación negativa de la vía de señalización Jak-STAT 

bloqueando la activación de Jak-2. El IFN-α actúa uniéndose a sus receptores 

específicos de membrana y provocando la activación de las enzimas Jak-1 y Tyk2 

produciéndose así la fosforilación de STAT-1 y STAT-2. 

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la expresión de los antígenos HLA de clase I 

en respuesta al IFN-γ en 57 líneas de melanoma. 

Material y métodos: El estudio de la expresión en superficie de las moléculas HLA de 

clase I se realizo tanto en condiciones basales como tras el tratamiento con IFN-γ (800 

U/ml) e IFN-α (800 U/ml) mediante inmunoflurescencia indirecta por citometría de 
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flujo. Para los estudios de desmetilación las células fueron cultivadas con 5-aza-2’-

desoxicitidina. La técnica de RT-PCR fue utilizada para conocer la expresión del 

RNAm a diferentes tiempos tras tratamiento con IFN-γ de los genes iNOS, IRF-1, 

EGFR y HLA-B en la línea celular ESTDAB-159. Los productos de la RT-PCR fueron 

analizados mediante PCR cuantitativa a tiempo real (Taqman Gene Expression Assay) 

para diferentes genes diana: cadena pesada HLA de clase I, HLA-A, HLA-B y GUSB 

(como control endógeno). Para conocer la presencia y correcta fosforilación de la 

proteína STAT-1 se realizó un Western Blot. Para ello las líneas celulares fueron 

tratadas con IFN-γ e IFN-α durante distintos periodos de tiempo. Las proteínas 

procedentes del lisado celular fueron separadas mediante electroforesis en gel de 

poliacriamida y transferidas a una membrana  de nitrocelulosa donde se incubaron con 

anticuerpos monoclonales frente a STAT-1 y STAT-1 fosforilado. El ensayo de 

movilidad electroforética (EMSA) se utilizó para conocer si la proteína IRF-1 era 

funcional. Para ello las proteínas nucleares fueron incubadas con una sonda marcada 

con 32P que contiene la secuencia consenso de IRF-1. 

Resultados: De las 57 líneas celulares estudiadas tan sólo en dos no se observaba 

aumento de la expresión de las moléculas HLA en superficie tras tratamiento con IFN-γ 

pero si  tras el tratamiento con IFN-α. En ambas líneas celulares se estudio la presencia 

y correcta fosforilación de la proteína STAT-1 tras tratamiento con IFN-γ e IFN-α. En 

ambos casos la proteína STAT-1 se expresaba tras el tratamiento con ambas citoquinas  

sin embargo, en el caso de la línea ESTDAB-004 la fosforilación de STAT-1 no se 

producía tras el tratamiento con IFN-γ pero sí tras el tratamiento con IFN-α. Por lo tanto 

la falta de fosforilación de STAT-1 parece ser la causa de la falta de respuesta a IFN-γ 

de las moléculas HLA de clase I. En el caso de la línea ESTDAB-159 en  la expresión y 
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la fosforilación de STAT-1 era normal. Observamos que el nivel de RNAm de IRF-1 

aumentaba tras el tratamiento con IFN-γ y como la proteína IRF-1 era funcional. 

También comprobamos como la inducibilidad con IFN-γ  de las moléculas HLA de 

clase I se recuperaba tras el ensayo de desmetilación. Todos estos datos nos hicieron 

pensar que la ausencia de respuesta a IFN-γ de la línea ESTDAB-159 era debida a un 

bloqueo epigenético de la transactivación de IRF-1. 
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CARACTERIZACIÓN DE LOS FENOTIPOS HLA DE CLASE I ALTERADOS 

EN UN PANEL DE LINEAS CELULARES HUMANAS DE MELANOMA. 

 

Introducción: Las células tumorales desarrollan múltiples mecanismos para evitar el 

ataque inmunológico y entre estas estrategias se encuentran la alteración de la expresión 

en superficie de las moléculas HLA de clase I. Para que los linfocitos T citotóxicos  

CD8+ (CTLs) eliminen las células tumorales requieren de la presentación de péptidos 

derivados de antígenos tumorales por las moléculas HLA de clase I. Las células T 

efectoras reconocen estos péptidos antigénicos asociados  a las moléculas HLA de clase 

I ejerciendo así su efecto citotóxico. La alteración de la expresión en superficie de las 

moléculas HLA de clase I es uno de los principales mecanismos de evasión por parte de 

las células tumorales de los linfocitos T. Entre los fenotipos alterados descritos en los 

diferentes tumores, incluidos los de melanoma, se encuentra la pérdida total de las 

moléculas HLA de clase I, la pérdida de un haplotipo HLA, pérdida o baja regulación 

de un locus HLA, pérdida de un alelo o resistencia de las moléculas HLA a la acción del 

interferón-gamma (IFN-γ). También se pueden observar la combinación de varios de 

estos fenotipos en un mismo tumor. 

Material y métodos: El estudio de la expresión en superficie de las moléculas HLA de 

clase I en condiciones basales y tras tratamiento con interferón de las 91 líneas celulares 

de melanoma se realizo mediante citometría de flujo utilizando un panel de anticuerpos 

monoclonales tal y como se describen en los trabajos anteriores y los resultados 

obtenidos se expresaron en intensidad media de fluorescencia (MFI). El tipaje genómico 

de las  líneas celulares se realizó al igual que en los trabajos anteriores mediante 

técnicas de hibridación con sondas (SSO) y en algunos casos mediante secuenciación de 

alta resolución. Para el análisis de microsatélites los DNAs fueron estudiados con ocho 
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marcadores de microsatélites que mapean el cromosoma 6 (D6S311, D6S291, D6S273, 

D6S265, D6S105, D6S276, C.1.2.c y C.1.2.5). Los productos de la RT-PCR  de las 

líneas de melanoma fueron utilizados para estudiar la expresión de la cadena pesada de 

las moléculas HLA de clase I y componentes de la maquinaría de procesamiento 

antigénica como LMP2, LMP7, TP-1 y TAP-2 mediante PCR cuantitativa a tiempo real. 

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un Light Cycler usando LC-FastStart 

DNA Master SYBR Green I kit (Roche diagnostics and Search LC, Heidelberg, 

germany). La hibridación in situ se realizó utilizando  la sonda CEP (D6Z1) y una sonda 

centromérica especifica del cromosoma, las cuales fueron hibridadas según un protocolo 

estandar (Vysis, Downers Grove, IL).   

Resultados: El estudio de la expresión en superficie de de las moléculas HLA de clase I 

mediante citometría de flujo puso de manifiesto una marcada diferencia entre los niveles 

de expresión de estas moléculas pudiéndose dividir en diferentes grupos en función de 

la intensidad media de fluorescencia (MFI) después del marcaje con el anticuerpo 

monoclonal W6/32. La mayoría de las líneas de melanoma (72) presentaron una MFI 

entre 100 y 499, 13 líneas celulares presentaban una MFI inferior a 100 y tan sólo 6 

líneas celulares presentaban una MFI superior a 500, destacando dos líneas celulares 

con una MFI mayor a 1000.  

El 33% (30/91) de las líneas estudiadas mostraron una expresión normal de las 

moléculas HLA de clase I mientras que el resto de las líneas celulares estudiadas 

presentaron algún tipo de alteración en la expresión de las moléculas HLA de clase I. El 

tipaje genómico de las moléculas HLA puso de manifiesto un alto grado de 

homocigosidad de los genes HLA de clase I (13%) mayor al de la población normal 

(1.8%), este dato junto al hecho de que el análisis de microsatélites mostrara patrones de 
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homo/hemicigosidad sugiere la existencia de una pérdida de heterocigosidad (LOH) en 

el brazo corto del cromosoma 6. El estudio FISH reveló la presencia de al menos dos 

señales de hibridación en las líneas celulares estudiadas, lo que demuestra una posible 

duplicación del cromosoma 6. Un 35% (32/91) de las líneas celulares presentaron una 

baja regulación del locus HLA-B (HLA-B MFI< 50). Esta baja regulación del locus 

HLA-B es revertida tras el tratamiento con IFN-γ lo que sugiere un mecanismo 

regulador que controla la expresión de locus-específica a nivel transcripcional. Un 11% 

(10/91) de las líneas celulares presentaron un fenotipo I (perdida total o baja regulación 

total  de las moléculas HLA de clase I). De estas 10 líneas celulares, dos presentaron 

pérdida total de las moléculas HLA de clase I (fenotipo Ia) debido a mutaciones en el 

gen de la β2m, mientras que las 8 líneas restantes presentaron una baja regulación de las 

moléculas HLA de clase I (MFI < 100), fenipo Ib,  que a diferencia de las dos líneas 

anteriores con fenotipo Ia  era revertida tras  el tratamiento con IFN-γ. Mediante PCR 

cuantitativa a tiempo real se puso de manifiesto como estas 8 líneas celulares 

presentaron menor expresión de los genes LMP-7 y TAP-2 en comparación con líneas 

celulares con alta expresión de las moléculas HLA de clase I. Un 6% de las líneas 

celulares (6/91) presentaron un fenotipo compuesto o fenotipo V en el que se combinan 

al menos dos alteraciones HLA de clase I de forma conjunta. Por último 4 de las 57 

líneas celulares tratadas con IFN-γ presentaron resistencia a esta citoquina. En dos de 

las cuatro líneas esta resistencia a IFN-γ es debida a una mutación en el gen de la β2m. 

Sin embargo las otras dos líneas celulares (ESTDAB-004 y ESTDAB-159) no 

presentaron ninguna alteración en el gen de la β2m y presentaban resistencia a IFN-

γ pero respondían al tratamiento con IFN-α. 
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PATRONES DE EXPRESIÓN CONSTITUTIVA E INDUCIDA POR IFN-γ  DE 

LAS MOLÉCULAS HLA DE CLASE II EN LÍNEAS CELULARES HUMANAS 

DE MELANOMA. 

 
Introducción: Las moléculas HLA de clase II juegan un importante papel en las 

respuesta inmune presentando péptidos antigénicos a las células T CD4+ y participando 

en la maduración de las células B. Las células de melanoma pueden expresar moléculas 

HLA de clase II aunque, dicha expresión constitutiva suele estar restringida a las células 

presentadoras de antígenos. Su expresión puede ser inducida por varias citoquinas, de 

las cuales la más potente es el interferón-gamma. El mayor regulador de la expresión 

constitutiva e inducible de las moléculas HLA de clase II es la proteína transactivadora 

de clase II (CIITA). El gen CIITA es controlado por cuatro promotores. El promotor IV 

controla la transcripción inducida por el IFN-γ de CIITA mientras que los promotores I 

y III conducen, respectivamente, la expresión constitutiva de CIITA en las células 

dendríticas y en los linfocitos B. En humanos el polimorfismo -168A-G del promotor III 

de CIITA ha sido asociado con diferentes niveles de expresión de las moléculas HLA de 

clase II. La respuesta a IFN-γ del gen CIITA esta mediada por la fosforilación de 

STAT-1, el cual induce la transcripción del factor-1 de regulación del IFN (IRF-1) y la 

unión de ambos junto a USF-1 sobre el promotor IV.  

Material y método: El cultivo celular de las 42 líneas celulares estudiadas se realizo en  

condiciones idénticas a las descritas en los trabajos anteriores. El estudio de la expresión 

constitutiva e inducible con IFN-γ (800U/ml, durante 48h) de las moléculas HLA de 

clase II se realizó mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos 

monoclonales frente HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ. Genotipado del polimorfismo -

1668A-G del promotor III de CIITA mediante PCR. La expresión transcripcional de 
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CIITA fue estudiada en un TaqMan Gene Expresión Assay utilizando una sonda CIITA. 

Los resultados fueron analizados en el sistema de PCR a tiempo real ABI PRISM 7500 

utilizando el 7500 Fast System Software1.3.1. 

Resultados: Más de la mitad de las líneas de melanoma estudiadas (24 líneas celulares) 

no presentaron expresión constitutiva de HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR. En las 

restantes líneas celulares la expresión constitutiva de HLA-DR y HLA-DP era mayor 

que la de HLA-DQ. De las líneas sin expresión constitutiva de moléculas HLA de clase 

II la mitad no recuperaron la expresión tras el tratamiento con IFN-γ, mientras que el 

resto recuperaron mayoritariamente la expresión de HLA-DR y HLA-DP, mientras que 

tan sólo una de estas líneas celulares recupero la expresión de HLA-DQ. Todas las 

líneas celulares con expresión constitutiva de HLA-DP, HLA-DR y HLA-DQ vieron 

aumentada su expresión tras el tratamiento con IFN-γ y tan sólo dos de las líneas de 

melanoma sin expresión constitutiva de HLA-DQ recuperaron la expresión tras el 

tratamiento con IFN-γ. Encontramos una correlación significativa entre el nivel 

transcripcional de CIITA y la media de fluorescencia de HLA-DR, de modo que a 

mayor expresión transcripcional de CIITA existía una mayor expresión en superficie de 

HLA-DR. Además constatamos como la sustitución A   G en el extremo  5’ del 

promotor III de CIITA estaba asociada a una mayor expresión constitutiva de HLA-DR. 
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DIFERENTES MECANISMOS QUE PUEDEN CONDUCIR AL MISMO 

FENOTIPO HLA DE CLASE I ALTERADO EN TUMORES. 

 
Introducción: La eliminación por parte de los linfocitos T citotóxicos CD8+ de las 

células tumorales requiere de la presentación de los antígenos tumorales por las 

moléculas MHC de clase I. Las células T efectoras especializadas reconocen estos 

péptidos asociados con las MHC-I y ejercen su efecto citotóxico mediante la inducción 

de apoptosis en la célula tumoral. Por lo tanto las moléculas HLA de clase I juegan un 

papel crucial en la interacción de las células tumorales con el sistema inmune. Las 

células tumorales han desarrollado numerosos mecanismos para evadir la respuesta 

inmune entre los que se encuentran la alteración de la expresión en superficie de las 

moléculas HLA de clase I, que puede ir desde la pérdida o la baja regulación total de 

estas moléculas a la pérdida selectiva de un alelo o haplotipo HLA. Todos estos datos 

ponen de manifiesto la importancia de conocer los diferentes mecanismos moleculares 

responsables de estas alteraciones con el objeto de intentar revertirlas. 

Material y métodos: La aproximación experimental de esta revisión esta basada en 

técnicas ampliamente utilizadas en nuestro laboratorio algunas de las cuales  ya han sido 

descritas en los trabajos anteriores. Se ha utilizado técnicas para explicar la pérdida total 

de expresión de las moléculas HLA de clase I como son  la secuenciación del ADNc de 

la β2m, estudio de marcadores de microsatélites del cromosoma 15, amplificación del 

DNAc de los genes TAP1 y TAP2 y estudios de metilación génica así como técnicas 

para explicar la baja regulación total de las moléculas HLA de clase I mediante el 

estudio de los niveles de expresión transcripcional de la maquinaria de procedimiento 

antigénico (APM). 
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Resultados: En esta revisión mostramos los diferentes mecanismos moleculares que 

causan la pérdida o baja regulación total de las moléculas HLA de clase I (fenotipo Ia y 

Ib). La pérdida total de las moléculas HLA de clase I (fenotipo Ia) puede deberse a 

mutaciones en ambas copias del gen de la β2m, a la mutación en una de las copias del 

gen de la β2m y la pérdida de la otra copia asociada con la pérdida de heterocigosidad 

(LOH) en el cromosoma 15, a la mutación del transportador asociado con el 

procesamiento antigénico (TAP), a la hipermetilación de los genes MHC de clase I o a 

defectos en el transporte de la cadena pesada de las moléculas de HLA a la superficie. 

Por su parte la baja regulación total de las moléculas HLA de clase I (fenotipo Ib) puede 

deberse aun a baja regulación de algunos de los componentes de la maquinaria de 

procesamiento antigénico (LMP-7 y TAP-2 en carcinoma colorectal), a una baja 

regulación coordinada de la cadena pesada, β2m y los componentes de la maquinaria de 

procesamiento antigénico (APM) o puede ser una baja regulación total asociada a la 

resistencia a IFN-γ como la mostrada por dos líneas celulares de melanoma. 
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Se conoce que uno de los mecanismos más relevantes de escape tumoral es la 

selección de variantes celulares débilmente inmunogénicas que no presentan los 

antígenos diana a las células T efectoras (Marincola et al. 2000). La pérdida de 

presentación de antígenos tumorales puede ser debida a la ausencia o baja regulación de 

las moléculas HLA de clase I en las células de melanoma que se ha demostrado influye 

negativamente en los resultados clínicos de las inmunoterapia específica con péptidos. 

Dada la importancia de estas moléculas en el reconocimiento y eliminación de las 

células tumorales por parte de los linfocitos  T y la función reguladora del interferón 

sobre la expresión de las moléculas del MHC, nos propusimos el estudio de los niveles 

de expresión así como las alteraciones fenotípicas de dichas moléculas, en un panel de 

líneas celulares de melanoma. 
  Para este estudio contamos con 91 líneas celulares de melanoma obtenidas 

gracias a la colaboración de nuestro laboratorio en el proyecto Europeo: European 

Searchable Tumour Cell Line Database (ESTDAB) (Pawelec and Marsh 2006). Nuestro 

principal objetivo ha sido la caracterización  inmunofenotípica  de estas  líneas celulares 

de melanoma. Otros estudios paralelos han incluido la expresión de antígenos 

tumorales, moléculas de adhesión, secreción de citoquinas, resistencia a apoptosis etc..  

Todos estos datos pueden ser consultados en la página: http://www.ebi.ac.uk/ipd/estdab/.  
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1. DISTRIBUCION DE LOS DISTINTOS FENOTIPOS 

ALTERADOS EN LAS LINEAS CELULARES DE MELANOMA. 

 

El estudio de la expresión de las moléculas HLA de clase I en células de melanoma 

maligno ha sido ampliamente estudiado por su importante papel inmunológico en la 

patogénesis y en el curso clínico de la enfermedad. A diferencia de otros estudios hemos 

podido contar con un amplio panel de 91 líneas celulares de melanoma en la que hemos 

cuantificado la expresión en superficie de las moléculas HLA de clase I mediante 

citometría de flujo y hemos analizado distintos mecanismos moleculares responsables de 

las alteraciones encontradas. 

Del total de líneas estudiadas un 2% presentaron el fenotipo Ia, en el cual se observa 

una pérdida total de la expresión de las moléculas HLA de clase I que no puede ser 

recuperada tras el tratamiento con IFN-γ. Este fenotipo ha sido descrito en diferentes 

tipos de tumores con una frecuencia variable y la razón de esta variabilidad tejido 

específica no es aun conocida. Se ha descrito en cánceres de laringe (11%) (Cabrera et 

al. 2000;Maleno et al. 2002), tumores colorectales (18%) (Cabrera et al. 1998) 

carcinoma de cabeza y cuello (Vora et al. 1997) y carcinomas de vejiga (25%) (Cabrera 

et al. 2003). La frecuencia de pérdida total que hemos observado en las líneas celulares 

de melanoma es menor que la encontrada en el resto de tejidos estudiados. Sin embargo  

un 9% de líneas celulares que presenta una baja regulación en la expresión de las 

moléculas HLA de clase I (fenotipo Ib) cuya expresión se restaura tras el tratamiento 

con IFN-γ. Por tanto un total del 11% de líneas de melanoma que presentan fenotipo I, 

un porcentaje que se asemeja más al resto de tejido.  Estas diferencias pueden deberse a 

la utilización de diferentes técnicas. Originalmente estas alteraciones fueron descritas 
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mediante inmunohistoquímica utilizando anticuerpos frente a determinantes 

monomórficos de las moléculas HLA de clase I (W6/32) en tejidos tumorales, 

incluyendo las lesiones de melanoma. Nuestro estudio se ha realizado mediante 

citometría de flujo utilizando el mismo anticuerpo monoclonal W6/32. Las técnicas 

inmunohistoqímicas son más cualitativas que cuantitativas mientras que la citometría de 

flujo posee una mayor sensibilidad a la hora de cuantificar la expresión en superficie de 

las moléculas HLA de clase I lo que justificaría las diferencias encontradas con algunos 

de los estudios histológicos descritos hasta la fecha (Kageshita et al. 2005).  

Existen diferentes mecanismos moleculares responsables del fenotipo Ia. Puede estar 

asociado a mutaciones en los genes de la β2m como ha sido observado en melanoma 

(Benitez et al. 1998;Paschen et al. 2003) y en carcinoma colorectal (Browning et al. 

1996). Estos resultados contrastan con los obtenidos en carcinoma de laringe (Maleno et 

al. 2002a) y en carcinoma de vejiga (Maleno et al. 2006). En el caso de tumores 

colorectales con inestabilidad de microsatélites se ha descrito que el fenotipo Ia es 

debido a dos mutaciones distintas en ambas copias del  gen de la β2m. En el caso de los 

melanomas la pérdida total de las moléculas HLA de clase I se deben a distintas 

mutaciones distribuidas más aleatoriamente a lo largo del gen de la β2m, y a mutaciones 

en las zonas de repetición, también se observan mutaciones sin sentido, y pequeñas o 

grandes deleciones dentro del gen  (Benitez et al. 1998;Feenstra et al. 1999a;Feenstra et 

al. 1999b;Paschen et al. 2003;Restifo et al. 1996). Un punto caliente para las mutaciones 

se localiza en la región de repetición CT del exón 1 del gen de la β2m (Perez et al. 

1999), reflejando un incremento de la inestabilidad genética en esta región en las células 

malignas. En todos los  casos son necesarios dos defectos estructurales en el gen de la 

β2m para que se produzca la pérdida total de las moléculas HLA de clase I (Benitez et 
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al. 1998;Paschen et al. 2003): una mutación de una de las copias del gen de la β2m y la 

pérdida de la otra copia asociada con la pérdida de heterocigosidad (LOH) en el 

cromosoma 15. Otros mecanismos responsables de este fenotipo Ia, pueden ser 

mutaciones estructurales del gen que codifica al transportador asociado al 

procesamiento antigénico TAP que se han descrito en cáncer de pulmón (Chen et al. 

1996), carcinoma cervical  (Cromme et al. 1994) y melanoma (Seliger et al. 2001) o la 

hipermetilación de los genes MHC de clase I (Nie et al. 2001;Serrano et al. 2001). En 

nuestro caso, parece poco probable este mecanismo por cuanto, con excepción de las 

líneas celulares con mutación en β2m, el resto de las líneas con baja expresión de las 

moléculas HLA respondieron con incrementos de expresión después de tratarlas con 

IFN-γ. 

El fenotipo presentado por un segundo grupo de líneas de melanoma (9% de los 

casos) con baja regulación de las moléculas HLA de clase I (fenotipo Ib), ha sido 

previamente descrito en otros tipos de tumores y los mecanismos responsables están 

relacionados con una baja regulación de uno o algunos de los componentes de la 

maquinaria de procesamiento antigénico (APM).  En algunos casos se ha descrito una 

baja regulación de algunos de los componentes de la APM como es el caso del LMP7 y 

TAP2 en el cáncer de colon (Cabrera et al. 2003), una baja regulación de LMP7 en 

varias líneas celulares de cáncer humano (Yoon et al. 2000) y una baja regulación de 

LMP2, LMP7 y TAP1 en pacientes con cánceres de cabeza y cuello (Meissner et al. 

2005). Este fenotipo también puede ser producido por una baja regulación coordinada 

de todos los componentes de la maquinaría de procesamiento antigénico (LMP2, LMP7, 

TAP1, TAP2 y tapasina) en el caso del cáncer de vejiga (Romero et al. 2005).  
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Conociendo estos datos para el estudio de este fenotipo en nuestro panel de líneas de 

melanoma, realizamos un estudio del nivel de expresión de los componentes de APM 

mediante PCR a tiempo real y comprobamos como esta baja regulación a nivel de 

superficie correlacionaba con una baja regulación a nivel transcripcional de LMP7 y 

TAP2 al igual que ocurría en el cáncer de colon. 

Por otra parte el tipaje genómico de los genes MHC de clase I y II en 61 de las 91 

líneas estudiadas puso de manifiesto una alta frecuencia de homocigosidad observada en 

las moléculas HLA de clase I y II (8.79%) en comparación con la frecuencia de 

homocigosidad de la población control que era de un 1.3% y más teniendo en cuenta 

que la homocigosidad es poco frecuente en la región HLA dada la naturaleza altamente 

polimórfica de estos genes. El análisis mediante marcadores de microsatélites situados 

tanto en el brazo corto como en el brazo largo del cromosoma 6 mostró, que la mayoría 

de los marcadores aparecían patrones no informativos. Estos resultados no pudieron ser 

comparados con los tejidos normales de los pacientes al no contar con dicho material. 

Aun así, todos estos datos apuntan a una pérdida de heterocigosidad (LOH) en la región 

6p. La pérdida de heterocigosidad producida por la deleción de 6p ha sido descrita en un 

gran número de tejidos tumorales como colón (Jimenez et al. 1999;Jimenez et al. 2000), 

laringe (Maleno et al. 2002), y carcinoma de cervix (Koopman et al. 2000;Mazurenko et 

al. 2003). 

Un 11% de las líneas celulares fueron homocigotas para clase I y heterocigotas para 

clase II mientras que un 4,4 % eran heterocigotas para clase I y homocigotas para clase 

II. Este mayor porcentaje de líneas celulares que presentaban homocigosidad para clase 

I nos hizo pensar que la pérdida heterocigosidad en las líneas de melanoma se producía 
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principalmente a la región más telomérica del brazo corto del cromosoma 6 que es la 

región donde se localizan los genes HLA de clase I. 

 El análisis de microsatélites mostró como tan sólo una línea celular retenía la 

heterocigosidad (ROH) en el marcador de microsatélites situado en la región 6q, lo que 

sugiere que en el resto de las líneas celulares se producía una pérdida parcial o completa 

del brazo largo del cromosoma 6. Cabe reseñar que la deleción de 6q constituye una de 

las alteraciones cromosómicas más frecuentes en melanoma (Guan et al. 2002). 

Análisis mediante FISH utilizando una sonda centromérica específica para el 

cromosoma 6, reveló la existencia de diploidía, triplodía y tetraploidía lo que podría 

indicar que en las líneas celulares se habría producido la pérdida de un cromosoma 6 y 

la duplicación concomitante del otro. De hecho, este fenómeno ya había sido observado 

con anterioridad, tanto en nuestro grupo como por otros, en melanoma (de Nooij-van 

Dalen et al. 1998b;Jimenez et al. 1999). Resultados similares se han descrito también en 

leucémias linfoblásticas agudas (McEvoy et al. 2003) lo que sugiere que podría tratarse 

de un fenómeno frecuente en células malignas.  

La pérdida de heterocigosidad sobre el cromosoma 6 puede contribuir a la pérdida de 

genes supresores del tumor. La pérdida del cromosoma 3 o el brazo corto del 

cromosoma 1 se ha relacionado con los melanomas oculares mientras que la ganancia 

de 6p y la pérdida de 6q se han asociado a los melanomas de piel. La pérdida de 

material genético sobre el cromosoma 6 se ha asociado con la progresión del melanoma 

humano (Goldberg et al. 2003). En el caso de melanomas malignos esporádicos también 

se han detectado aberraciones cromosómicas en las regiones 1p36, 9p y 10q. Sin 

embargo no se han detectado genes supresores del tumor de importancia en los 

melanomas malignos de piel o un gen que explique de forma clara la transición de la 
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fase de crecimiento radial a la vertical (Poetsch et al. 2003). Por otra parte la pérdida de 

heterocigosidad podría provocar una disminución en el repertorio de antígenos 

tumorales presentados por las moléculas HLA de clase I a los linfocitos T citóxicos 

favoreciéndose así el crecimiento de las células tumorales. En este sentido se  ha 

evidenciado que individuos VIH+ homocigotos para las moléculas HLA presentaban 

una progresión más rápida al SIDA. Además la pérdida de un haplotipo HLA también 

puede provocar la pérdida de los alélos MICA y MICB. Estas moléculas son los 

ligandos para la activación de los receptores NKG2D presentes en células NK (Bauer et 

al. 1999), NKT, una subpoblación de linfocitos T CD8+ (Groh et al. 2001) y las células 

T intraepiteliales gamma-delta positivas (Groh et al. 1998). Se ha demostrado 

experimentalmente en modelos murinos como la expresión de RAE-1 (homólogo de la 

familia MIC en ratones) activa las células NK para eliminar a las células tumorales que 

expresan  moléculas HLA de clase I (Cerwenka et al. 2001;Lanier 2001). Por tanto la 

eliminación de los alelos MICA y MICB mediante LOH favorecería el escape de la 

respuesta inmune a aquellas células tumorales que expresan en superficie moléculas 

HLA de clase I. 

El fenotipo más frecuente (35%) en nuestro panel de líneas de melanoma fue la 

baja regulación del locus HLA-B (fenotipo III). Este fenotipo se ha descrito 

previamente en líneas celulares de melanoma, (Marincola et al. 1994) en melanoma 

primarios humanos así como en otros tipos de tumores como el cáncer colorectal 

(Garrido et al. 1997), cáncer de laringe (Maleno et al. 2002) y cáncer de vejiga (Ramal 

et al. 2000b) aunque en un porcentaje inferior. El mecanismo responsable de esta 

disminución selectiva de los diferentes locus HLA es transcripcional y no es el resultado 

de alteraciones genéticas que afecten a los genes estructurales HLA de clase I ya que 
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esta bajada de expresión en las líneas celulares se recupera tras el tratamiento con IFN-γ 

(Soong and Hui 1991). En nuestro estudio (Mendez et al. 2007) , este ha sido el caso y 

en todas las líneas con baja regulación de locus, se observó un incremento de expresión 

tras tratamiento con IFN-γ.  La presencia de residuos locus-específicos en la región 

promotora sugiere que los locus HLA de clase I se regulan de forma separada. 

Experimentos realizados con líneas de melanoma han puesto de manifiesto que la baja 

regulación del locus HLA-B es mediada por un elemento regulador, una región de 20 pb 

localizada después del sitio de iniciación de la transcripción (Griffioen et al. 2000). En 

el caso del cáncer de colon, la baja expresión de factores de transcripción que se unen a 

secuencias específicas del DNA pueden inducir la baja regulación del locus HLA-B 

(Real et al. 1998). Las metilaciones locus específicas es otro mecanismo relacionado 

con la baja regulación de las moléculas HLA de clase I en el caso de las líneas celulares 

de linfomas (Rubocki et al. 1996). 

En relación a las pérdidas alélicas o fenotipo IV, no hemos detectado ningún 

caso aunque este fenotipo ha sido descrito en diferentes tipos de cánceres incluido el 

melanoma (Maeurer et al. 1996;Wang et al. 1999;Wang et al. 1998). Estas pérdidas 

alélicas se deben a mutaciones puntuales  o deleciones de los genes HLA, roturas 

cromosómicas o recombinación somática (Brady et al. 2000;Serrano et al. 2000). El 

hecho de que en nuestro estudio no hayamos detectado ninguna pérdida alélica podría 

deberse al bajo número de anticuerpos alelo-específicos existentes para el análisis 

mediante citometría de flujo. En cualquier caso no descartamos que en el grupo de 

líneas celulares que hemos incluido como “sin alteraciones” pudiera existir alguna 

pérdida alélica, pero su estudio exigiría estudiar la expresión selectiva de todos y cada 
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uno de los alelos, y este estudio trasciende los objetivos que inicialmente nos 

planteamos.  

Un 6% de las líneas celulares de melanoma presentaron una combinación de 

varias de las alteraciones comentadas anteriormente (fenotipo V o fenotipo compuesto). 

Esta combinación de alteraciones aparecen durante las distintas etapas de la 

carcinogénesis donde se producen una acumulación de aberraciones debidas a 

mecanismos moleculares independientes. Esta combinación de alteraciones se han 

descrito previamente en las líneas celulares de melanoma FM55 y R22.2 donde una 

LOH en el cromosoma 6 (fenotipoII) y una baja regulación del locus HLA-B (fenotipo 

III) llevo a generar células tumorales que expresaban una sólo alelo HLA de clase I 

(HLA-A3 o HLA-A1) (Real et al. 1998). 

 La expresión en superficie de las moléculas HLA de clase I ha sido estudiada 

tanto en condiciones basales como tras el tratamiento con INF-γ. Comprobamos como 

tan sólo cuatro líneas presentaron resistencia a esta citoquina. En dos casos esta falta de 

respuesta a interferón-gamma se justificaba por el hecho de presentar una mutación en 

el gen de la β2m. Sin embargo las líneas ESTDAB-159 y ESTDAB-004, sin defecto 

estructural en el gen de la β2m, presentaron una disminución en la expresión de las 

moléculas HLA de clase I inducible sólo tras el tratamiento con IFN-α pero no con IFN-

γ. Estos resultados podrían deberse a defectos en la vía de señalización Jak-STAT.  Así,  

estudios realizados en líneas celulares de melanoma reflejan que esta resistencia a IFN 

puede deberse a la reducción de los niveles de los componentes de ISGF3a, 

particularmente de STAT-1 (Wong et al. 1997). La ausencia de respuesta a IFN también 

ha sido atribuida a la pérdida de expresión del gen Jak-1, en el caso del cáncer de 

pulmón y próstata (Dunn et al. 2005) y a la ausencia de STAT-1 en el caso de una línea 
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celular de carcinoma gástrico estudiada con anterioridad en nuestro laboratorio (Abril et 

al. 1996;Abril et al. 1998). Conociendo estos datos comprobamos la presencia de la 

proteína STAT-1 y su correcta fosforilación mediante Western blot utilizando 

anticuerpos frente a STAT-1 y STAT-1 fosforilado y tratando previamente ambas líneas 

celulares con INF-γ e IFN-α. Observamos como en el caso de la línea ESTDAB-004 

presentaba niveles normales de STAT-1, pero sin embrago no se producía su 

fosforilación cuando se  trataba con IFN-γ aunque sí con IFN-α. Dado que el IFN-

α activa a Jak-1 y Tyk-2 y el IFN-γ activa a Jak-1 y Jak-2 y que la quinasa Jak-2 es la 

única que participa en la vía de señalización del IFN-γ y no en la del IFN-α, pensamos 

que podía verse implicada en la resitencia de esta línea al IFN-γ. Observamos como 

existía un nivel normal de la proteína Jak-2, sin embargo su fosforilación era algo 

menor que la línea control. También detectamos la expresión en esta línea de la proteína 

supresora de la señalización de proteínas SOCS-1. Todos estos datos nos hacen a 

establecer como hipótesis que la ausencia de fosforilación de STAT-1 y por 

consiguiente la resistencia a IFN-γ de la línea ESTDAB-004 fuese  debida a la 

inhibición de la fosforilación de Jak-2 por la proteína SOCS-1 que en la línea ESTDAB-

004 se expresaba constitutivamente. De hecho, esta proteína es inducida por el IFN-γ y 

regula negativamente la vía de señalización de esta citoquina (Sakamoto et al. 

1998;Starr et al. 1997). Además se ha descrito como SOCS-1 se expresa de forma 

aberrante en líneas celulares de melanoma  siendo un marcador de mal pronóstico y de 

baja respuesta biológica a la administración terapéutica de citoquinas (Li et al. 2004).  

En el caso de la línea ESTDAB-159 se demostró la presencia y correcta 

fosforilación del resto de tirosina de  STAT-1 tras el tratamiento con IFN-γ. IRF-1 

(Interferon regulatory factor) es codificado por un gen que también es controlado por 
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STAT-1 y participa en la transcripción de los genes de las moléculas HLA de clase I y 

de la oxido nítrico sintetasa inducible (iNOS) (Gobin et al. 1999;Nikcevich et al. 

1999;Real et al. 1998) (Fig 4a pg. 125).  

Fig. 4 Inducción de la transcripción de CIITA por el IFN-γ. La unión del IFN-γ a su receptor produce 
la activación de las quinqsas Jak-1 y Jak-2. estas quinasas fosforilan al receptor del IFN-γ, lo que produce 
un cambio conformacional de este receptor que proporciona un  lugar de unión para los monómeros de 
STAT-1. Los monómeros de STAT-1 son fosforilados en el citoplasma por Jak, lo que conduce a la 
dimerización de STAT-1 y su posterior traslocación al núcleo. STAT-1 activa la transcripción de 
numerosos genes, incluyendo IRF-1, por unión a la secuencia GAS. STAT-1 fosforilado, IRF-1, USF-1 e 
IRF-2 cooperan en la transcripción de CIITA. 
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En nuestro estudio se  incrementaron los niveles de RNAm de IRF-1 pero no se veían 

incrementados los niveles de las moléculas HLA de clase I ni de iNOS cuya inducción 

por IFN-γ es mediada por IRF-1. Estos resultados nos hicieron sospechar que al igual 

que ocurría en algunos casos de leucemias mieloides agudas se habría producido una 

mutación o deleción del gen IRF-1 (Harada et al. 1994). Pero esta posibilidad se 

descarto al comprobar experimentalmente que el IFN-γ inducía la proteína con 

capacidad de unirse a la secuencia consenso por IRF-1. Además la secuenciación de 

IRF-1 no reveló ninguna mutación (datos no mostrados). 
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IRF-1 puede actuar como un gen supresor del tumor induciendo la apoptosis mediante 

el aumento de la expresión de la caspasa-8 (Ruiz-Ruiz et al. 2004), que se ha visto 

frecuentemente silenciada en tumores por la hipermetilación del gen (Hopkins-

Donaldson et al. 2003;Teitz et al. 2000). En el caso de la línea celular ESTDAB-159 

comprobamos como con el tratamiento con 5-dAzaC restauraba la inducción de las 

moléculas HLA de clase I por el IFN-γ, lo que sugiere que  la posible causa de la falta 

de inducción de las moléculas HLA de clase I en este caso se deba un bloqueo 

epigenético de la transactivación de IRF-1. 

 

 

2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN BASAL Y TRAS 

TRATAMIENTO CON IFN-γ DE LAS MOLÉCULAS HLA DE 

CLASE II. 

Los estudios de la expresión de las moléculas HLA de clase II en tumores en 

comparación con los realizados para HLA de clase I son mucho más escasos, quizá 

debido a que su papel en el desarrollo y activación de las células T helper CD4+ en la 

respuesta inmune frente al cáncer ha sido poco estudiado y a que la identificación de los 

péptidos antigénicos presentados por estas moléculas ha sido más tardía.  

La expresión constitutiva de las moléculas HLA de clase II está normalmente 

restringida a células presentadoras de antígenos (APC), células B, células dendríticas, 

monocitos y macrófagos. Pero también se expresan en varios tipos de tumores, 

particularmente en melanomas (Ruiter et al. 1991). Los estudios realizados ponen de 

manifiesto que la  expresión constitutiva de HLA-DR y HLA-DP es  mayor en las 

metástasis que en los  melanomas primarios, mientras que no se han encontrado 
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diferencias en la expresión de HLA-DQ entre melanomas primarios y metastáticos (van 

Vreeswijk et al. 1988). En nuestro caso no hemos podido conocer el tipo de lesión a la 

que correspondían nuestras líneas de melanoma, pero sí hemos comprobado como la 

mayoría de las líneas celulares no expresaban moléculas HLA de clase II de forma 

constitutiva y como en aquellas líneas donde existía expresión constitutiva ésta era 

mayor para HLA-DR que para HLA-DP y ésta, a su vez mayor que la de HLA-DQ. 

Estos resultados coinciden con los obtenidos anteriormente en melanoma (D'Alessandro 

et al. 1987) y en otro tipo de tumores como es el caso del adenocarcinoma de páncreas 

(Scupoli et al. 1996). La expresión de HLA-DR en melanoma se asocia con un peor 

pronóstico y un mayor riesgo de metástasis (Brocker et al. 1985;Cabrera et al. 

1995;Concha et al. 1991;Lopez-Nevot et al. 1988), al contrario que en el caso de 

carcinomas de hepáticos (Brunner et al. 1991), gástricos (Hilton and West 1990), de 

colon (Andersen et al. 1993) y de células escamosas de laringe donde se relaciona con 

un pronóstico favorable.  

Además observamos en nuestro estudio como la mayoría de las líneas con expresión 

constitutiva de HLA-DR también expresaban HLA-DP pero no HLA-DQ. Sólo dos 

líneas celulares de melanoma expresaban exclusivamente HLA-DP. Esta diferencia de 

expresión entre los isotipos HLA-DR y HLA-DP frente a HLA-DQ podría ser explicada 

por el hecho de que HLA-DQ  presente  una vía de expresión independiente de la 

proteína trans-activadora de clase II (CIITA) (Douhan et al. 1997;Ono et al. 1991). 

CIITA es el mayor regulador de la expresión del MHC de clase II y su expresión es 

regulada principalmente a nivel transcripcional (De Lerma Barbaro et al. 

2005;Schnappauf et al. 2003). Su trascripción es conducida por una región reguladora 

que contiene cuatro promotores denominados pI, pII, pIII y pIV (Muhlethaler-Mottet et 
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al. 1997a). pI esta activado constitutivamente en las células dendríticas pero también 

puede ser activado por IFN-γ en monocitos y macrófagos. pIII es usado principalmente 

por las células B, activando las células T y las DCs plasmocitoides. pIV es activado en 

TECs y responde al estímulo del IFN-γ en varios tipos de células (Muhlethaler-Mottet et 

al. 1997b). Nuestros resultados muestran como existe una correlación significativa entre 

la expresión en superficie de HLA-DR  y el nivel transcripcional de CIITA. Las líneas 

celulares con mayor expresión constitutiva de HLA-DR presentaron los mayores niveles 

transcripcionales de CIITA y viceversa. Estos resultados coinciden con estudios 

anteriores en los que se han puesto de manifiesto que la expresión de las moléculas 

HLA de clase II en líneas celulares de melanoma pueden estar relacionadas con la 

expresión de CIITA (Goodwin et al. 2001). Además se ha demostrado como las células 

en ratones transgénicos deficientes en CIITA, presentaban una ausencia de expresión de 

moléculas HLA de clase II  a excepción de un subtipo de células epiteliales del timo 

(TECs) (Chang et al. 1996).  

Para completar nuestro estudio sobre la expresión de las moléculas HLA de 

clase II en las líneas celulares de melanoma nos propusimos definir los distintos 

patrones de expresión tras la estimulación con IFN-γ. Observamos como el 50% de las 

líneas que no presentaban expresión constitutiva de moléculas HLA de clase II no 

incrementaban su expresión tras el tratamiento con IFN-γ, mientras que en el otro 50% 

se incrementaba la expresión de HLA-DR en todos los casos, la expresión de HLA-DP 

se incrementaba de forma mayoritaria pero sin embargo en sólo una línea celular se 

observa un incremento en  la expresión de HLA-DQ. Por otra parte todas las líneas con 

expresión basal de moléculas HLA de clase II vieron incrementada su expresión tras el 

tratamiento con IFN-γ. 
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El papel clave del promotor IV de CIITA en la inducción de los genes MHC de 

clase II mediada por IFN-γ fue confirmada cuando se demostró que ratones deficientes 

en p-IV experimentaron una pérdida de inducción de estos genes tras tratamiento con 

IFN-γ (Waldburger et al. 2001)  La inducción de la transcripción de los genes CIITA 

por el IFN-γ se produce por la activación del promotor-IV (Morris et al. 2002) (fig. 4b 

pg. 119). 

Por otro lado la ausencia de respuesta a IFN-γ puede deberse a la pérdida de 

expresión de CIITA debida a la metilación de p-IV (Holling et al. 2004;Morimoto et al. 

2004;Nie et al. 2001;Satoh et al. 2004;van den Elsen et al. 2000;van der Stoep et al. 

2002). Además debido al papel auxiliar de CIITA en la expresión de las moléculas HLA 

de clase I y β2m y su papel en la expresión de HLA-DM y li, la ausencia de CIITA 

podría provocar una disminución de la presentación antigénica  de estas células y por 

tanto constituir un mecanismo de evasión de la respuesta inmune. 

 También hemos estudiado la relación entre el polimorfismo en la posición -168 

de la región 5´ del promotor III de CIITA con la expresión constitutiva de HLA-DR. 

Hemos observado como la presencia de G (genotipo GG/AG) se relaciona con una 

mayor expresión constitutiva de HLA-DR. Por otra parte hemos observado como las 

líneas celulares con mayor nivel de expresión constitutiva de HLA-DR mostraban un 

nivel de inducción con IFN-γ menor que las que presentaban niveles basales de HLA-

DR menores, por lo que podría existir una relación entre la sustitución de -186A a G en 

el promotor III de CIITA y una menor inducción  con IFN-γ de las moléculas HLA-DR. 

Esta hipótesis se ve reforzada por estudios en células de sangre periférica donde la 

sustitución A-G en la posición 5´ de la región del promotor III de CIITA se relacionó 

con una menor inducción de os genes de clase II (Swanberg et al. 2005). 
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El conocimiento  en mayor profundidad la regulación de la expresión de CIITA 

podría favorecer el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la utilización 

de antígenos tumorales potencialmente presentados por moléculas de clase II. Así, el 

incremento de la expresión de CIITA podría ser beneficioso para incrementar la 

inmunogenicidad de los tumores, especialmente en aquellos casos donde se detecte una  

baja expresión de las moléculas HLA de clase II.  
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1. En líneas celulares derivadas del melanoma humano es frecuente encontrar 

alteraciones en la expresión de moléculas HLA de clase I que incluyen pérdidas totales 

y parciales.  La frecuencia total con la que suceden los distintos fenotipos encontrados 

es del 67% y obedecen a diferentes mecanismos reguladores y estructurales (mutaciones 

puntuales, deleciones). 

 

  2. La pérdida o baja regulación total de moléculas HLA de clase I (11% de los 

casos) se debe en un porcentaje reducido de casos a la inactivación de las dos copias del  

gen de  β2m por mutaciones estructurales (2% de los casos) y mayoritariamente a 

defectos en la regulación trascripcional de los genes TAP-2 y LMP7 (9% de los casos).  

 

3. El fenotipo HLA alterado más ampliamente representado es la baja expresión de 

las moléculas HLA-B, encontrado en  el 35% de las líneas celulares estudiadas. Éste 

fenotipo es particularmente relevante en el melanoma en comparación con otros tipos de 

tumores. Esta baja expresión fue reversible en todos los casos tras el tratamiento con 

IFN-γ. 

 

4. La pérdida de heterocigosidad que conduce a la falta de un haplotipo HLA es 

también  un mecanismo frecuente (13% de los casos). Los estudios de marcadores de 

microsatélites, secuencias cortas repetitivas altamente polimórficas (STRs)  y de 

hibridación fluorescente in situ (FISH) apoyarían la pérdida de un cromosoma, 

concomitantemente con la  duplicación y/o recombinación somática  del otro 

cromosoma. La hemicigosidad disminuye potencialmente la capacidad de presentación 
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de péptidos antigénicos, por lo que este mecanismo podría interpretarse en el contexto 

de un proceso de inmunoselección.      

 

5. La ausencia de respuesta a IFN-γ, medida ésta por el incremento en la expresión 

de moléculas HLA de clase I, es infrecuente en el melanoma humano (2% de los casos).  

La  falta de respuesta al IFN-γ (excluidos los casos con mutaciones en el gen de la β2m) 

se debe a defectos en distintos niveles de la ruta de señalización de esta citoquina. 

 

6. La mayoría de las líneas celulares de melanoma no expresan de forma constitutiva  

moléculas HLA de clase II (57% de los casos). La  expresión de estas moléculas es 

generalmente  mayor para HLA-DR y HLA-DP y menor para HLA-DQ. Del mismo 

modo, la respuesta a  IFN-γ se traduce fundamentalmente en la inducción de  HLA-DR 

y –DP  y en menos medida HLA-DQ. 

 

7. La expresión constitutiva de las moléculas HLA-DR se correlaciona con el nivel 

transcripcional de CIITA. La intensidad en la expresión de HLA-DR  se  asocia a su vez  

con la presencia de una G en la posición -168 en el extremo 5’ del promotor tipo III de 

CIITA. 
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