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1.1.Melanoma

1.1.1.Qué es el melanoma

El melanoma es una neoplasia maligna de melanocitos y dentro de los tumores cutáneos uno

de los más agresivos, debido a su capacidad de producir metástasis [1]. Los melanocitos derivan

de las células de la cresta neural y se distribuyen principalmente en la epidermis basal y en los

folículos pilosos , a lo largo de las superficies mucosas, meninges y en la capa coroidea del ojo,

tienen como función principal la protección de la piel[2]. Cuando el ADN se daña por los rayos

UV, los queratinocitos de la piel producen la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) que

se une al receptor de melanocortina 1 (MC1R) en los melanocitos para inducir la producción y

liberación de melanina. El pigmento de melanina funciona como un escudo para la radiación UV,

evitando así una mayor alteración del ADN [3].

En 2012, se registraron 232.000 nuevos casos de melanoma en el mundo con 55.000 muertes,

ocupando el puesto número 15 entre los cánceres más frecuentes del mundo[4]. En comparación

con cualquier otro tipo de cáncer, la incidencia de melanoma cutáneo en el mundo aumenta a un

ritmo más rápido cada año y al mismo tiempo, también aumenta la mortalidad relacionada con el

melanoma[5]. En Estados Unidos, la tasa de mortalidad aumentó en un 1.4% cada año entre 1977

y 1990. Desde 1990 la tasa de mortalidad ha mostrado una ligera tendencia a disminuir , con una

disminución anual del 0,3% de 1990 a 2002[6]. La incidencia de melanoma varía mucho en

diferentes países, las razones de estas diferencias pueden deberse a las diferencias en el fenotipo

de la piel entre diferentes razas y las diferencias en la exposición al sol. Además, en comparación

con otros tumores sólidos la mayoría de los pacientes con melanoma son jóvenes y personas de

mediana edad (la edad media de diagnóstico es 57). De los 25 a los 50 años, la incidencia aumentó

linealmente y luego disminuyó, especialmente entre las mujeres. Al analizar los datos de

incidencia relacionados con el género, las mujeres predominan en el grupo de edad joven,

mientras que los hombres son más frecuentes a partir de los 55 años [7].
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1.1.2. Biología del Melanoma

La diseminación del melanoma se produce por alteraciones del microambiente tumoral

mediada por la sobreexpresión de metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), especialmente

MMP- 9 y MMP-2, que pueden inducir la degradación de los componentes de la matriz

extracelular y facilitar la infiltración de las células tumorales y su diseminación por el torrente

sanguíneo[1, 8, 9]. La desregulación de la vía del factor nuclear NF-κB condiciona la

sobreexpresión de estas proteínas. El factor nuclear-κ B puede inducir la sobreexpresión de la

metaloproteinasa -9 de la matriz al activar la osteopontina (OPN), una proteína del microambiente

tumoral. [10-12].

Además de las alteraciones del microambiente tumoral, las mutaciones somáticas en

oncogenes o genes supresores de tumor facilitan la aparición y el desarrollo del melanoma como

ocurre en la mayoría de los tumores humanos[13].La exposición prolongada o intermitente al sol

puede causar mutaciones somáticas que afectan a genes que controlan procesos celulares claves

como:

a) la proliferación celular : BRAF, NRAS , NF1 y el receptor tirosina quinasa del

protooncogén kit (kit)].

b) La reparación del DNA y la resistencia a la apoptosis [proteína tumoral p53 (TP53)]

c) crecimiento y metabolismo [ fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) d)

control del ciclo celular [inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A)] y e)

esperanza de vida replicativa [transcriptasa inversa de telomerasa (TERT) ][14, 15]. Las

alteraciones genómicas generalmente conducen a la activación anormal de dos vías de

señalización principales en el melanoma: cascada de señalización RAS / RAF / MEK / ERK

[también conocida como vía de proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK)] y

fosfoinositida-3-quinasa (PI3K) / Vía AKT[16].
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Figura 1. Esquema de la multitud de factores genéticos interconectados que influyen en la patogenia del melanoma. Las

mutaciones oncogénicas de NRAS activan las vías efectoras PI3K-AKT y Raf-MEK -ERK, esta última vía también se activa

mediante mutaciones en el gen BRAF, mientras que la activación de la vía PI3K-AKT está condicionada por la pérdida o

mutación del gen supresor de tumores PTEN. . Estos cambios generalmente se conservan a lo largo de la progresión del

tumor. Se ha demostrado que el desarrollo de melanoma está fuertemente asociado con la inactivación de los supresores

tumorales p16INK4a / proteín quinasas dependientes de ciclina 4 y 6 (p16INK4a / CDK4,6 ) y p14ARF. Otros factores como el

de transcripción asociado a microftalmia (MITF) y p53 juegan un papel crucial en la progresión del melanoma

( Rodríguez-Cerdeira et al.Mediators Inflamm 2017;2017: 3264217).

La vía de MAPK es una de las vías importantes para transducir señales extracelulares al

núcleo, como hormonas y factores de crecimiento, que conducen a la expresión de genes

impulsores centrales de la proliferación, diferenciación y supervivencia celular[17]. Algunos

estudios han señalado que la activación de la vía MAPK es un papel clave en la biología de

diferentes tipos de cáncer, y es la vía de activación anormal más común en el melanoma[18]. La

vía PI3K implica la homeostasis celular, y su activación es otro factor clave en diferentes tipos de

cáncer. Es la segunda vía de activación anormal más frecuente del melanoma[19, 20].

Hasta en un 90% de los pacientes con melanoma se ha detectado una activación anormal de

la vía MAPK, que se considera el paso central de la aparición, formación y desarrollo del

melanoma, y conduce a una desregulación del ciclo celular e inhibe la apoptosis[17, 20, 21]. Entre

los diversos mecanismos que conducen a señales anormales de la vía MAPK en pacientes con

melanoma, la anomalía genética más común es la mutación de BRAF[22]. Del 37% al 50% de los
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pacientes con melanoma presentan mutaciones somáticas del gen BRAF, y la incidencia de

mutaciones BRAF en pacientes con melanoma causadas por el daño intermitente por exposición al

sol ha alcanzado el 60%[23]. Generalmente, La mayoría de las mutaciones de BRAF en pacientes

con melanoma se deben a la sustitución de la valina en la posición 600 por otros aminoácidos.

Aproximadamente el 80-90% de las mutaciones BRAF son V600E (valina por ácido glutámico),

mientras que el 5-12% consiste en la sustitución de valina por lisina (V600K) y ≤5% son V600D

(valina por ácido aspártico) o V600R (valina por arginina)[24, 25].

Las mutación activadora de NRAS es la segunda causa más común de anomalía en la señal de

la vía MAPK en el melanoma, y representa entre el 15% y el 30% de todos los casos de melanoma.

Son mutaciones sin sentido en el codón 12, 13 o 61, y la mutación sin sentido del codón 61 es el

caso más común, que representa aproximadamente el 80% de todas las mutaciones NRAS en el

melanoma[23, 26]. Las mutaciones de estos codones inactivan la actividad GTPasa de NRAS y

por tanto prolongan la unión a GTP que mantiene la actividad de NRAS estimulando las vías

MAPK y PI3K. Cabe señalar que los estudios han demostrado que las mutaciones NRAS y BRAF

son mutuamente excluyentes, por lo que rara vez se producen co-mutaciones[27]

NF1 es un gen supresor de tumor y ocupa el tercer lugar de los genes mutados en melanoma

con una frecuencia alrededor del 10% al 15% [28]. La proteína NF1 regula a la familia RAS al

convertir el RAS-guanosina trifosfato activo (RAS-GTP) en el ras-guanosina difosfato inactivo

(ras-GDP), inhibiendo la señalización ras corriente abajo [29]. Por lo tanto, la pérdida de la

función de NF1 conduce a una sobreactivación de la proteína NRAS, aumentando así las vías de

señalización de MAPK y PI3K[28]. La exposición prolongada al sol es un factor de riesgo de

mutación de NF1. Cabe señalar que la mutación del gen NF1 puede ocurrir simultáneamente con

la mutación BRAF o NRAS[30, 31].

El receptor de tirosina quinasa KIT participa en la proliferación y supervivencia del

melanoma a través de la vía PI3K / AKT y RAS / RAF / MEK / ERK . Representa el 2-8% de

todos los casos de mutación de activación somática de pacientes con melanoma. Esta mutación es

más frecuente en pacientes de melanoma con exposición solar intermitente[32, 33].
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Las mutaciones somáticas de los genes BRAF, NRAS, NF1 y KIT juegan un papel importante

en el desarrollo del melanoma. Sin embargo, existen algunos genes mutados relacionados con la

invasión y metástasis del melanoma. Por ejemplo, la mutación del promotor de TERT aumenta la

capacidad de proliferación de las células de melanoma junto con las alteraciones de CDKN2A

heterocigotas, que a menudo se detectan en el melanoma in situ[34]. El gen CDKN2A codifica

p16INK4A, que es un inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina. La inactivación bialélica

adicional de CDKN2A es un paso posterior al melanoma invasivo[34, 35]. PTEN es un gen

supresor de tumor que participa en el control de la progresión del ciclo celular. La incidencia de

mutaciones de PTEN en melanoma es del 10-30%, y suelen detectarse en la fase de crecimiento

vertical y en las metástasis[36]. Cabe señalar que las mutaciones de PTEN suelen ser mutuamente

excluyentes con las mutaciones de NRAS, pero a menudo ocurren junto con la ganancia de

funcionalidad de B-raf. La pérdida de función de PTEN está relacionada con el aumento de la

activación de la vía PI3K / AKT [37, 38]. De hecho, las mutaciónes de BRAF y la pérdida de

función de PTEN juntas activan la vía MAPK y la vía PI3K, por lo que son potencialmente

equivalentes a la activación exclusiva de N-ras. En el ámbito clínico, la pérdida de función de

PTEN representa uno de los mecanismos de resistencia adquirida a fármacos del melanoma

mutante B-raf tratado con inhibidor de B-raf [39].
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Figura 2. Vías oncogénicas comúnmente desreguladas en el melanoma. Las mutaciones en NRAS, BRAF, GNAQ y c-KIT

conducen a una señalización constitutiva de MAPK que conduce a una proliferación y supervivencia desenfrenadas. La

cascada de fosfatidilinositol 3ʹ quinasa (PI3K) es activada por NRAS oncogénico. Las mutaciones del gen CDKN2A provocan

la pérdida de P16INK4A o P14ARF o ambos, dependiendo de dónde ocurran las mutaciones. Las mutaciones CDKN2A son

frecuentes en el melanoma hereditario. ( Lauren E et .,al CANCER BIOLOGY & THERAPY 2019, VOL. 20, NO. 11, 1366–

1379)
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1.1.3.Clasificación del melanoma cutáneo.

Según las características histológicas y clínicas , el melanoma se puede dividir en 4

subgrupos principales: melanoma de extensión superficial, melanoma nodular, lentigo maligno

melanoma y Melanoma lentiginoso acral

1.1.3.1.Melanoma de extensión superficial (MES)

El melanoma de extensión superficial (MES) es el tipo más común de melanoma, representa

alrededor del 70% de todos los casos, y es más común en la parte posterior del tórax en los

hombres y en la parte posterior de las piernas de las mujeres. La exposición intermitente al sol es

un factor de riesgo importante. Durante el examen clínico, el contorno y el borde de la lesión son

regulares, pudiendo haber varias protuberancias irregulares o nódulos palpables, que pueden

invadir la piel varios milímetros. Este tipo de melanoma puede presentar diferentes tonalidades de

varios colores como marrón, negro, gris y pueden presentar zonas depimentadas [40].

Figura 3. Melanoma de extensión superficial.

A y B Imagen macroscópica del MES. C Imagen histológica de MES

1.1.3.2.Melanoma nodular (MN)

El melanoma nodular representa aproximadamente el 5% de todos los casos de melanoma.

Este tipo de melanoma es más común en pacientes masculinos., aparece con más frecuencia en el

tronco y extremidades en personas de 50 a 60 años. Este tipo de melanoma tiene las características

de invasión de la piel, que solo tiene un período de crecimiento vertical pero no un período de

crecimiento radial, y generalmente está ulcerado, lo que conduce a una tasa de crecimiento más

rápida y una mayor tasa de metástasis [40]. En el examen clínico, puede ser un nódulo de
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superficie lisa, una protuberancia de contorno irregular o un pólipo ulceroso y su color puede ser

marrón, negro y azul-negro, aproximadamente la mitad de los MN son acrómicos. La exposición

intermitente es un factor de riesgo de melanoma nodular[41].

Figura 4. Melanoma nodular

A. Imagen macroscópica de MN. B. Imagen histológica de MN

1.1.3.3. Lentigo maligno melanoma (LMM)

Melanoma lentigo maligno representa alrededor del 4% al 15% de todos los casos de

melanoma, que a menudo ocurre en la cabeza y el cuello y se caracteriza por la proliferación de

células ubicadas en la capa basal de la epidermis. La exposición prolongada al sol y el

envejecimiento son sus factores de riesgo. El lentigo maligno melanoma puede tener diferentes

colores, como el negro y el marrón. Pueden pasar décadas desde su aparición inicial hasta su

invasión a la dermis papilar[40]. En el examen clínico, el LMM suele tener un contorno irregular y

el tumor es relativamente plano y grande, en raras ocasiones se puede detectar un foco de invasión

nodular [41].

Figura 5. Imágenes Macroscópica (A) e Histológica (B) del Lentigo Maligno Melanoma (LMM)
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1.1.3.4.Melanoma lentiginoso acral (MLA)

El Melanoma lentiginoso acral es el tipo más frecuente de melanoma entre los pacientes

hispanos, asiáticos y africanos pero es menos común en otras áreas, representando solo 5% de

todos los casos de melanoma . Los pacientes son principalmente mujeres y se presenta

principalmente por encima de la sexta década. Los sitios de aparición más frecuentes son los

dedos de las manos y las plantas de los pies y generalmente involucran el lecho ungueal de los

pulgares o de los dedos de los pies[40].

Figura 6. Imagen macroscópica (A) e histológica (B) de Melanoma Lentiginoso Acral (MLA)

Tabla 1. subtipo clínico de melanoma

subtipo clínico de melanoma % exposición al sol localización Aspectos clínicos colores

Melanoma de extensión

superficial

70 Intermitente espalda-hombre

piernas-mujer

Plano

pápula nódulo

Bronceado, Marrón,Gris

Negro, Violeta, rosa

Melanoma nodular 5 Intermitente tronco

extremidad

Nódulo

Pólipo ulcerado

Placa elevada

Marrón,

Negro,Acrómico

Lentigo maligna melanoma 4-15 A largo plazo Cabeza, Cuello plano Marrón, Negro

Melanoma lentiginoso acral 5 N/A Piel glabra Plano,pápula Irregular
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1.1.4.Factores pronósticos en pacientes con melanoma cutáneo

primario

1.1.4.1.Índice de espesor de Breslow

El concepto de grosor tumoral fue propuesto por primera vez por Breslow en 1970, que se

refería a medir la distancia desde la parte superior de la capa granular hasta las células de

melanoma más profundas con un micrómetro. Desde que se presentó el concepto, se convirtió en

el factor de pronóstico más potente del melanoma invasivo primario. Posteriormente se desarrolló

un esquema de clasificación clínicamente útil. Los pacientes con un grosor tumoral menor de 0.76

mm fueron designados como pacientes de bajo riesgo, porque el melanoma delgado rara vez

metastatizaba y la tasa de supervivencia a 5 años era del 97,9%. Los pacientes de riesgo bajo y

medio presentaban un grosor del melanoma entre 0.76 y 1.5 mm y la supervivencia a 5 años fue

del 91,7%. Los pacientes de riesgo medio tenían un grosor tumoral superior a 1.5 mm pero

inferior a 4.0 mm, con una supervivencia a 5 años del 72,8%. Los pacientes con un grosor tumoral

superior a 4.0 mm tenían riesgo de recurrencia, con una tasa de supervivencia a 5 años del

57,5%[42]. En el sistema de estadificación AJCC posterior, se seleccionaron 1.0 mm, 2.0 mm y

4.0 mm como puntos de corte para un uso más conveniente[43]. El melanoma con un grosor

menor o igual a 1 mm se define como melanoma delgado, y este grado de melanoma suele tener

un buen pronóstico. Los tumores con un grosor de más de 4.0 mm se definen como melanoma

grueso y generalmente tienen un pronóstico desfavorable. Un gran número de estudios ha

demostrado que existe una alta correlación entre el grosor del melanoma y la tasa de supervivencia

a 10 años de los pacientes con melanoma. La tasa de supervivencia a 10 años de 11.841 pacientes

con melanoma delgado (1.0 mm o menos) fue del 92%. , del 80% en 8046 pacientes con

melanoma con 1.01-2.0 mm , la de 5291 pacientes con tumor con 2.01-4.0 mm fue del 63% , y

del 50% en los 2,461 pacientes con melanoma grueso (más grueso de 4.0 mm). El espesor del

tumor es el factor pronóstico más importante para la supervivencia de los tumores primarios algo

que está ampliamente aceptado [44-46].
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1.1.4.2.Ulceración

La ulceración se define como la pérdida de la continuidad del epitelio. Una gran cantidad de

estudios ha demostrado que los pacientes con melanoma primario ulcerado tienen peor

pronóstico[44, 47]. La tasa de supervivencia a 5 años de los pacientes con melanoma ulcerado es

del 66,2%, mientras que la de los pacientes sin ulceración es del 91,6%[42]. Por lo tanto, la

existencia de ulceración en el melanoma primario es el segundo predictor más poderoso de

supervivencia en el sistema de estadificación AJCC de 2002 y el tercer predictor más poderoso de

supervivencia en el sistema de estadificación AJCC de 2010[44, 45]. Los tumores más gruesos son

más propensos a ulcerarse. La incidencia de ulceración en el melanoma de espesor delgado (1.0

mm o menos) fue del 6%, mientras que en el melanoma grueso (más grueso de 4.0 mm) se elevó

al 63%. Aunque la incidencia de ulceración está relacionada con el grosor del melanoma, la

ulceración es un factor predictor del pronóstico del melanoma independiente del grosor del tumor.

Se estima que el riesgo de los pacientes con melanoma con ulceración es el doble que el de los

pacientes sin ulceración. La tasa de supervivencia de los pacientes con ulceración es la misma que

la de los pacientes con melanoma sin ulceración del siguiente nivel en el sistema de estadificación

AJCC. Por ejemplo, la tasa de supervivencia a 5 años del melanoma con ulceración de 1.01-2.0

mm de espesor es del 82% y la del melanoma sin ulceración de 2.01-4.0 mm de espesor es del

79%, por lo que ambos se clasifican como estadio IIA[44-46].

1.1.4.3.Índice mitótico

La tasa mitótica es una medida de la proliferación del melanoma primario. Cuando el

melanoma se analiza en la fase de crecimiento vertical, es uno de los factores de predicción de

supervivencia más potentes. Se puede evaluar fácilmente de forma cuantitativa en el examen

histopatológico[48]. El acuerdo actual es informar la tasa mitótica de la dermis en tumores en

fase de crecimiento vertical como número mitótico / mm2. Primero se debe encontrar el área del

tumor o "punto caliente" con la mayor actividad mitótica. Luego se cuentan las mitosis sobre un

área de al menos 1 mm². Si las mitosis en la región son escasas y no se pueden encontrar "puntos

calientes", entonces se evalúa el área de 1 mm alrededor de una mitosis representativa y el

resultado se expresa como el número de mitosis / mm2[49]. Muchos estudios han señalado que en
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pacientes con melanoma de espesor delgado, la tasa mitótica es altamente predictiva de

supervivencia y el tiempo de supervivencia se correlaciona negativamente con la tasa mitótica. La

tasa mitótica más rápida, el tiempo de supervivencia más corto. En un estudio poblacional, la tasa

de supervivencia a 5 años de pacientes con índice mitótico de 0 mitosis / mm2 fue del 98.7%, del

85,1% para los pacientes con 0.1-6.0 mitosis / mm, 68.2% para los pacientes con un número

superior a 6 mitosis / mm. Los estudios han demostrado que la tasa mitótica y el grosor del tumor

son dos factores independientes para predecir la supervivencia[42]. En el análisis multivariante

de 4.861 pacientes con melanoma del espesor delgado, el índice de espesor de Breslow, la tasa

mitótica y la ulceración son los factores más poderosos que predicen la supervivencia. En el

mismo estudio, cuando se incluyeron la tasa mitótica y la ulceración en el cálculo de la tasa de

riesgo, el nivel de invasión de Clark perdió su significación estadística[45, 46]

1.1.4.4.Edad

Un gran número de estudios ha demostrado que los pacientes de edad avanzada con

melanoma suelen tener un peor pronóstico y los pacientes con melanoma mayores de 60 años son

un grupo de alto riesgo. En el análisis de 17.600 pacientes, se encontró que la tasa de

supervivencia de los pacientes con melanoma continuó disminuyendo con el aumento de la edad.

Cabe señalar que aunque los pacientes de edad avanzada suelen presentar melanoma de espesor

grueso y ulcerado, lo que es desfavorable para el pronóstico, los estudios han demostrado que la

edad del paciente es un factor independiente para predecir la evolución del melanoma [44, 45,

50]. La explicación dada por los investigadores es:

a) Con el aumento de la edad de los pacientes, la función inmunológica disminuye

gradualmente y la capacidad del cuerpo para combatir y eliminar las células malignas disminuye,

lo que resulta en una mayor incidencia y mortalidad del cáncer[51].

b) En comparación con los pacientes más jóvenes, es posible que el deterioro del estado de

salud de los pacientes ancianos no permite que puedan recibir un tratamiento adecuado[52].
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1.1.4.5.Sexo

El sexo es un factor importante para predecir el pronóstico de los pacientes con melanoma.

Existen diferencias significativas entre mujeres y hombres en cuanto a la incidencia del melanoma,

las características del tumor primario y la supervivencia[51, 53, 54]. Los patrones sexuales en la

incidencia son diferentes en diferentes regiones, la incidencia de melanoma en las mujeres es más

alta que en los hombres en Europa, mientras que en Australia y Estados Unidos, la incidencia de

melanoma en hombres es mayor. Aunque la incidencia de melanoma es diferente en diferentes

regiones y diferentes sexos, la supervivencia de las pacientes femeninas con melanoma es

consistentemente mayor que la de los pacientes masculinos, porque las mujeres suelen tener

melanoma primario con buen pronóstico, es decir, tumores delgados y no úlcerados localizados en

las extremidades, que se puede detectar fácilmente y la edad de presentación de la enfermedad es

inferior que la de los hombres[53-55]. En un estudio de 7.338 pacientes con melanoma cutáneo

primario en el sur de Alemania, la supervivencia del melanoma a 10 años de los hombres (83,9%)

fue menor que la de las mujeres (89,5%) [56]. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que

la ventaja femenina en la supervivencia específica del melanoma desapareció a partir de los 60

años. Otros estudios han demostrado que la tasa de supervivencia de las mujeres en todos los

grupos de edad es más alta que la de los hombres [57, 58]. Los factores hormonales, las

diferencias en la inmunidad, en el estrés oxidativo pueden ser algunas de las razones de las

diferencias en las tasas de supervivencia entre hombres y mujeres para el melanoma maligno [59,

60].

1.1.4.6.Localización anatómica

La localización del melanoma es un predictor independiente de pronóstico [44, 45]. El

melanoma en las extremidades a menudo tiene un buen pronóstico, mientras que el melanoma en

el tronco, la cabeza y el cuello a menudo tiene un pronóstico precario, estos tumores se denominan

melanomas axiales, que a menudo causan metástasis en lugares distantes, mientras que el

melanoma de las extremidades genera metástasis en los ganglios linfoides adyacentes[61, 62]. La

diferencia en el pronóstico del melanoma, en relación a su localización puede explicarse por el

drenaje linfático . Los vasos linfáticos de las extremidades son más largos que los del melanoma
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axial, y las células cancerosas metastásicas atraviesan más ganglios linfáticos en la circulación

linfática, lo que puede ser una razón importante para un mejor pronóstico del melanoma de las

extremidades[61].

1.1.5.Estadificación del melanoma

La estadificación correcta del melanoma se basa en la evaluación clínica y la confirmación

histológica. Hoy en día, el sistema TNM del American Cancer Joint Committee se utiliza

ampliamente para estadificar el melanoma clínica y patológicamente (Tabla 2 y Tabla 3 )[63].

La categoría T (Tumor) se refiere al tumor primario, significa que la lesión se confirma como

melanoma mediante examen histológico y se clasifica según el grosor total del tumor, la existencia

de ulceración y la presencia de mitosis en la lesión menor de 1 mm de grosor[64, 65].

La categoría N (“Node” ganglio) está determinada por el número de ganglios linfáticos

afectados. El estado de los ganglios linfáticos debe evaluarse preliminarmente cuando se realiza

un examen clínico antes de la operación. Si no hay ninguna manifestación de compromiso de los

ganglios linfáticos en el examen físico preliminar antes de la operación, la biopsia del ganglio

centinela se debe realizar en el momento de la intervención para todos los melanomas con un

grosor superior a 1 mm. En el caso de adenopatías palpables detectadas durante el examen

preliminar, se debe utilizar una extracción con aguja fina guiada por ecografía para confirmar el

estado de los ganglios linfáticos. Las guías actuales no recomiendan la biopsia del ganglio

centinela para melanoma con grosor inferior a 0,75 mm, pero cuando existen algunas

características de alto riesgo, como invasión de vasos linfáticos, ulceración y recuento mitótico

elevado, también se debe considerar la biopsia del ganglio centinela para lesiones con grosor

inferior a 0,76-1 mm[66].

La categoría M (Metástasis) se refiere a la existencia de metástasis a distancia fuera del área

locoregional linfática. Si existen metástasis, se clasifica según la ubicación de la metástasis (piel,

ganglios linfáticos, vísceras, pulmón o lactato deshidrogenasa sérica elevada). Los melanomas

primarios sin metástasis ganglionares o a distancia, se pueden clasificar en los estadíos I o II según

la profundidad de la invasión vertical, el estadio III se refiere a pacientes con metástasis

ganglionares y el estadio IV se refiere a pacientes con metástasis a distancia [67, 68].
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Tabla 2 clasificación TNM del melanoma

clasificación T Índice de Breslow (mm) estado de ulceración tasa mitótica

T1a ≤1.0 No menos que 1/mm2

T1b Si 1 o más/mm2

T2a 1.01-2.0 No cualquier

T2b Si cualquier

T3a 2.01-4. No cualquier

T3b Si cualquier

T4a >4.0 No cualquier

T4b Si cualquier

clasificación N No. de ganglios con metástasis presentación metástasis en tránsito o satélite

N1a 1 clínicamente indetectable(en

biopsia del ganglio centinela)

No

N1b 1 clínicamente detectable No

N2a 2-3 clínicamente indetectable(en

biopsia del ganglio centinela)

No

N2b 2-3 clínicamente detectable No

N2c 0 clínicamente oculto o detectado Si

N3a ≥4 clínicamente ocultas (en

biopsia del ganglio centinela)

- -

N3b 1 o más clínicamente

detectable

clínicamente detectable Si
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Tabla 2: continuación

clasificación M sitio metastásico nivel de LDH en suero

M1a piel subcutánea o node distantes Normal

M1b pulmón Normal

M1c todos los demás viscerales Normal

M1c Cualquier elevado

(Ward et al. Clinical Presentation and Staging of Melanoma. 2017)

Tabla 3. Estadios patológicos para el melanoma cutáneo

Estadificación clínica Estadificación patológica 5 años de

supervivenci

a (%)

10 años de

superviven

cia(%)

T N M T N M

0 Tis N0 M0 0 Tis N0 M0 >99 >99

IA T1a N0 M0 IA T1a N0 M0 95 88

IB T1b

T2a

N0

N0

M0

M0

IB T1b

T2a

N0

N0

M0

M0

91

89

83

79

IIA T2b

T3a

N0

N0

M0

M0

IIA T2b

T3a

N0

N0

M0

M0

77

79

64

64

IIB T3b

T4a

N0

N0

M0

M0

IIB T3b

T4a

N0

N0

M0

M0

63

67

51

54

IIC T4b N0 M0 IIC T4b N0 M0 45 32
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Tabla 3: Continuación

Estadificación clínica Estadificación patológica 5 años de

supervivenci

a (%)

10 años de

superviven

cia (%)

T N M T N M

III Cualquier T N > N0 M0 IIIA T1-4a N1a M0 70 63

T1-4a N2a M0 64 57

IIIB T1-4b N1a M0 53 38

T1-4b N2a M0 50 36

T1-4a N1b M0 59 48

T1-4a N2b M0 46 39

T1-4a N2c M0 N/A N/A

IIIC T1-4b N1b M0 29 24

T1-4b N2b M0 24 15

T1-4b N2c M0 27 18

Any T N3 M0 19 16

IV Cualquier T cualquier

N

cualquier

M

IV Cualquier

T

Cualquier N M1a 7 3

La estadificación clínica incluye la microestadificación del melanoma primario y la evaluación clínica / radiológica de

metástasis. Por convención, se debe utilizar después de la escisión completa del melanoma primario con evaluación clínica

de metástasis regionales y distantes.

La estadificación patológica incluye la microestadificación del melanoma primario e información patológica sobre los ganglios

linfáticos regionales después de una linfadenectomía parcial (es decir, biopsia del ganglio centinela) o complete ( extripación

de los ganglios locoregionales) (Balch et al, J Clin Oncol 2009;27: 6199-206)
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1.2.Sistema inmunológico y tumor

1.2.1. Inmunovigilancia y el desarrollo de tumores

Paul Erlich propuso el concepto de vigilancia inmunitaria en 1909 para demostrar que el

sistema inmunológico del huésped puede evitar que las células neoplásicas se conviertan en

tumores.[69, 70]. 50 años después con el desarrollo de los estudios sobre el trasplante de tejidos,

Medawar trasplantó células tumorales de diferentes cepas de ratones a un ratón inmunocompetente

y se produjo el rechazo del tumor. El sistema inmunológico del ratón trasplantado reconoció y

destruyó las células tumorales trasplantadas. Curiosamente, el rechazo al trasplante no se produjo

cuando se trasplantaron células tumorales a la misma cepa de ratones. Por lo tanto, el rechazo del

trasplante en el experimento de Medawar estaba dirigido a las células de diferentes cepas de

ratones que expresaban diferentes antígenos de histocompatibilidad y no de forma específica

frente a las células tumorales. Al mismo tiempo, se descubrió en cepas de ratones endogámicas

donde todos los individuos tienen el mismo MHC que el sistema inmunológico tiene capacidad

para desarrollar una respuesta inmunitaria específica frente a las células tumorales inducidas por

carcinógenos químicos o virus. Esto demostró que el sistema inmunológico realmente puede

identificar y destruir las células tumorales de forma específica.[71, 72].

Burnet y Thomas predijeron que los linfocitos actúan como centinelas en el proceso de

inmunovigilancia y pueden identificar y eliminar células transformadas [73-76]. Para probar esta

hipótesis, se planteó que los ratones con sistemas inmunes dañados tenían una mayor incidencia

de cáncer que los ratones normales bajo la estimulación de carcinógenos químicos. Los

investigatores intentaron usar ratones atímicos nude para verificar esta hipótesis, pero

especificamente, en la cepa de ratones nude CBA/H, la incidencia de tumor espontáneo o tumor

causado por la estimulación por MCA (meticolantreno) no mostró un aumento obvio, ni

presentaba acortamiento del tiempo de latencia tumoral al comparar con la cepa salvaje [77, 78].

Varios estudios han demostrado que los ratones inmunosuprimidos y los ratones desnudos no

muestran una mayor incidencia de cáncer que los ratones normales[79, 80]. Se comenzó a dudar

del papel del sistema inmunológico en el desarrollo tumoral, por lo que la hipótesis de la

inmunovigilancia se abandonó gradualmente.
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Las posibles razones para no encontrar la relación esperada entre el sistema inmunológico y

la tumorigénesis son las siguientes. Primero, ni los ratones inmunosuprimidos ni los ratones

desnudos (nude) atímicos nudes eran modelos perfectos para los experimentos de

inmunodeficiencia, ya que podían producir células NK y una pequeña cantidad de células T αβ

funcionales y por tanto mostrar algún grado de inmunidad adaptativa[81, 82]. En segundo lugar,

en ese momento no se conocía mucho sobre las células NK y su papel en la inmunidad innata ni el

proceso antitumoral[83]. En tercer lugar, no se tenía un conocimiento profundo sobre la relación

entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa en la respuesta antitumoral [84].

En los años 90, dos hallazgos clave despertaron de nuevo el interés por la inmunovigilancia

frente al cáncer. El primer hallazgo estaba relacionado con el papel del INF gamma para inhibir el

crecimiento de tumores trasplantados y la formación de tumores espontáneos o incudidos por

carcinógenos químicos [85]. Cuando las células tumorales se trasplantaron a ratones que habían

recibido previamente anticuerpos monoclonales neutralizantes específicos para el INF- γ los

fibrosarcomas inmunogénicos crecieron más rápido en los ratones tratados que en los ratones

control [86]. Además, también se encontró que la incidencia de cáncer inducido por metil

colantreno (MCA) en los ratones de la cepa 129 / SvEv que carecían del receptor de IFN-γ era

de 10 a 20 veces mayor que en los ratones de la cepa salvaje [87].

El segundo hallazgo clave fue que en comparación con los ratones salvajes, los ratones con

pérdida del gen de la perforina (C57BL/6) tienen más probabilidades de desarrollar tumores bajo

la estimulación de MCA[88]. Otros estudios indicaron que, los ratones con pérdida del este gen

tenían una alta incidencia de linfomas espontáneos aunque no inducidos por MCA[89]. La

perforina es un componente importante de los gránulos citotóxicos de las células NK y de los

linfocitos T CD8 citotóxicos y desempeña un papel importante en el proceso de lisis dependiente

de los linfocitos[90].

Los dos hallazgos anteriores muestran que el sistema inmunológico juega un papel muy

importante en el proceso de desarrollo tumoral, por lo que los investigadores comenzaron a

estudiar nuevamente la relación entre el sistema inmunológico y el tumor. Muchos resultados

anteriores se obtuvieron en el estudio de ratones. Posteriormente, cada vez más investigaciones

obtuvieron resultados sobre la inmunovigilancia en humanos. Por ejemplo:
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a) En comparación con poblaciones inmunocompetentes, los pacientes que han sido

trasplantados y tratados con inmunosupresores tienen una mayor incidencia de cáncer de origen no

viral[91].

b) Las personas trasplantadas presentaron una alta tasa de incidencia de cáncer de origen

viral, por ejemplo: sarcoma de Kaposi (herpesvirus 8) , linfoma no-Hdogkin (virus de

Epstein-Barr)[92].

c) La presencia de linfocitos infiltrantes en los tumores se ha convertido en un predictor

positivo de supervivencia muy útil [93].

Estos estudios han demostrado que el sistema inmunológico juega un papel muy importante

en la respuesta del individuo frente al cáncer.

1.2.2. Inmunoedición y escape tumoral

El concepto de inmunovigilancia ha sido reconocido gradualmente y se ha confirmado que el

sistema inmunológico podía distinguir y destruir células que sufren un proceso de

desdiferenciación. Entonces surgía la pregunta, ¿Cómo se forma y se desarrolla el tumor en

personas inmunocompetentes? Una posible explicación era que durante el proceso de formación

del tumor, las células con alta inmunogenicidad fueron reconocidas y destruidas por el sistema

inmunológico, mientras que las que son poco inmunógenicas tenían una mayor capacidad de

sobrevivir y escapar a la acción del Sistema Inmunitario del huésped. De tal forma, tanto la

inmunidad innata como la inmunidad adaptativa participan en el proceso de edición de la

inmunogenicidad final de las células tumorales. Se propuso el término inmunoedición para

describir que el sistema inmunológico puede modelar el fenotipo de los tumores [76, 94].
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Figura 7. Las tres E de la inmunoedición del cáncer por el Sistema Inmunológico (a) eliminación, (b) equilibrio, (c) escape. En

las fases de eliminación y equilibrio, el sistema inmune puede eliminar las células transformadas, pero en la etapa de escape

se acumula una gran cantidad de variantes de células tumorales lo que excede la capacidad de eliminación del sistema

inmunológico .(Dunn et al. Annu.Rev.Immunol. 2004, 22: 329-60).

Este proceso está compuesto de tres fases: eliminación, equilibrio y escape:

a) La fase de eliminación se relaciona con el concepto de inmunovigilancia. Esta fase se

inicia cuando el tumor adquiere un cierto tamaño, formando nuevos vasos sanguíneos y

comienza a invadir los tejidos normales [84, 95]. Las células tumorales secretan

moléculas proinflamatorios, factores de crecimiento y quimiocinas para reclutar varias

células de la respuesta innata como NK, células dendríticas, macrófagos junto con

linfocitos T γδ y NKT cuya función se sitúa entre la inmunidad innata y la inmunidad

adquirida. Estos linfocitos infiltrantes reconocen moléculas antigénicas que se expresan

en la superficie de las células tumorales durante el proceso de transformación.[96-99].

En un segundo paso, la función de reconocimiento de la inmunidad innata se refuerza aún

más. El IFN-γ producido por la estimulación de células tumorales puede inducir en las células

estromales la producción de quimiocinas como CXCL9 (la quimiocina inducida por IFN-γ, MIG)

y CXCL10 (la proteína 10 inducible por IFN-γ, IP101) [100, 101]. Algunas de estas quimiocinas

pueden inhibir la neovascularización dentro del tumor por su acción angiostática. Los

macrófagos infiltrantes del tumor pueden producir IL-12 por la estimulación de IFN-γ y la IL-12

pueden estimular a las células NK para que produzcan más IFN-γ y de esta forma se genera un

circuito de retroalimentación positiva. [102, 103]. La pequeña cantidad inicial de IFN-γ estimula

al sistema inmunológico y finalmente genera una gran cantidad de IFN-γ que puede inducir la lisis
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de una elevada proporción de célula tumorales por los mecanismos angiostáticos, proapoptóticos y

antiproliferativos. Las especies reactivas de oxígeno (ROS) situadas en la superficie de los

macrófagos activados pueden ayudar a las células NK a eliminar células tumorales [104-107].

En un tercer paso la inmunidad innata estimula al sistema inmunológico para producir una

respuesta específica frente a los antígenos tumorales. Las células dendríticas inmaduras se reclutan

en el sitio del tumor y luego interactúan con las células NK en el sitio o se activan bajo la

estimulación de citocinas.[108]. Estas células dendríticas activadas captan los antígenos tumorales

y luego las células dendríticas maduras migran a los ganglios linfáticos para estimular la

activación de células CD4 + Th1 vírgenes. Al mismo tiempo, estas células dendríticas pueden

inducir el desarrollo de células T CD8 + mediante la presentación cruzada de los péptidos

antigénicos tumorales por las moléculas de MHC I en el superficie de las células dendríticas[109,

110] .

En un cuarto paso se desarrolla la respuesta inmune adaptativa al tumor para identificar y

eliminar las células tumorales. Las células T CD8+ y T CD4+ participan directa o indirectamente

en el proceso de lisis de las células tumorales. Las células T CD4+ producen IL-2 e IL-15 para

mantener la actividad y función de las células T CD8+. Las células T CD8 + pueden inducir

directamente la muerte de las células tumorales por citotoxicidad o indirectamente mediante la

liberación de IFN-γ. Estas dos formas de eliminar el tumor pueden ocurrir al mismo tiempo y no

son mutuamente excluyentes. Esta fase de eliminación se repite en el cuerpo humano frente a las

células neoplásicas que se producen constantemente. Esto también explica por qué hay una mayor

incidencia de cáncer en los pacientes de edad avanzada y con inmunodeficiencias ya que en estas

dos situaciones el sistema inmunológico, especialmente la capacidad de inmunovigilancia, se ha

debilitado[111, 112].
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Figura 8. Modelo propuesto para la fase de eliminación del proceso de inmunoedición （a）Las células involucradas de la

inmunidad innata( NK, NKT, linfocitos γδ ） reconocen a las células anormales transformadas (células en azul) y secretan

IFN-γ. (b) El IFN-γ producido por las células NK y NKT induce una reacción en cascada de la respuesta inmune natural

que conduce a la producción de una gran cantidad de quimiocinas para reclutar macrófagos y células dendríticas . (c)Las

células dendríticas que han captado antígenos tumorales migran a los ganglios linfáticos y los presentan a las células T CD4

+ y CD8 + para activar la respuesta inmunitaria adaptativa (d). Los linfocitos T CD4 + y CD8 + activados alcanzan los sitios

del tumor bajo la guía de quimiocinas y reconocen y destruyen a las células tumorales que expresan antígenos tumorales

específicos.(Dunn et al. Annu.Rev.Immunol. 2004, 22: 329-60).

b) Fase de Equilibrio. Las células tumorales que sobreviven al ataque inmunológico

alcanzan un equilibrio dinámico. En esta fase, los linfocitos solo pueden mantener este

estado de equilibrio, pero no tienen la capacidad de eliminar completamente a las

variantes tumorales. Las células tumorales que sobreviven están adaptadas frente a la

respuesta del sistema inmunológico y tienen las características de ser inestables

genéticamente, con mayor número de mutaciones y menor inmunogenicidad pero se

mantienen dentro de un cierto control inmunológico que no las destruye pero que impide

su expansión. Esta fase dura más que las fases de eliminación y escape y puede

mantenerse durante un intervalo de varios años en personas normales. Por ejemplo,
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muchos tumores sólidos tienen un período de tiempo superior a los 20 años desde el

inicio de la formación del tumor hasta la detección clínica. [113]. Como ejemplo, un

donante de riñón al que le diagnosticaron un melanoma 16 años antes de su muerte,

vivió libre del tumor y la causa de su muerte fue un accidente de tráfico. Tras su muerte,

se donaron los dos riñones que se trasplantaron a dos receptores. En ambos receptores

1-2 años después del trasplante de riñón se desarrollaron metástasis renales de

melanoma que tenían la huella genética del donante. Esto se debe a que los receptores

fueron tratados con fármacos inmunosupresores para evitar el rechazo del injerto, lo que

provocó la disminución de su propia función del sistema inmunológico, que facilitó el

crecimiento de las metástasis latentes renales rompiéndose la fase de equilibrio para

entrar rápidamente en el período de escape del tumor[114].

c) En la fase de escape las células tumorales supervivientes no pueden ser

eliminadas por las células inmunitarias y tienen una alta capacidad de proliferación e

invasión. .Estas células tumorales evaden la detección y eliminación por las células

inmunes y rompen el equilibrio anterior después de cambiar su genoma y/o su patrón de

expresión génica, se expanden y finalmente se desarrollan en tumores clínicamente

detectables. Las células tumorales evaden las respuestas inmunitarias de la inmunidad

innata y adquirida mediante diversas estrategias inmunoevasivas [76].

1.2.3.Mecanismos de escape tumoral

Las células tumorales escapan principalmente por dos mecanismos: bloqueo de la activación

de las células inmunitarias con función antitumoral y evasión del ataque del sistema

inmunológico.

1.2.3.1.Ausencia de coestimulación

Cuando los tumores se forman y desarrollan en el cuerpo, las células tumorales se encuentran

en un microambiente no-inflamatorio, en donde las células tumorales no producen la activación

del sistema inmunitario. Por tanto, aunque las células dendríticas (DCs) pueden reconocer

antígenos tumorales, no pueden activarse y madurar en este microambiente no-inflamatorio, por lo
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que no pueden iniciar el proceso de activación y diferenciación de las células inmunitarias

anti-tumorales. Además, las células tumorales no expresan moléculas coestimuladoras en su

superficie, lo que conduce a la anergia de las células T que tienen la capacidad de reconocerlas

[115].

1.2.3.2.Defecto de transducción de señal del receptor de muerte

celular (Apoptosis)

Fas-ligand (Fas-L) y TRAIL son dos ligandos de receptores de muerte celular (apoptosis),

[116, 117]. La señalización anormal o ausente de esta vía contribuirá a la supervivencia y

proliferación de las células tumorales. La transmisión de la señal en cascada de la caspasa 8 es

muy importante en la apoptosis. Al expresar el inhibidor de la caspasa 8 (cFLIP), varios tumores

pueden resistir la apoptosis mediada por el receptor de muerte y las células tumorales pueden

sobrevivir[88]. Además, las células tumorales con alta expresión de cFLIP son resistentes a las

células T CD8+ citotóxicas in vivo[118].

La expresión anormal o ausente de Fas en la superficie de las células tumorales puede hacer

que resistan la apoptosis inducida. Se han encontrado mutaciones de genes que codifican Fas en el

linfoma de tipo no-Hodgkin, el mieloma múltiple y el melanoma, que conducen a una función

anormal de los receptores de muerte y contribuyen a la supervivencia de las células

tumorales[119-121]. La expresión anormal de TRAIL causada por varios mecanismos también

puede causar resistencia a la apoptosis [122].

1.2.3.3.Apoptosis de linfocitos T activados

L as células tumorales expresan el ligando del receptor de muerte FAS-L (ligando de Fas) que

conduce a la apoptosis de los linfocitos T activados y facilita el escape de las células

tumorales[123]. En un estudio con muestras de cáncer de pulmón, cáncer de colon, melanoma y

carcinoma hepatocelular, después de que los linfocitos reconocieran los antígenos tumorales

específicos de cada tipo de tumor en su superficie y se activaran, si las células tumorales

expresaban altos niveles de Fas-L se inducía la apoptosis de los linfocitos activados o "suicidio"

de los mismos lo que condicionaría el escape tumoral[124].
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1.2.3.4. Citocinas inmunosupresoras

Las citocinas juegan un papel importante en la coordinación de las células del sistema

inmunológico para que desempeñen sus funciones normales. Al secretar citocinas y quimiocinas,

las células tumorales pueden influir en la función y maduración de las células inmunes normales,

facilitando así su crecimiento y difusión[125]. Se ha encontrado que muchos tipos de tumores

secretan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). VEGF no solo puede promover la

formación de nuevos vasos sanguíneos y proporcionar oxígeno y nutrientes para el crecimiento

tumoral, sino que también inhibe la diferenciación y maduración de las células dendríticas (DC),

facilitando así el escape de células tumorales[126]. El estudio inmunohistoquímico de los tejidos

del cáncer gástrico mostró que la expresión de VEGF era inversamente proporcional a la densidad

de las células DC. Cuanto mayor sea la expresión de VEGF, menor será la densidad de células DC

y peor será el pronóstico de los pacientes[127].

Se encontró una alta concentración de IL-10 en el suero de varios pacientes con cáncer. La

IL-10 puede inhibir la diferenciación de los precursores de células DC en células DC maduras y

potencia la apoptosis espontánea de células DC maduras. Además, la IL-10 puede inhibir la

presentación de antígenos, la inducción de la respuesta de las célulasT colaboradoras y la

producción de IL-12[128, 129].

Se ha encontrado una mayor expresión del factor proinflamatorio prostaglandina E (PGE2)

en una variedad de tumores humanos. Esta citocina puede promover la producción de más IL-10

por macrófagos y linfocitos, y también puede inhibir la producción de IL-12 por macrófagos. Esto

afecta el reconocimiento y la eliminación de las células tumorales por parte de las células

inmunes[130, 131].

Se encuentra una alta concentración de TGF-β en muchos tipos de pacientes con cáncer.

Esta citocina puede inhibir la actividad de los linfocitos, afectando así la progresión del tumor y

provocando que los protocolos de inmunoterapia sean menos eficientes[132].

1.2.3.5. Alteraciones en la expresión de las moléculas HLA de clase I

Se ha encontrado una pérdida parcial o total de la expresión de la molécula de HLA de clase I
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en una gran variedad de tumores, como el melanoma, el adenocarcinoma de próstata y el cáncer de

colon. Debido a que las moléculas de HLA-I pueden modular la sensibilidad de las células

tumorales a la lisis de las células NK y de las células CTLs, la pérdida de su expresión en la

superficie de las células tumorales tiene una gran influencia funcional. La pérdida de moléculas de

HLA de clase I es el mecanismo más importante para que las células tumorales escapen a la

inmunovigilancia , que puede facilitar la invasión y la diseminación metástasica de las células

tumorales[133, 134].

1.3.Antígenos de melanoma
El melanoma es un cáncer muy letal que se deriva de los melanocitos dérmicos

transformados. El melanoma primario diagnosticado precozmente puede ser curable, pero la tasa

de curación de las etapas más avanzadas es limitada, con una alta tasa de mortalidad. Con la

progresión del tumor, los melanocitos sobreexpresan moléculas intracelulares o de la superficie

celular, incluidas proteínas ectópicas normales y específicas del tumor. Algunas de estas moléculas

inducen una respuesta inmunitaria específica por parte de los linfocitos T y B. Se ha propuesto la

utilización de anticuerpos producidos contra antígenos de melanoma para el diagnóstico

diferencial de enfermedades, la estadificación, el pronóstico y la evaluación de la eficacia del

tratamiento[135].

1.3.1.Antígenos asociados al melanoma

Se supone que una amplia gama de antígenos de células tumorales tienen implicaciones

valiosas como herramientas de diagnóstico y como diana de la inmunoterapia. Una selección de

antígenos que se han probado extensamente pueden servir como candidatos principales para la

inmunoterapia del cáncer en general y específicamente para el melanoma [136].

1.3.1.1.Antígenos de linaje / diferenciación de melanocitos: proteínas

asociadas con la síntesis de melanina

Los antígenos de diferenciación de melanocitos (MDA) son proteínas normales no mutadas
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expresadas exclusivamente en melanomas y melanocitos normales en diferentes etapas de

diferenciación, que están involucradas en los pasos enzimáticos de la melanogénesis (Figura

9)[137, 138]. Los MDA se expresan en gran medida en la mayoría de los melanomas primarios y

metastásicos [138, 139]. Sin embargo, aún no se ha demostrado su papel activo en el desarrollo

del cáncer. Se localizan en los melanosomas, los orgánulos en los que se sintetiza y almacena la

melanina [140, 141]. Estos antígenos se expresan en los melanocitos epidérmicos y el epitelio

pigmentado de la retina, el iris y el cuerpo ciliar del ojo [142, 143] y proporcionan marcadores

altamente específicos y sensibles para la diferenciación de melanocitos. Estos antígenos incluyen a

la tirosinasa, las proteínas relacionadas con tirosinasa (TRP-1 y TRP-2), el antígeno de

melanocitos (melan-A / MART-1) y la glicoproteína 100 (gp100)[137, 139, 144].

Figura 9. La progresión patológica del melanoma se inicia desde los melanocitos cutáneos transformados superficiales

primarios. Representación de las etapas del desarrollo y la progresión del melanoma a través de la fase inicial de crecimiento

radial (RGP, estadio I) con la progresión posterior del tumor a la fase de crecimiento vertical (VGP, estadio II) El progreso del

crecimiento local del melanoma seguido de la interacción con la circulación, conduce a las etapas metastásicas de la

enfermedad (etapas III y IV) (Pitcovski et al. Crit Rev Oncol Hematol 2017;115: 36-49.)

Los linfocitos, que pueden detectar los péptidos antigénicos de los antígenos de
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diferenciación, están presentes en la masa tumoral como linfocitos infiltrantes de tumores (TIL)

[145, 146]. Los TIL dirigidos contra estos autoantígenos expresados en células de melanoma

pueden mediar la regresión tumoral, asociada con la ruptura de la tolerancia inmunológica frente

al tumor [147, 148]. Esto sugiere la posible inducción de células T citotóxicas para una respuesta

inmune anti-melanoma. Por lo tanto, los antígenos de diferenciación / linaje de melanocitos se han

identificado como dianas de células TH1 CD4+ (Helper cooperadoras) y células T CD8+

citotóxicas [146, 149] y como tales, se han convertido en un objetivo de la inmunoterapia activa

contra el melanoma [150].

Dado que los antígenos de diferenciación que se expresan normalmente no son específicos

del tumor, el uso de estas moléculas para la inmunoterapia del cáncer puede inducir

autoinmunidad frente los tejidos normales correspondientes. Así, la aparición de vitíligo, un

síntoma autoinmune como efecto secundario adverso de este tratamiento, se debe a que la

respuesta inmune se dirige también hacia los melanocitos normales. Pero esto también predice una

respuesta significativa asociada con una mayor probabilidad de éxito de la terapia contra el

melanoma [151].

Se han generado anticuerpos monoclonales contra marcadores de diferenciación tumoral en

células transformadas. Estos anticuerpos se utilizan con fines de diagnóstico, por ejemplo, en

inmunohistoquímica [139]. Sin embargo, dado que los antígenos relevantes son principalmente

intracelulares, el uso de estos anticuerpos para la inmunoterapia es controvertido [139, 152,

153].

1.3.1.1.1. Tirosinasa

La tirosinasa, una enzima glicosilada que contiene cobre, juega un papel clave en la ruta de

síntesis de melanina en muchos hongos, plantas y animales [154, 155]. La tirosinasa humana está

unida a la membrana de los melanosomas [140, 141]. La secuencia N-terminal que contiene el

sitio catalítico mira hacia el lumen, mientras que un dominio C-terminal está expuesto hacia el

citoplasma y puede ser escindido [140]. La tirosinasa se expresa en los nevus y en el 80% -90%

de los melanomas primarios y metastásicos [137, 138, 156] por lo que es un marcador diagnóstico
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[139]. Células T CD4+ auxiliares y CD8+ citotóxicas específicas de tirosinasa se han aislado en

pacientes con melanoma [157-159] que son capaces de inducir la destrucción in vitro de las

células tumorales autólogas [158, 159]. La vacunación con péptidos de tirosinasa aumentóa la

frecuencia y actividad de linfocitos T específicos en pacientes de melanoma. [160, 161].

Figura 10. Resumen esquemático de la clasificación y localización de las principales moléculas antigénicas del melanoma,

así como de otros antígenos tumorales y oncofetales compartidos con el melanoma.(Pitcovski et al. Crit Rev Oncol Hematol

2017;115: 36-49.)

1.3.1.1.2. TRP-1 y TRP-2

TRP-1 (gp75) interviene en la proliferación y diferenciación de los melanocitos [162]. TRP-1

se expresa en la fase de crecimiento radial pero no en el estadio de melanoma de la fase de

crecimiento vertical [163]. TRP-1 y TRP-2 se expresan en los melanocitos y en la mayoría de los

melanomas [164, 165]. La sobreexpresión de TRP-2 contribuye a la resistencia intrínseca del

Melanoma maligno a la quimioterapia y la radioterapia [166]. Por otro lado, están asociados con la

ruptura de la tolerancia inmune a los melanocitos y por lo tanto, con la inducción de inmunidad
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celular y humoral .Actualmente se han iniciado nuevas terapias frente al melanoma basadas en

anticuerpos monoclonales que reconocen TRP1[167].

1.3.1.1.3. Melan-A

Melan-A, también denominada MART-1 (antígeno de melanoma reconocido por las células

T), es una pequeña proteína transmembrana de dominio único que se expresa exclusivamente en

los melanocitos de la piel y la retina [168]. Melan-A juega un papel importante en la expresión,

estabilidad, tráfico y procesamiento de la proteína de melanocitos gp100 y también está

involucrada en la biogénesis del melanosoma en etapa II [169]. Se expresa en todos los nevus y

en la mayoría de los melanomas primarios y metastásicos, así como en algunos otros tumores [156,

170]. La Melan-A es una proteína asociada a melanoma y parte de sus secuencias peptídicas

podrían ser reconocidas por linfocitos T citotóxicos autólogos[146].

1.3.1.1.4. gp100

gp100, también denominada Pmel17 (proteína premelanosomal), es una proteína

transmembrana de tipo I compuesta por un dominio luminal largo y un dominio citoplásmico corto

que están separados por un solo dominio transmembrana. La proteína adopta una estructura

fibrilar en el melanosoma y forma estructuras de tipo amiloide [171]. gp100 está presente en

melanocitos normales y células pigmentadas en la retina, así como en la mayoría de los

melanomas [169, 170]. gp100 tiene un papel en la melanogénesis temprana, la biogénesis del

melanosoma y la polimerización de la melanina [172]. Los anticuerpos anti-gp100 (por ejemplo,

HMB-45) se utilizan con fines de diagnóstico. Se han utilizado células dendríticas pulsadas con

péptidos derivados de gp100 para la terapia del melanoma en combinación con quimioterapia

[173].

1.3.1.2.Antígenos oncofetales expresados en cáncer y testículo

Los antígenos de cáncer y testículo (CTA) se expresan en una variedad de tumores, incluidos
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los melanomas (Figura 10). Las funciones biológicas de la CTA no se han estudiado

completamente, pero se sugiere que dirigen la proliferación, diferenciación y supervivencia de las

células de la línea germinal humana y pueden tener efectos similares en las células cancerosas

[174, 175]. En tejidos normales, los CTA se expresan principalmente en trofoblastos placentarios,

en células germinales testiculares en diversas etapas de la espermatogénesis y en células

epiteliales tímicas medulares [176, 177]. Algunos CTA también se expresan en el sistema nervioso

central, la glándula suprarrenal y otros tejidos somáticos, principalmente en sus etapas de

desarrollo [175, 176]. La expresión de CTA en adultos puede estar correlacionada con la

aparición de diferentes cánceres. Se desconoce el papel de estos grupos de proteínas en el proceso

de transformación celular asociado al desarrollo del melanoma. Dado que la expresión de CTA

generalmente se restringe a las células germinales, que no expresan moléculas de HLA, son

potencialmente adecuadas para la inmunoterapia específica del cáncer mediada por células T

citotóxicas (Figura 10)[174, 178].

Krishnadas et al. 2013 discutió la utilización de terapias basadas en CTA en ensayos clínicos

y los anticuerpos producidos contra ellos pueden servir para el diagnóstico molecular. Sin

embargo, dado que los CTA son predominantemente moléculas intracelulares, tales anticuerpos no

pueden servir para inmunoterapia [179].

La familia de proteínas CTA está compuesta por más de 80 miembros, pero los más

estudiados para la inmunoterapia contra el cáncer son el antígeno asociado al melanoma (MAGE),

el antígeno BM-1 (BAGE), el antígeno G (GAGE), NY-ESO-1 y SSX-2 [180].

1.3.1.2.1. La familia MAGE

Según su patrón de expresión en los tejidos, la familia de antígenos MAGE se divide en dos

subfamilias: MAGE-I y MAGE-II. Aunque las funciones exactas de las proteínas MAGE aún no

están claras, los datos acumulados sugieren que tienen un papel en la regulación de la progresión

del ciclo celular y la restricción de la apoptosis, lo que puede contribuir a su función tumorigénica

[181]. La subfamilia MAGE-I (MAGE A, B, C) consta de proteínas específicas de tumores que

pertenecen al grupo CTA. Por el contrario, las proteínas que pertenecen a la subfamilia MAGE-II
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(MAGE D) se expresan de forma ubicua. En la actualidad, se han identificado 23 miembros de la

familia de genes MAGE-I [177]. Los péptidos procesados a partir de estas proteínas son

presentados por HLA y son reconocidos por células T CD8+ citotóxicas autólogas [182], lo que

hace que estas moléculas sean candidatas para inmunoterapia basada en células [183]. La

expresión de las proteínas MAGE-I en las células tumorales está asociada con un aumento de la

tumorigénesis, así como con un mal pronóstico [184]. La expresión elevada de MAGE se ha

descrito en otros tumores malignos distintos del melanoma [185].

1.3.1.2.2. La familia BAGE

La familia BAGE consta de varios polipéptidos altamente homólogos (90% -99%) que

contienen péptidos que pueden interactuar con un alelo específico de HLA y activar células T

citotóxicas [186]. La expresión de BAGE-I se ha descrito en el 31% de los melanomas

metastásicos, lo que sugiere que podría servir como diana para la inmunoterapia de células T así

como como marcador de progresión tumoral [187].

1.3.1.3.La familia GAGE

La familia de proteínas GAGE consta de al menos 16 miembros de proteínas ácidas

oligoméricas, que normalmente se expresan solo en las células germinales y en las células

tumorales [175]. Como tales, las proteínas GAGE son moléculas marcadoras útiles para el

diagnóstico y pronóstico del melanoma, así como de otros cánceres [175, 188, 189]. La

expresión de proteínas GAGE en el cáncer se correlaciona con un mal pronóstico [190]. En el

melanoma, las proteínas GAGE pueden provocar respuestas humorales y un péptido derivado

cuando se presenta por HLA Cw *06:01 puede inducir respuestas de células T CD8+ citotóxicas

en individuos con el haplotipo relevante [175, 191]. Sin embargo, como los tumores pueden

contener una mezcla de células GAGE positivas y GAGE negativas, las células tumorales GAGE

negativas pueden escapar a la inmunoterapia basada en el reconocimiento del péptido derivado de

GAGE[175].



35

1.3.1.3.1. NY-ESO-1

NY-ESO-1 no tiene homología con ninguna otra proteína conocida [192]. Está considerado

como uno de los CTA más inmunogénicos. En varios tumores, las respuestas inmunitarias

humorales a NY-ESO-1 se observan con más frecuencia que para la mayoría de los otros CTA, lo

que significa que NY-ESO-1 es altamente inmunogénico [193]. Esto con frecuencia resulta en

respuestas inmunológicas espontáneas y control espontáneo de tumores [194]. En los últimos

años se están acumulando más pruebas de péptidos de NY-ESO-1 presentados por alelos HLA y su

reconocimiento por células T [192, 195].

1.3.1.3.2. SSX-2

La familia de proteínas SSX (también conocida como HOM-MEL-40) incluye al menos 10

miembros con un alto grado de homología. La expresión de SSX en tumores se asocia con

estadíos avanzados y pronóstico desfavorable [196]. Los miembros de la familia SSX no se

limitan al melanoma y se expresan de forma heterogénea en muchos otros cánceres [196, 197].

Algunas de las proteínas SSX inducen respuestas inmunitarias humorales y celulares espontáneas

en pacientes con melanoma [196, 198]. Utilizando un epítopo específico de SSX-2, se provocó

una respuesta inmunitaria de células T citotóxicas en pacientes con melanoma que expresaban el

alelo HLA-A2[196]. Como las proteínas SSX se expresan solo en algunas células de los tumores

primarios y las metástasis, muchos tumores escapan a la inmunoterapia dirigida contra estas

proteínas [196, 199].

1.3.1.4.Proteínas de la membrana celular

La expresión de los receptores de adhesión celular está regulada al alza en el melanoma y

facilita los contactos célula-matriz o célula-célula con la transducción concomitante de señales que

contribuyen al crecimiento, migración e invasión de las células tumorales (Figura. 10) [200].

Los receptores más estudiados en el melanoma son las integrinas, el condroitín sulfato

proteoglicano (MCSP), las moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas, la

melanotransferrina (MTf) y el S100. Dado que las proteínas asociadas a la membrana pueden
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servir como diana antigénica de anticuerpos específicos, podrían considerarse como una base para

tratamientos asociados con anticuerpos o para ser dianas de receptores de antígenos quiméricos

(CAR) para dirigir CTL específicos a células tumorales [201, 202].

1.3.1.4.1. Integrinas

Las integrinas son receptores de heterodímeros compuestos por subunidades α y β. Cada una

de estas subunidades consta de un gran dominio extracelular, una región transmembrana y un

dominio citoplásmico [203]. En células y tejidos normales, las integrinas median la señalización

intracelular para la inducción de la unión de las células a la matriz extracelular (MEC), así como

su diferenciación, proliferación, migración y supervivencia [203, 204]. Se han identificado

dieciocho subunidades α y ocho β y se han apareado para formar 24 receptores heterodiméricos de

integrina diferentes [204]. Dado que cada tipo de emparejamiento de integrinas actúa de manera

diferente, los cambios en la composición de heterodímeros de las diversas subunidades α y β en

las células malignas a medida que avanza el tumor permiten que las integrinas regulen la actividad

de las células tumorales, incluida la invasión y migración, al tiempo que previene la apoptosis que

suele ocurrir en células normales dependientes de la matriz extracelular [204, 205]. Las

expresiones de las diferentes subunidades α y β aumentan o disminuyen en las diferentes etapas

del cáncer [204-206]. Por ejemplo, β3 se expresa en melanoma primario y metastásico en la

transición de la fase de crecimiento radial a la fase de crecimiento vertical (Figura 9) pero no en

melanocitos normales, mientras que α3, α4 o α5 emparejados con β1 se sobreexpresan en las

células transformadas del melanoma [205].

Otras integrinas contribuyen a la función de las células no cancerosas en el microambiente

tumoral que apoyan el desarrollo eficiente del tumor [204-206]. Las combinaciones específicas

de complejos de integrina que se encuentran elevados en el cáncer pueden servir como objetivos

potenciales para fármacos antitumorales [207, 208].

1.3.1.4.2. MCSP

MCSP, también conocido como condroitín sulfato proteoglicano 4 (CSPG4), es una molécula

transmembrana de la superficie celular que se expresa en gran medida en la mayoría de los

melanomas humanos, aunque también se expresa en niveles mucho más bajos en los melanocitos
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normales [209, 210]. Está presente como una glicoproteína o un proteoglicano unido a cadenas

de sulfato de condroitina-4. En condiciones normales, los proteoglicanos son producidos por

células que secretan ECM [210]. La MCSP está involucrada en la proliferación celular y está

asociada con la regulación de la migración de células endoteliales y el control de la morfogénesis

de microvasos en el proceso de revascularización [210, 211]. En el melanoma, la MCSP

desempeña un papel en la estabilización de las interacciones entre las células y la ECM durante las

primeras etapas de la propagación de las células del melanoma en las membranas basales

endoteliales y participa en la migración, invasión y supervivencia de las células del melanoma. La

elevación del nivel de fragmentos de MCSP podría detectarse en el suero de pacientes con

melanoma[209, 210].

1.3.1.4.3. Moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas

Los miembros de las moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas están presentes en la

superficie celular y participan en la adhesión célula-célula y el reconocimiento intercelular. Las

proteínas más sobreexpresadas de este grupo en células de melanoma son MUC18, también

denominada molécula de adhesión celular de melanoma (Mel-CAM) o CD146 y molécula de

adhesión intercelular 1 (ICAM-1). Aunque la función biológica de CD146 aún no está establecida

[212, 213], existen indicios de que puede interaccionar con las células endoteliales asociadas con

la angiogénesis tumoral . El CD146 es un marcador altamente sensible que lo presentan las células

en la mayoría de los melanomas avanzados y metastásicos, pero no los melanocitos normales, lo

que lo convierte en un marcador de progresión tumoral y diseminación metastásica[139, 212].

Pero dado que también puede expresarse en células de algunos tejidos normales, subconjuntos de

linfocitos y en varios tipos de tumores su especificidad para el melanoma es baja [139, 212-214].

ICAM-1 se expresa en células normales y es el ligando del antígeno 1 asociado a la función

de los linfocitos (LFA-1) [215, 216]. Su expresión en células de melanoma primario y

metastásico puede desempeñar un papel en la interacción de estas células tumorales con linfocitos

que expresan LFA-1 [216]. El grado de expresión de ICAM-1 en células de melanoma y la

correlación de su nivel sérico con la progresión del tumor en asociación con el pronóstico, son

controvertidos [215-217].
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1.3.1.4.4. MTf (Melanotransferrina)

MTf, también conocida como p97, es una glicoproteína transportadora de hierro unida a la

membrana con dos dominios extracelulares. Se expresa en cantidades bajas en tejidos adultos

normales y en niveles más altos en tejido fetal y nevus pigmentados benignos, así como en el 90%

de las células melanoma maligno y en el cáncer de mama triple negativo (TNBC). Los tres

epítopos altamente inmunogénicos de la proteína MTf se encuentran en su dominio N-terminal.

Aunque muestra una alta inmunogenicidad, el anticuerpo monoclonal anti-MTf para la

inmunoterapia contra el cáncer todavía se limita a las etapas preclínicas tempranas de los ensayos

clínicos [218].

1.3.1.4.5. Proteínas S100

La familia de proteínas S100 consta de al menos 25 miembros [219]. Las proteínas S100

pueden formar homodímeros, heterodímeros y oligómeros. Los miembros de esta familia

participan en la regulación de la motilidad celular, el crecimiento y la diferenciación, la

contracción, la progresión del ciclo celular, organización estructural de membranas, transcripción,

dinámica de los componentes del citoesqueleto, fosforilación de proteínas y protección frente al

daño celular oxidativo [219, 220]. El S100 es uno de los primeros marcadores de melanoma

aceptado como herramienta de diagnóstico de melanoma [221]. Se han descrito niveles de

expresión alterados de proteínas S100 en muchos otros cánceres, así como en una amplia gama de

otros trastornos humanos, como enfermedades inflamatorias, miocardiopatías y síndromes

neurodegenerativos [139, 219]. Se demostró que algunos subtipos de S100 se asocian con la

diseminación metastásica, mientras que otros actúan como supresores de tumores [220]. Proteínas

de la familia S100 se expresan en todos los subtipos de melanoma. Los anticuerpos policlonales o

monoclonales contra algunos miembros de la familia S100 se utilizan para detectar los melanomas

por inmunohistoquímica [139]. S100 B es un marcador clínico importante para la estadificación,

el pronóstico, la evaluación de los resultados del tratamiento y el crecimiento metastásico. Dado

que también se expresan en otros tumores, se utilizan como herramientas de diagnóstico sólo en

asociación con otros marcadores de melanoma más específicos, como gp100 o melan-A [224].
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1.3.2.Antígenos de genes mutados- neoantígenos

Después de mutaciones somáticas en las células tumorales en división, pueden surgir nuevos

epítopos relacionados con el tumor, que pueden inducir respuestas inmunes antitumorales (Figura.

10) [200]. Estos nuevos antígenos tumorales se pueden clasificar como sigue :

1.3.2.1.Antígenos presentes de forma única en tumores individuales y

rara vez compartidos por diferentes pacientes

El análisis genético de tumores revela de cientos a miles de mutaciones por muestra [225].

Estos son antígenos únicos y específicos de tumores en células tumorales individuales y no se

expresan en células normales. Pueden ser aleatorios (que ocurren esporádicamente en las células)

y pueden formarse como resultado de mutaciones puntuales [225, 226]. Una célula cancerosa

individual muestra 1000–3000 mutaciones aleatorias, que suman hasta 1012 mutaciones esperadas

en un tumor compuesto por 109 células [227]. Estas mutaciones pueden inducir una respuesta

inmune antitumoral, pero por lo general no se pueden utilizar como dianas inmunoterapéuticas o

de diagnóstico, ya que como mutaciones que ocurren al azar son compartidas solo por una

subpoblación celular pequeña en el tumor [226].

1.3.2.2.Mutaciones clonales

Las mutaciones clonales están presentes en la mayoría, si no en todas, las células tumorales.

Tales mutaciones pueden servir como valiosas dianas inmunológicas para la terapia [227]. Una de

esas mutaciones adquiridas en el melanoma se encuentra en B-raf, que es una tirosín quinasa que

inicia la cascada de las quinasas activadas por mitógenos (MAPs) [228]. B-Raf mutada se

encuentra en 40% a 60% de los tumores de melanoma cutáneo en desarrollo [229].

Aproximadamente el 90% de las mutaciones en B-Raf implican un cambio de valina a ácido

glutámico en el codón 600 (denominado V600E) [230]. Esto cambia la conformación de la

proteína e induce una actividad 478 veces mayor de la quinasa B-Raf. Se demostró que el
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protooncogén B-Raf media el silenciamiento epigenético generalizado en el cáncer colorrectal y el

melanoma [231]. Las mutaciones asociadas al melanoma clonal se han considerado un objetivo

del melanoma metastásico después de la transferencia de células T autólogas que reconocen

múltiples antígenos tumorales mutados [232]. La identificación de TIL citotóxicos que reconocen

mutaciones clonales podría ser eficaz para terapias adoptivas y vacunas personalizadas [233].

1.3.2.3.Antígenos mutados sobreexpresados

Se han identificado varias mutaciones que inducen la sobreexpresión de proteínas en cánceres

y en aproximadamente el 70% de los melanomas examinados [234]. Se identificaron dos

mutaciones independientes dentro del promotor central de la transcriptasa inversa de la telomerasa

(TERT), el gen que codifica la subunidad catalítica de la telomerasa. Estas mutaciones aumentan

la actividad transcripcional de los telómeros de 2 a 4 veces, lo que permite la proliferación

continua indefinida de las células en el tumor en crecimiento y retrasa su senescencia [234, 235].

1.3.3.Antígenos no proteicos asociados a tumores

En muchos cánceres, la glicosilación es anormal y contribuye a la señalización, adhesión y

metástasis de las células cancerosas [236]. Los antígenos de carbohidratos aumentan su expresión

en la superficie de muchas células tumorales y, como tales, pueden ser candidatos para vacunas

contra el cáncer (Figura 10). Uno de los grupos más estudiados de este tipo de moléculas en el

melanoma son los gangliósidos, que se encuentran presentes como glucoesfingolípidos complejos

con uno o varios residuos de ácido siálico (ácido N-acetilneuramínico) [237]. La familia de los

gangliósidos está compuesta por más de 30 moléculas. Algunos gangliósidos están implicados en

interacciones célula-célula y célula-matriz [237, 238]. Los más estudiados de estos antígenos son

GM2, GD2, GM3, GD3 y O-acetil-GD3, que normalmente abundan en las membranas celulares

neuronales[237].

GM2 y GD2 están presentes en la mayoría de los melanomas, en contraste con su expresión

restringida en los tejidos cutáneos normales [239]. Aunque la forma clásica N-acetilada de GM3

se encuentra tanto en células normales como en células tumorales, la expresión de gangliósidos

atípicos (de-N-acetil GM3 y N-glicolil GM3) se encuentra solo en células de melanoma[51,
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240].

La respuesta inmune a los gangliósidos es pobre, debido a su composición molecular, su

estructura y la tolerancia inmunológica frente a los autoantígenos [237]. Además, como

glicolípidos no proteicos, estos antígenos no se presentan a las células inmunes por las moléculas

HLA de clase I o II. No pueden inducir respuestas inmunes mediadas por células T, como la

muerte de células cancerosas por citotoxicidad de células T o la inducción de células B con

cambio de isotipo de la Ig de superficie (BCR) , maduración de la afinidad de los anticuerpos y

memoria inmunológica [237]. Por tanto, la respuesta inmune generada por los gangliósidos

incluye sólo anticuerpos, principalmente del isotipo IgM [237, 241].

En general, el enfoque de inmunoterapia del cáncer basado en anticuerpos, es decir, la

destrucción de células tumorales mediante anticuerpos, se basa principalmente en la inducción de

la destrucción de las células reconocidas por el anticuerpo por la activación del complemento y la

activación de la citotoxicidad celular mediada por los anticuerpos al estimular la acción citotóxica

de las células NK y de los macrófagos que reconocen el anticuerpo unido a las células tumorales

por su fragmento Fc (ADCC) (Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) . Por lo tanto, los

pacientes con melanoma que tienen anticuerpos contra GM2 naturales o inducidos por la vacuna

tienen un menor riesgo de recaída [242]. La vacunación de pacientes con melanoma metastásico

contra N-glicolil GM3 ha mostrado respuestas antitumorales prometedoras y aumento de la

supervivencia [243, 244].

1.4.Citocinas，Quimiocinas, Factores de Crecimiento

y Cancer

1.4.1. Inflamación y tumor

El cáncer es un trastorno hiperproliferativo que implica transformación celular morfológica,

desregulación de la apoptosis, proliferación celular descontrolada, invasión, angiogénesis y

metástasis.[245] . Virchow en 1863, planteó la hipótesis de que el origen del cáncer se relacionaba

con la inflamación crónica, desde entonces se han ido acumulando evidencias de que la
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inflamación juega un papel fundamental en la tumorigénesis, y se ha establecido una fuerte

asociación entre la infección crónica, la inflamación y el cáncer. Por ejemplo existe una fuerte

asociación entre el tabaquismo, que conduce a la inflamación del pulmón y el carcinoma de

pulmón; la infección por algunas cepas del VPH está asociada con el cáncer de cuello uterino; la

enfermedad inflamatoria intestinal se asocia con el cáncer de colon y la hepatitis viral crónica está

asociada con el cáncer de hígado. [246-249] Esos estudios sugieren que el microambiente

inflamatorio es un componente esencial de todos los tumores y juega un papel crítico en la

iniciación del tumor (el proceso por el cual las células normales se alteran genéticamente para que

se vuelvan malignas), la promoción (el proceso por el cual pequeños grupos de células malignas

son estimulados para crecer) y la progresión (el proceso por el cual el tumor en crecimiento se

vuelve más agresivo).[250, 251]

Las células tumorales pueden reclutar un gran número de macrófagos, células dendríticas,

linfocitos T y células NK [252]. Las células inmunes infiltrantes del tumor juegan un papel

contradictorio en el desarrollo del cáncer. Por un lado, algunas células inmunes reclutadas pueden

reconocer y destruir células tumorales; pero por otro lado, la producción a largo plazo de

mediadores proinflamatorios es útil para el desarrollo del tumor [253-255]. Por lo tanto, en el

microambiente tumoral, existe una relación delicada entre la actividad proinflamatoria derivada

del tumor y la actividad antitumoral. Estas dos actividades dependen de diferentes mediadores

liberados por las células inflamatorias del huésped, las células tumorales y otros tipos de células

relacionadas con el tumor, como las células endoteliales y los fibroblastos[255, 256]. Cuando la

actividad antitumoral del huésped es más fuerte que la de la inmunosupresión mediada por los

tumores, las células cancerosas se eliminarán y, cuando la actividad antitumoral se debilite, las

células tumorales escaparán y crecerán. Pero a largo plazo, el microambiente inflamatorio

persistente promoverá el crecimiento y la metástasis de las células tumorales[257].

La vía de señalización de NF-κB juega un papel importante en la promoción y progresión

tumoral, y puede ser activada por diversas citocinas proinflamatorias[258, 259]. NF-κB es un

factor de transcripción, que regula la expresión de muchos genes cuyos productos pueden suprimir

la muerte de las células tumorales, mejorar la transición epitelial-mesenquimal, que tiene un papel

importante en la invasividad tumoral, estimular la progresión del ciclo celular tumoral y
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proporcionar un adecuado microambiente para el desarrollo de tumores y ayudar a las células

tumorales a invadir los tejidos circundantes y desarrollar metástasis[260, 261].

Figura 11. Esta imagen muestra que en el microambiente tumoral, las citocinas secretadas por las células tumorales y las

células inflamatorias y / o inmunes que se infiltran no solo pueden desempeñar un papel antitumoral, sino también promover

el desarrollo de tumores. TNF-α , IL-6, TGF-β e IL-17 en el microambiente tumoral pueden promover el crecimiento de

células tumorales, la invasión a tejidos adyacentes y facilitar el desarrollo de metástasis tumorales. Por el contrario, TRAIL

puede inducir directamente la apoptosis de las células tumorales, y la IL-12 y la IL-23 pueden inhibir el crecimiento tumoral al

estimular los CTL y las células NK.( Lin et al.J Clin Invest 2007;117: 1175-83)
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1.4.2.Algunos ejemplos de citocinas que juegan un papel

importante en el desarrollo de tumores

A continuación, veremos algunos ejemplos de citocinas que juegan un papel importante en el

proceso de desarrollo de tumores.

Figura 12. Vías de transducción de señales y principales respuestas biológicas de las citocinas moduladoras de la

inflamación en el cáncer. Las vías de señalización mostradas pueden controlar el desarrollo de tumores a través de un efecto

directo sobre las células tumorales (p. Ej., NF-kB, STAT3 y caspasas) y / o un efecto indirecto sobre las células inmunes y

endoteliales (p. Ej., NF-kB, STAT3, STAT4 y SMAD). DR4, receptor de muerte 4; FADD, dominio de muerte asociado a Fas;

gp130, glicoproteína 130; TRADD, proteína de dominio de muerte asociada al receptor de TNF; TRAF2, factor 2 asociado al

receptor de TNF; TYK2, tirosina quinasa 2.( Lin et al.J Clin Invest 2007;117: 1175-83)

TNF-α

El TNF-α juega un papel clave en las enfermedades inflamatorias crónicas y tiene la función

de promover el desarrollo de tumores[262]. El factor de necrosis tumoral (TNF) producido por

células tumorales o células inflamatorias en el microambiente tumoral puede inducir genes que

codifican moléculas antiapoptóticas dependientes de NF-κB, lo que ayuda a las células tumorales

a sobrevivir. En un estudio del mesotelioma maligno humano inducido por amianto, se encontró

que los macrófagos fagocitan el asbesto y luego liberan TNF-α que promueve la supervivencia

celular y por lo tanto, reduce la citotoxicidad inducida por el amianto[263]. Al mismo tiempo, el
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TNF-α puede estimular la producción de moléculas genotóxicas como el monóxido de carbono y

las especies reactivas de oxígeno induciendo mutaciones en el DNA que facilitan el desarrollo del

tumor [264]. La producción de TNF-α está relacionada con el mal pronóstico de carcinoma

hepatocelular, cáncer de mama, cáncer gástrico y cáncer de vejiga[262].

El TNF-α no solo contribuye a la formación de tumores, sino que también promueve su

progresión al inducir la neoangiogénesis, facilitar la invasión de los tejidos adyacentes y el

desarrollo de metástasis tumorales. Además el TNF alfa inhibe la respuesta anti-tumoral de los

linfocitos T y la actividad citotóxica de los macrófagos activados [265].

En los modelos de ratón de carcinogénesis cutánea, la inducción del cáncer de piel mediante

la administración del carcinógeno 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) y promotores tumorales se

obtiene una incidencia mucho mayor de tumores en ratones con TNF-α normal que ratones TNF-α

deficientes a los que se le ha eliminado en la línea germinal el gen que codifica para TNF

alfa[266].

TRAIL

TRAIL es producido principalmente por células T activadas y células NK y es uno de los

principales mediadores de la inmunidad antitumoral. A diferencia del TNF-α, TRAIL puede

inducir la apoptosis en varios tipos de células tumorales, pero solo tiene efectos insignificantes en

las células normales[267]. Los ratones deficientes en TRAIL o los ratones tratados con anticuerpos

neutralizantes específicos de TRAIL exhiben una mayor susceptibilidad a tumores espontáneos o

inducidos experimentalmente [268]. Cuando las células T se vuelven deficientes en TRAIL, se

observa una menor respuesta antitumoral, un efecto huésped contra tumor mucho más débil [269].

Sin embargo, no todas las células tumorales son sensibles a TRAIL, y la activación de NF-kB a

través de TNF-α u otros factores pro-supervivencia confiere a las células tumorales resistencia a la

citotoxicidad mediada por TRAIL[270].
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IL-6

La IL-6 es una potente citocina inflamatoria pleiotrópica que se considera un factor clave

antiapoptótico y promotor del crecimiento [271]. Se sugiere que la IL-6 tiene un papel

fundamental en la patogenia del sarcoma de Kaposi[272]. Estudios recientes también sugieren una

asociación entre la IL-6 circulante y un riesgo elevado de desarrollar linfoma de Hodgkin[273].

Además, un estudio del polimorfismo de su promotor asocia un SNP con la susceptibilidad a

padecer cáncer de mama y con su pronóstico [274]. Además de la señalización clásica de IL-6, la

secreción del receptor soluble de IL-6 (sIL-6R) puede desencadenar la señalización trans de IL-6 y

participa de manera crítica en el desarrollo del cáncer de colon [275].

IL-17

La IL-17 induce el reclutamiento de células inmunes a los tejidos periféricos, una respuesta

que requiere la activación de NFκB después de la participación del receptor de la IL-17 [276,

277]. La IL-17 también conduce a la inducción de muchos factores proinflamatorios, incluidos

TNF-α, IL-6 e IL-1β, lo que sugiere un papel importante de IL-17 en la localización y

amplificación de la inflamación [278, 279]. Además, el TNF-α y la IL-6, que son ambos

producidos por las células Th17, no solo apoyan el desarrollo de las células Th17, sino que

también sinergizan con la IL-17 para mejorar la producción de mediadores proinflamatorios. Las

células de cáncer de cuello uterino humano que sobreexpresan IL-17 y las células de carcinoma de

pulmón de células no pequeñas (NSCLC) muestran una capacidad sustancialmente mayor para

formar tumores en ratones inmunodeprimidos en comparación con las células control con

expresión de normal IL-17 [280, 281]. De manera similar, la sobreexpresión de IL-17 en líneas

celulares de fibrosarcoma mejora su crecimiento tumorigénico en ratones C57BL / 6 [282]. Este

efecto promotor de tumores se ha atribuido principalmente a la actividad proangiogénica de la

IL-17.
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IL-12

La IL-12 endógena es importante para la resistencia del huésped a los tumores; La actividad

antitumoral de IL-12 se ha comprobado ampliamente en modelos de cáncer de ratón, donde inhibe

la tumorigénesis e induce la regresión de tumores establecidos. Las principales actividades

antitumorales de IL-12 se basan en su capacidad para promover la inmunidad adaptativa Th1 y las

respuestas de linfocitos CD8+ citotóxicos (CTL) (Figura 12) [283]. El IFN-γ producido por

células Th vírgenes también contribuye a la actividad antitumoral de IL-12. El IFN-γ tiene un

efecto tóxico directo sobre las células cancerosas y una actividad antiangiogénica. Sin embargo, el

uso de IL-12 en la terapia del cáncer se ve obstaculizado por efectos secundarios tóxicos graves,

principalmente debido a los niveles extremadamente altos de IFN-γ que induce [283, 284].

IL-10

Los efectos de la IL-10 son dramáticamente opuestos a los de la IL-6, ya que la IL-10 es

inmunosupresora y antiinflamatoria [285]. La IL-10 inhibe la activación de NF-κB a través de

mecanismos mal definido y en consecuencia, inhibe la producción de citocinas proinflamatorias,

incluyendo TNF-α, IL-6 e IL-12[286, 287]. También se ha demostrado que la IL-10 modula la

apoptosis y suprime la angiogénesis durante la regresión del tumor [288]. La expresión de IL-10

en xenoinjertos de carcinoma de ovario y de mama inhibe el crecimiento y la diseminación del

tumor [289]. Se sugirió que un mecanismo por el cual IL-10 inhibe el crecimiento tumoral

depende de la regulación a la baja de la expresión del MHC de clase I, lo que conduce a una

mayor lisis de células tumorales mediada por células NK [288]. La inhibición del estroma tumoral

contribuía a la actividad antiangiogénica de IL-10 [290]. La capacidad de IL-10 para regular

negativamente la producción de VEGF, TNF-α e IL-6 también podría explicar su efecto

inhibidor sobre el estroma tumoral[288].
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Figura 13. Las interacciones entre varios tipos de células en el microambiente tumoral determinan los efectos de las citocinas

sobre el desarrollo y la progresión del tumor. Tras la infección por patógenos, las células mieloides activadas producen

citocinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias. Además de sus efectos directos sobre el crecimiento, la supervivencia

y las propiedades invasivas de las células tumorales, las citocinas pueden gobernar las funciones de las células Th1, las

células NK, las células Tregs y las células Th17, todas las cuales infiltran el tumor. La supresión de las respuestas CTL

antitumorales mediada por Treg y la inducción de respuestas mediadas por células Th17 inflamatorias contribuyen a la

progresión del tumor. Paradójicamente, la IL-10 puede mediar los efectos antitumorales de las Treg. IL-23, TGF-β, IL-6 y

TNF-α promueven el desarrollo de células Th17, que tienen un papel central en la coordinación de respuestas inflamatorias

crónicas. IL-23 puede inducir la liberación de IFN-γ e IL-12 de las células T activadas, TNF-α e IL-12 de las APC e IL-17 de las

células Th17. En ciertos casos, las células tumorales podrían producir citocinas como TNF-α e IL-6 y funcionar de manera

autocrina y paracrina.( Lin et al.J Clin Invest 2007;117: 1175-83)
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1.4.3.Citocinas, Quimiocina y Factores de Crecimiento en el

Melanoma Maligno

El melanoma maligno humano no solo está compuesto por células malignas, sino también por

varios subconjuntos de células del sistema inmunológico y del estroma, elementos vasculares y la

matriz extracelular, que constituyen el llamado microambiente tumoral[291, 292]. La interacción

bidireccional entre las células malignas del melanoma y los elementos del microambiente puede

contribuir a la inflamación local al liberar diferentes factores solubles como citocinas (IL-1β, IL-6,

IL-10 o TNF-α), quimiocinas (IL8, MCP-1, RANTES , GRO-α o IP-10) y factores de crecimiento

(FGF-2, PDGF, GM-CSF, VEGF o TGF-β)[293-295]. Algunos estudios han descrito que la

producción de estos factores por las células de melanoma no solo puede tener efectos autocrinos

promoviendo la proliferación y supervivencia de las células tumorales, sino que también puede

tener efectos paracrinos sobre otras células del microambiente, diseñando un medio local que

favorezca el proceso de tumorigénesis[296]. Además, las células del microambiente también

pueden producir factores como IL-8 o IGF-1 entre otros, que estimulan la migración, proliferación

y resistencia a la terapia de las células del melanoma[292, 294, 297].

Las evidencias acumuladas en los últimos años sugieren que la producción constitutiva de

factores inflamatorios como IL-1β, IFN-γ e IP-10 en pacientes con melanoma conduce a una

inmunosupresión local y sistémica, que se asocia con la progresión tumoral y metástasis[293,

298]. De hecho, la inflamación promotora de tumores se considera una de las características

distintivas del inicio y la progresión del cáncer[299]. En este contexto, podríamos considerar que

la producción de factores inflamatorios por parte de las células tumorales da como resultado el

desarrollo de una red compleja y dinámica, que juega un papel fundamental en la patología del

melanoma maligno.
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1.5.Tratamiento del melanoma

1.5.1.Resección quirúrgica

Para los pacientes recién diagnosticados de melanoma primario , la extirpación quirúrgica del

tumor y el tejido sano circundante es el tratamiento principal. La biopsia del ganglio linfático

centinela se realiza en pacientes cuyos tumores tienen un grosor superior a 0,8 mm o son más

delgados pero están ulcerados (estadio pT1b o superior ). Si se encuentran células de melanoma en

los ganglios linfáticos centinela, se extirpan los ganglios linfáticos que drenan el área afectada

(región axilar para el miembro superior, región inguinal para la extremidad inferior) . En algunas

situaciones, los tumores metastásicos también se pueden extirpar quirúrgicamente, pero el

tratamiento quirúrgico en el contexto de una enfermedad metastásica conocida no pretende ser

curativo y también requerirá otras opciones de tratamiento[300].

1.5.2.Quimioterapia

Para los pacientes con enfermedad metastásica, el tratamiento quirúrgico por sí solo no será

curativo y las terapias con medicamentos es la siguiente línea de defensa. Hasta hace poco, las

únicas opciones de tratamiento para los pacientes con melanoma metastásico eran la quimioterapia.

La idea de desarrollar tratamientos químicos para el cáncer, o quimioterapias, fue explorada por

primera vez a principios del siglo XX por Paul Ehrlich[300, 301]. Ehrlich teorizó que los agentes

químicos podrían apuntar a subpoblaciones definidas de células, y con este fin desarrolló los

primeros agentes alquilantes primitivos[302, 303].

Los descubrimientos de fármacos más recientes han mejorado enormemente el pronóstico de

los pacientes con melanoma metastásico y a medida que se utilizan más las terapias dirigidas y las

inmunoterapias, la quimioterapia se utiliza con mucha menos frecuencia.
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1.5.3.Terapias dirigidas

Se han desarrollado múltiples terapias dirigidas para combatir los defectos moleculares

presentes en el melanoma. Los más prometedores incluyen los inhibidores de BRAF (vemurafenib

y dabrafenib) y los inhibidores de la quinasa MEK (cobimetinib y trametinib) que fueron

aprobados para el tratamiento de melanomas metastásicos e irresecables con mutación de BRAF y

MEK[301, 304]. En el melanoma BRAFV600E, ha habido un enfoque razonable para el uso de

inhibidores de BRAF con inhibidores de MEK. La combinación ha dado lugar a altas tasas de

respuesta (70%) y una rápida inducción de respuesta y control de síntomas, con una supervivencia

libre de progresión de aproximadamente 12 meses[305-307]. Pero al mismo tiempo, la mayoría

de los pacientes desarrollan una resistencia secundaria en un período de tiempo relativamente

corto[301, 304, 308]. Se han descubierto algunos de los mecanismos por los que se desarrolla

esta resistencia secundaria y los investigadores han estado trabajando para desarrollar nuevos

fármacos y nuevas combinaciones de fármacos para intentar conseguir un efecto más duradero

（Figura 14）[301].
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Figura 14. Tratamiento médico del melanoma. Los enfoques terapéuticos para el tratamiento del melanoma se basan en

inhibidores de la proteína quinasa de serina / treonina y los nuevos inhibidores de puntos de control inmunológico. Dabrafenib

y vemurafenib son inhibidores selectivos de B-RAF; cobimetinib y trametinib son inhibidores selectivos de MEK; ipilimumab

es un anticuerpo monoclonal IgG1k anti-CTLA-4, mientras que nivolumab y pembrolizumab son anticuerpos monoclonales

IgG4 e IgG4k anti-PD-1, respectivamente. Todos estos anticuerpos monoclonales mejoran la eficacia del sistema

inmunológico que es capaz de reconocer y erradicar las células tumorales. GF, factor de crecimiento; GFR, receptor del factor

de crecimiento; IRS1, sustrato 1 del receptor de insulina; SOS, hijo de siete sin siete; Shc, proteína adaptadora SHC; Grb2,

crecimiento proteína 2 unida al receptor del factor; RAS: protooncogén GTPasa de RAS; BRAF, protooncogén B-Raf; C-RAF:

protooncogén RAF-1; MAPK, proteína quinasa activada por mitógenos; ERK, proteína quinasa 1 activada por mitógenos;

MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; TCR, receptor de células T; PD-1, proteína 1 de muerte celular programada;

PD-L1, ligando 1 de muerte programada; APC, célula presentadora de antígeno; B7-1 / 2, CD80 / CD86; CTLA-4, antígeno de

linfocitos T citotóxicos 4. ( Leonardi et al. Int J Oncol 2018;52: 1071-1080.)
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1.5.4. Inmunoterapia

Los tratamientos más eficaces para el melanoma metastásico hasta la fecha son los

inhibidores de puntos de control inmunitarios, el primero de los cuales fue aprobado para uso

clínico en 2011. El bloqueo de los puntos de control inmunitarios en el melanoma o en otros

tumores sólidos se realiza mediante el tratamiento con anticuerpos monoclonales contra PD1,

PD-L1 / 2 y CTLA- 4 (Figura 15)[309-311]. La proteína 4 asociada a linfocitos T citotóxicos

(CTLA-4) es un punto de control inmunológico que actúa de manera comparable a PD-1. CTLA-4

se expresa constitutivamente en las células T-reg y reconoce el receptor B7-1 / 2 en las APC[312,

313]. CTLA-4 compite con CD28 en células T por unirse a B7-1 / 2; cuando CD28 se une a B7-1

/ 2, se activa una respuesta inmune mientras que la unión de CTLA-4 reprime la respuesta

inmune[312, 314]. El tratamiento con anticuerpos contra PD-1, PD-L1 / 2 y CTLA-4 bloquea

eficazmente la unión a los ligandos respectivos y la señal correspondiente que causa tolerancia, lo

que permite la estimulación de una respuesta inmune[312, 315].

Hay tres fármacos inhibidores del punto de control inmunológico que han sido aprobados

para su uso en el tratamiento del melanoma: el anticuerpo anti-CTLA-4 ipilimumab y dos

anticuerpos anti-PD-1 nivolumab y pembrolizumab. También hay varios fármacos de anticuerpos

PD-L1 / 2 actualmente en ensayos clínicos, y algunos que han sido aprobados para uso clínico,

aunque no para el melanoma[315].

El tratamiento con iplimumab mostró una supervivencia duradera de hasta 10 años en el 20%

de los casos; en comparación con la tasa de supervivencia media de menos de un año en pacientes

con melanoma en estadio IV, esto supone un gran avance[314-316]. El pembrolizumab tiene una

tasa de respuesta de aproximadamente 37 a 38% en pacientes con melanoma metastásico y una

supervivencia general de 74% a los 12 meses[316]. El tratamiento con nivolumab mostró una

tasa de respuesta de ~ 40% con una tasa de supervivencia general a los 12 meses del 73% en

comparación con el 43% de los pacientes tratados con dacarbazina[317]. El tratamiento con

ipilimumab combinado con nivolumab ha dado como resultado una tasa de respuesta de ~ 57% y

11,5 meses de supervivencia libre de progresión[318].
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Figura 15. Regulación de la respuesta de las células T por CTLA4 y PD1. (A) La activación de las células T por las células

dendríticas requiere la señalización de los complejos MHC y CD28. La unión de CTLA4 a B7-1 / 2 (CD80 / 86) suprime la

activación de las células T y actúa como un mecanismo de retroalimentación para prevenir la respuesta inmune en curso. La

unión al complejo MHC de clase I en las células del melanoma conduce a la activación de las células T. Después de la

activación persistente, las células T regulan positivamente la expresión de PD-1. Cuando PD-1 se une a PD-L1 / 2 expresado

por las células tumorales, esto conduce a la desactivación de las células T. (B) Los anticuerpos contra CTLA4, PD1 o PD-L1 /

2 evitan la unión a ligandos asociados que conducen a la activación de las células T y la estimulación de una respuesta

inmune frente a las células tumorales. Abreviaturas: DC, célula dendrítica; CTLA4, antígeno 4 de linfocito T citotóxico; PD1,

muerte programada 1; TCR, receptor de células T; MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; PD-L1, ligando 1 de muerte

programada; PD-L2, ligando de muerte programada 2. (Davis et al. Cancer Biol Ther 2019;20: 1366-1379).

1.5.4.1.Citocinas y quimiocinas como biomarcadores para el

tratamiento con inhibidores de punto de control en melanoma

Los nuevos fármacos inhibidores de los puntos de control inmunológico necesitan

biomarcadores y predictores más precisos para la respuesta al tratamiento y la detección de

eventos adversos relacionados con el sistema inmunitario. Actualmente se están investigando

mediadores relacionados con la inmunidad como factores que promueven o bloquean la

respuesta a la inmunoterapia contra el cáncer y pueden proporcionar información sobre la

respuesta inmunitaria subyacente al tumor[319]. Las citocinas y quimiocinas son cruciales para

facilitar el reclutamiento y la activación de subconjuntos específicos de leucocitos dentro del

microambiente de los cánceres de piel[320]. Los mecanismos exactos de cómo operan estos

mediadores, tanto inmunológicos como no inmunológicos, en el microambiente tumoral es un área

de investigación activa y sus niveles pueden ser biomarcadores fiables de las respuestas a la

inmunoterapia del cáncer[321].
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El factor de crecimiento de células T prototípico, la IL-2 y la principal citocina

antiinflamatoria, la IL-10, han tenido sorprendentemente poca correlación con las tasas de

respuesta clínica reales, posiblemente debido a la naturaleza transitoria de expresión local de estas

citocinas[322, 323]. Las investigaciones disponibles, muchas de las cuales se centraron en

pacientes tratados con inhibidores de CTLA-4 que fueron aprobados mucho antes, con sus

principales hallazgos y resultados clínicos previstos se resumen en la Tabla 4
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Tabla 4.Biomarcadores de quimiocinas y citocinas investigados para determinar los
resultados del tratamiento con inhibidores de puntos de control inmunitarios.

Tratamiento Categoría de

biomarcador

Biomarcador Resultado asociado Resumen del estudio Referencia

CTLA-4 Factor inmune

soluble en sangre

IL-17, TGF-β & IL-10 Los niveles basales predicen

toxicidad y recaída

33 pacientes; sangre y

suero; línea de base y 6

semanas después del

tratamiento

[324]

CTLA-4 Factor inmune

soluble en sangre

IL-6 Niveles altos por encima de la

media asociados con el fracaso

del tratamiento

40 pacientes; sangre y

suero extraídos al inicio

del estudio y después de

hasta 4 tratamientos

[325]

CTLA-4 Factor inmune

soluble en sangre

CXCL11 & sMICA Niveles basales altos

asociados con una

supervivencia general

deficiente después del

tratamiento

137 pacientes; sangre y

suero; validado de forma

independiente en

diferentes cohortes;

niveles de línea de base

[326]

CTLA-4 Factor inmune

soluble en sangre

IL-8 Disminuciones de los niveles

séricos en los respondedores

frente a niveles aumentados en

los no respondedores

8 pacientes; sangre y

suero; misma respuesta

correlacionada con las

respuestas al tratamiento

con inhibidores de BRAF

[327]

PD-1 Factor inmune

soluble en sangre

IL-8 Los primeros cambios

(disminución) estuvieron

fuertemente asociados con la

respuesta

29 pacientes; sangre y

suero; validado de forma

independiente en una

cohorte de 12 pacientes

con melanoma y 19

pacientes con NSLCL

[328]

PD-1 Factor inmune

soluble en sangre

IFN- γ , IL-6 & IL-10 Se encontraron niveles basales

más altos en pacientes con

respuesta tumoral objetiva en

comparación con aquellos con

progresión.

37 paciente; sangre y

suero; línea de base y día

43

[322]

PD-1 Factor inmune

soluble en sangre

IL-9 & TGF-β Aumento de la frecuencia de

células T CD4 productoras de IL-9

y aumento de los niveles séricos de

TGF-β antes del tratamiento en los

respondedores

46 pacientes; 18

respondedores y 28 no

respondedores; pre y post

tratamiento (3 infusiones)

[329]
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Table 4: continuado

Tratamiento Categoría de

biomarcador

Biomarcador Resultado asociado Resumen del estudio Referencia

PD-1 Factor inmune

soluble en

sangre y expresión

génica del tejido

tumoral

IFN- γ , IL-18,

CXCL11 & IL-6

Se observaron cambios

séricos. Aumento de expresión

génica del IFN-γ en biopsias

tumorales antes del

tratamiento asociado con

respuesta

Muestras de sangre y

suero tomadas antes y

después de los

tratamientos.

[330]

CTLA-4 expresión génica del

tejido tumoral

IFN-γ , CCL4, CCL5,

CXCL9, CXCL10,

CXCL11, IDO1, GBP1

and class II MHC

molecules

Niveles basales más altos de

genes relacionados con la

inmunidad predijeron la

respuesta clínica

45 pacientes; biopsia de

tumor; antes y después de

los tratamientos.

[331]

CTLA-4 Secuenciación del

exoma completo del

tumor

IFNGR1, IFNGR2,

JAK2, IRF1, IFIT1,

IFIT2, MTAP, miR3,

SOCA1 & PIAS4

Los tumores resistentes al

tratamiento contienen defectos

en la expresión de los genes de

la vía IFN-γ

12 no respondedores y 4

respondedores; Muestras

de tumores

[332]

CTLA-4

followed by

PD-1

expresión génica del

tejido tumoral

GZMA, GZMB, PRF1,

HLA-DQA1,

HLA.DRB1, IFNG,

STAT1, CCL5,

CXCL9,−10, - 11,

ICAM1-5 & VCAM-1

La firma inmune activa en las

primeras muestras de tumores

fue altamente predictiva de la

respuesta

5 pacientes que

respondieron y 6 que no

respondieron después del

tratamiento con PD-1;

muestras de tumores

[333]

PD-1 Secuenciación del

exoma completo del

tumor

JAK1 & JAK2 Los tumores resistentes al

tratamiento contienen defectos

en la expresión de los genes de

la vía IFN-γ

4 pacientes; inicialmente

tuvo una respuesta

objetiva a los

tratamientos, pero pasó a

tener progresión de la

enfermedad

[334]
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Tabla 4: continuado

Tratamiento Categoría de

biomarcador

Biomarcador Resultado asociado Resumen del estudio Referencia

PD-1 expresión génica del

tejido tumoral

IFNG, STAT1, CCR5,

CXCL9, CXCL10,

CXCL11, IDO1, PRF1,

GZMA, MHCII

HLA-DRA, CXCR6,

Firma relacionada con el

sistema inmunitario mediante

el uso de ARN de muestras

tumorales iniciales que se

correlacionan con el beneficio

clínico

19 pacientes; biopsias de

tumores antes del

tratamiento; validado en

62 pacientes con

melanoma

[335]

1.5.4.2.Citocinas en el tratamiento del melanoma

Las citociinas son los principales reguladores de la inmunidad innata y adaptativa que

permiten que las células del sistema inmunológico se comuniquen en distancias cortas[336]. La

terapia con citocinas para activar el sistema inmunológico de los pacientes con cáncer ha sido una

modalidad de tratamiento importante y sigue siendo un factor clave para la investigación clínica

actual del cáncer[337]. El interferón alfa (IFN-α) está aprobado para el tratamiento adyuvante de

pacientes con melanoma de alto riesgo completamente resecados y varias neoplasias malignas

refractarias. La interleucina-2 en dosis alta (HDIL-2) está aprobada para el tratamiento del

melanoma y el cáncer de células renales metastásico, pero ambos agentes se utilizan actualmente

con menos frecuencia con el desarrollo de los nuevos agentes farmacológicos. El factor

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), IFN gamma (IFN-γ), IL-7,

IL-12 e IL-21 se evaluaron en ensayos clínicos y siguen siendo parte de ciertos ensayos de

investigación. Se han completado los ensayos con la tan esperada IL-15 y se han iniciado estudios

de combinación con anticuerpos antitumorales o inhibidores de puntos de control[338-341]. Sin

embargo, las citocinas en monoterapia no han cumplido la promesa de eficacia observada en los

experimentos preclínicos. A menudo se asocian con toxicidades severas que limitan la dosis que

son manejables con la dosificación adecuada y ahora se entiende mejor que inducen factores

humorales inmunosupresores, células supresoras y puntos de control celulares, sin inducir de

manera constante una respuesta específica del tumor. Para sortear estos impedimentos, las
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citocinas se están investigando clínicamente con nuevos preparados de citocinas modificadas

(superquinas), proteínas de fusión quiméricas de anticuerpos y citocinas (inmunocinas), vacunas

contra el cáncer, inhibidores de puntos de control y anticuerpos monoclonales dirigidos contra el

cáncer para aumentar su citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o mantener la

citotoxicidad celular [62, 342, 343].

1.5.4.3.Algunos ejemplos de citocinas en el tratamiento del melanoma

IFN- α

En múltiples estudios, hubo una mejora significativa en la supervivencia libre de enfermedad

en diez de 17 comparaciones y la supervivencia general en cuatro de 14 comparaciones. En un

metanálisis de 7 ensayos aleatorizados, el IFNa produjo una mejor supervivencia estadísticamente

significativa que los que incluían hidroxiurea o busulfán[344].

Un ensayo de fase II que contenía IFN α con el anticuerpo anti-CTLA-4, tremelimumab, en

pacientes con melanoma avanzado arrojó una tasa de respuesta global (ORR) del 24% con

remisiones duraderas y evidencia de regulación a la baja de los mecanismos inmunosupresores del

huésped[345].

GM-CSF

El GM-CSF es producido por monocitos, células T, fibroblastos, células endoteliales,

macrófagos y células estromales, lo que estimula la supervivencia de la colonia hematopoyética

que forma células de los linajes de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, megacariocitos y

eritrocitos. También estimula la presentación de antígenos al sistema inmunológico mediante

efectos directos sobre las CD y los macrófagos con la inducción de la expresión de las moléculas

del MHC de clase II en estas células. En un estudio con ratones , la transfección de células de

melanoma B16 con vectores retrovirales recombinantes que expresan casi todas las citocinas

estimulantes conocidas, moléculas coestimuladoras o moléculas de adhesión, GM-CSF, mostró la
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mayor eficacia [346].

El tratamiento del melanoma autólogo transfectado con GM-CSF se evaluó en varios ensayos

y produjo una infiltración constante de los depósitos tumorales por CD activadas, linfocitos CD8 +,

células B y, curiosamente, eosinófilos y células plasmáticas que causaron una destrucción tumoral

apreciable, pero también produjeron cicatrices prominentes que contribuyeron a una baja tasa de

respuesta clínica [346-348]. Se evaluó el GM-CSF como tratamiento adyuvante para el

melanoma en estadio III / IV completamente resecado, pero los datos de varios ensayos clínicos

no demostraron una eficacia constante [349].

IL-12

La IL-12 es una citocina heterodimérica que es el primer miembro de la familia de citocinas

IL-12, que también incluye a IL-23, IL-27 e IL-35[283]. LA IL-12 consta de subunidades p35 y

p40, esta última compartida por IL-23 y se secreta principalmente a partir de APC en respuesta a

patógenos. La tasa de respuesta para los pacientes con melanoma refractario tratados con

linfocitos T infiltrantes de tumores (TIL) transducidos con IL-12 fue considerable (63%), pero la

duración de la respuesta fue corta y se observaron toxicidades significativas relacionadas con el

tratamiento que llevaron al abandono de esta estrategia.

IL-21

IL-21 tiene un papel importante en la diferenciación de células B en células plasmáticas, en el

desarrollo de células T auxiliares foliculares (Tfh), promueve el desarrollo de células Th17 y

mejora la supervivencia, actividad antiviral y actividad antitumoral de las células T CD8 + [350,

351].

La actividad antitumoral de IL-21 se ha demostrado en varios estudios preclínicos que

mostraron inhibición del crecimiento del melanoma B16 y del fibrosarcoma MCA205 y aumento

de la supervivencia de ratones portadores de tumores[352].
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IL-7

La IL-7 es otra citocina que presenta la cadena común γ (CD132) de la familia de la IL-2,

producida por células epiteliales y del estroma no hematopoyético: células del estroma de la

médula ósea, células epiteliales del timo MHC II +, células epiteliales del hígado e intestinales,

queratinocitos, CD foliculares, células del músculo liso y a veces, por DC y macrófagos.

Se llevaron a cabo dos ensayos de escalada de dosis en fase I en el Instituto Nacional del

Cáncer. El primero en humanos fue un ensayo de escalada de dosis que administró SC rhIL-7

junto con 2 péptidos de melanoma bien caracterizados, gp100 y MART-1, principalmente para

pacientes con melanoma maligno. El tratamiento fue bien tolerado, pero no se observaron

respuestas objetivas. En el ensayo más reciente, los pacientes con neoplasias malignas no

hematológicas incurables fueron tratados con dosis crecientes de SC rhIL-7 (3 a 60 mcg / kg)

administradas en días alternos durante 2 semanas sin evidencia de actividad clínica[353, 354].

1.5.5.Vacunas

Con un conocimiento cada vez mayor del papel del sistema inmunológico en el desarrollo y

la progresión del melanoma, se están investigando activamente las vacunas contra el melanoma.

Se han utilizado varias estrategias para establecer una vacuna eficaz para el melanoma, que se

incluyen en las siguientes cuatro categorías principales dependiendo de su contenido: células de

melanoma, células dendríticas cargadas con Ags de melanoma, péptidos antigénicos de melanoma

y las vacunas basadas en vectores virales. Sin embargo, la mayoría se encuentra actualmente en la

fase de prueba y aún no se han obtenido resultados prometedores. Los estudios más relevantes

sobre el desarrollo de vacunas para el melanoma se resumen en la Tabla 5[355].

Vacunas con células de melanoma. Las vacunas con células de melanoma son una forma de

inmunoterapia activa y específica que implica el uso de componentes de células de melanoma o

células de melanoma de tumores recién resecados obtenidos durante la cirugía. Las células

tumorales pueden tener su origen en el paciente, otro donante o varios donantes[356].
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Una estrategia para la inducción de linfocitos antitumorales es el uso de vacunas. Sin

embargo, la mayoría de las vacunas probadas hasta la fecha se han basado en proteínas o células

que son más eficaces como antígenos y estimulan la producción de células CD4 + en lugar de

células CD8 +. La proteína de superficie de la célula T 4-1BB es un miembro de la familia TNFR

y se ha probado su eficacia en el desarrollo de vacunas. En particular, se transfectó una línea

celular de melanoma (M20) con HLA-A2 (A2) y luego con un plásmido que codifica 4-1BBL

(BBL) y se utilizó para el desarrollo de una vacuna. Se demostró que esta vacuna M20 / A2 / BBL

aumenta la producción de IFN-γ entre 4 y 6 veces la de una M20 transfectada con A2 (M20 / A2),

lo que indica que la proteína BBL es un potente activador de la respuesta inmune a través de los

linfocitos CD8[357].
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Tabla 5. Resumen de diferentes tipos de vacuna para el melanoma
Tipo de vacuna Numero de

pacientes
Tratamiento

/droga
Celulas
utilizadas

línea celular
murina

antigeno Via de administración Tipo de tumor Tipo de
melanoma

línea celular de
melanoma murino

referencia

Vacunas con células
de melanoma

34 4-1BBL - - - Parte superior del brazo o
muslo

Melanoma en estadio IIIB / IV SH-M20 - [357]

Vacunas con células
de melanoma

N/A Micelas
híbridas

poliméricas

- - Péptido Trp2

Agonista de TLR-9

SC Melanoma metastásico de
pulmón

B16F10 C57BL/6 [358]

Vacunas con células
de melanoma

N/A HSP65-Her-2 - - - Almohadillas traseras
derechas

Melanoma metastásico de
pulmón

B16BL6/E2 C57B/L6 [359]

Vacunas basadas en
células dendríticas

N/A Biomatrices BMDCs - - SC Tumor secundario
posquirúrgico de melanoma

TC1 oB16 C57BL/6 [360]

Vacunas basadas en
células dendríticas

- BMDCs BMDCs C57BL/6 Péptido de
listeriolisina O

SC Melanoma peritoneal A-375/Mel-H0 B16F10 [361]

Vacunas basadas en
células dendríticas

- BMDCs BMDCs C57BL/6 Péptido de
listeriolisina O

PC Melanoma metastásico de
hígado y pulmón

B16OVA B16F10 [362]

Vacunas peptídicas 15 Péptido IDO — — Péptido IDO SC NSCLC en estadio III / IV - - [363]

Vacunas peptídicas 40 6MHP - - gp100/tyrosinase
(14aa)/tyrosinase
(20aa)/melan-A/

MART-1/MAGE-A3/
MAGE-A1, 2,3,6

- Melanoma en estadio IV - - [295]

Vacunas peptídicas 35 6MHP - - gp100/tyrosinase
(14aa)/tyrosinase

(20aa)/
Melan-A/MART-1/
MAGE-A3/MAGE-

A1, 2,3,7

- Melanoma en estadio IIIB/ IV - - [364]

Vacunas peptídicas 66 RecPRAME
+AS15

- - - IM(deltoides o muslo) Melanoma en estadio IV M1b-c - - [365]
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tabla 5: continuado
Tipo de vacuna Numero de

pacientes
Tratamiento

/droga
Celulas
utilizadas

línea celular
murina

antigeno Via de administración Tipo de tumor Tipo de
melanoma

línea celular de
melanoma murino

referencia

Vacunas peptídicas - TriVax/OX40
agonist

- - OVA/2W1S/VV H3L/
Trp1(14aa)/Trp
1(8aa)/hgp100

IV/IP melanoma B16F10 C57BL/6/B6-Ly5.1 [366]

Vacunas basadas en
vectores.

- virus
vaccinia+DA

I

- - - - Cáncer de pulmón humano /
melanoma humano / melanoma

de ratón

A549/HS294T,
A2058,SK-ME
L-2/B16-F10

- [367]

Vacunas basadas en
vectores.

- adenovirus
oncolítico

- - MART-1 In situ/IM Melanoma B16BL/6 C57BL/6 [368]

Vacunas basadas en
vectores.

-- MS-OVA/
LM-OVA

- - - SC Melanoma B16F0-OVA C57BL/6 [369]

6MHP: 6 péptidos auxiliares de melanoma; BMDC: células dendríticas derivadas de la médula ósea; CT: quimioterapia; DAI: activador dependiente de ADN de factores
reguladores de IFN; DTIC: dacarbazina; HM: micelas híbridas; IM: intramuscular; IP: intraperitoneal; IM: inmunoterapia; IV: intravenoso; PC: cavidad peritoneal; SC:
temozolomida subcutánea（Rodríguez et al. Mediators Inflamm 2017;2017: 3264217）
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Vacunas basadas en células dendríticas. Las células dendríticas son células presentadoras
de antígenos potentes y eficaces y tienen una alta capacidad para inducir la inmunidad de las
células T mediante la estimulación de la síntesis y liberación de citocinas proinflamatorias y la
estimulación de las respuestas de las células T citotóxicas. Sin embargo, las vacunas basadas en
células dendríticas aún no son completamente efectivas ya que los tumores tienden a residir en
microambientes inmunosupresores que reducen su efectividad. Verma et al. utilizaron células
dendríticas como vacunas para aumentar la resistencia del huésped en pacientes con melanoma.
Las células dendríticas se incluyeron en una matriz de fibrinógeno y trombina (beDC) y mostraron
una producción elevada de IFN-γ cuando se activaron por antígenos y citocinas asociados a
tumores (Figura 16)[361].

Figura 16. Diferentes vehículos podrían unirse a antígenos tumorales y adyuvantes dando como resultado la presentación de

antígenos a las células dendríticas (DC). Una vez que estos vehículos se absorben, tanto el antígeno como el adyuvante se

liberarán y degradarán, lo que conducirá a la aceleración de la maduración de las CD y de las moléculas de MHC ubicadas en

la superficie celular que presentan el antígeno. Esto permitirá la unión a las células T CD8 + que se activan, proliferan y

generan una respuesta antitumoral. MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; TCR: receptor de células T (Rodríguez
et al. Mediators Inflamm 2017;2017: 3264217).

Vacunas peptídicas. Dos estudios publicados en Nature por Sahin et al. (2017) y Ott et al.
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(2017) proporcionan evidencia de que las vacunas contra neoantígenos tumorales (péptidos

inmunogénicos) resultantes de mutaciones somáticas pueden ser inmunológica y terapéuticamente

efectivas. En ambos estudios, los tumores de cada paciente se sometieron a secuenciación del

exoma completo y del transcriptoma, seguida de la predicción del neoantígeno peptídico

específico par los antígenos leucocitarios humanos (HLA) del paciente a los que se une con mayor

afinidad. En Ott et al. (2017), 6 pacientes con melanoma en estadio III-IV resecado recibieron una

vacuna personalizada con hasta 20 neoantígenos de péptidos largos por paciente utilizando

adyuvantes para el receptor tipo toll 3 [TLR3] y la proteína 5 [MDA-5] . En Sahin et al. (2017), se

utilizó una vacuna personalizada basada en ARN para tratar a 13 pacientes con melanoma en

estadio III-IV. Aunque Ott et al. (2017) prioriza la predicción de péptidos presentados por las

moléculas HLA de clase I y Sahin et al. (2017) prioriza la predicción de HLA de clase II, ambos

usan vacunas de péptidos largos dejando al procesamiento de péptidos de la célula y a la

maquinaria de presentación de antígenos la capacidad de definir en última instancia qué porción

del péptido se presenta para el reconocimiento del receptor de células T (TCR)[370-372].

Los estudios de Ott et al. (2017) y Sahin et al. (2017) son independientes y difieren en su

enfoque, pero llegan a conclusiones similares que ciertamente exigen una mayor exploración y

expansión. En primer lugar, ambos demuestran que las vacunas de neoantígenos pueden

sintetizarse con éxito y administrarse de forma segura a pacientes con melanoma. En segundo

lugar, muestran que estas vacunas, ya sean basadas en péptidos o ARN, inducen respuestas de

células T CD4 + y CD8 + polifuncionales, específicas de los neoantígenos. En tercer lugar, la

vacunación puede provocar respuestas específicas frente a los neoantígenos a partir de células T

vírgenes además de aumentar la inmunidad preexistente. En cuarto lugar, y de manera crucial,

estos trabajos proporcionan evidencia clínica preliminar de que la vacunación personalizada con

neoantígenos puede dirigir la inmunidad terapéutica antitumoral de forma específica. A medida

que las mejoras tecnológicas aceleran el ritmo con el que se pueden sintetizar las vacunas de

neoantígenos[371], los estudios de fase posterior pueden demostrar la eficacia en el melanoma y

más allá, con una mejora potencial mediante la administración del bloqueo de puntos de control

inmunológico[370, 372].

Adicionalmente, Iversen realizó un estudio preliminar de fase II de un tratamiento combinado
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con una vacuna (IDO + péptidos de survivina, combinados con montanida, imiquimod y factor

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) como adyuvantes) más el agente

quimioterapéutico temozolomida ( TMZ). De los 31 pacientes inscritos con melanoma en estadio

IV, 15 fueron evaluados como positivos para la expresión de HLA-A2. Los datos clínicos

preliminares de 7 pacientes mostraron que 2 tuvieron remisión parcial, 3 tuvieron enfermedad

estable durante 3 meses o más y 2 mostraron progresión de la enfermedad con la aparición de

nuevas lesiones[363].

Además, Hu et al. [295] vacunaron a pacientes de melanoma en estadio IV con 6 péptidos de

14-23 aminoácidos de diferentes antígenos tumorales del melanoma : gp10044-59,

tyrosinase56-70, tyrosinase386-406, Melan-A/MART-151-73, MAGE-A3281-295, and

MAGE-A1, 2,3,6121-134. Esta vacuna se denomina (6MHP Melanoma Helper Paeptides)

porque es presentada por las moléculas del MHC de clase II a los linfocitos T CD4 cooperadores

(Helper). Las tasas generales de supervivencia a 1 y 5 años fueron más altas en el 38% y el 41%

de los pacientes vacunados, respectivamente, en comparación con los de los grupos de control

emparejados. Además, el 65% de los pacientes vacunados desarrollaron una respuesta inmune

específica a 6MHP en la sangre periférica, y sus tasas de supervivencia a 1 y 5 años fueron 28% y

24% más altas, respectivamente, que las de los pacientes que no mostraron respuesta inmune. Los

resultados de este estudio fueron superiores a los de estudios anteriores que probaron otros

tratamientos en pacientes con melanoma en estadio IV[295].

Vacunas basadas en vectores. Los virus tienen la capacidad de infectar células y pueden

estimular una respuesta inmunitaria. Los virus vacunales (VV) se han utilizado ampliamente como

vectores de terapia génica, actuando como agentes oncolíticos debido a su capacidad para activar

el sistema inmunológico contra tumores mediante la producción de citocinas u otras moléculas

inmunomoduladoras. [373].
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2. Hipótesis
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El melanoma requiere la producción de una serie de factores solubles, citocinas , quimiocinas

y factores de crecimiento o angiogénicos para poder invadir la dermis y los vasos sanguíneos en

la fase de diseminación metastásica. El microambiente tumoral donde puede existir un infiltrado

inflamatorio, responde al melanoma también con la secreción de factores solubles. Los niveles

aumentados de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y angiogénicos producidos por el

melanoma y el microambiente tumoral pueden alcanzar el torrente circulatorio y alterar sus

concentraciones normales. La mayoría de los trabajos publicados sobre los niveles de factores

solubles en pacientes de melanoma analizan simultaneamente un reducido grupo de los mismos.

Sería por tanto de interés estudiar un amplio panel de estos factores para establecer patrones que

pudieran relacionarse con el grado de invasión local del melanoma y su progresión metastásica

para poder definir nuevas dianas terapeúticas.

Además, en los últimos años, la cuantificación de citocinas, quimiocinas y factores de

crecimiento en suero se ha vuelto cada vez más importante en el estudio del melanoma maligno

como posibles biomarcadores. Sin embargo no existen estudios para identificar la interrelación de

los factores solubles entre las muestras de suero y el producido por las células de melanoma in situ.

Teniendo esto en cuenta, consideramos que comprender el conjunto de factores solubles

producidos por el melanoma , el microambiente tumoral y la respuesta sistémica del paciente

podría ser de gran ayuda para detectar y monitorizar la progresión de la enfermedad y conducir a

tratamientos prometedores e individualizados dirigidos frente a las citocinas, quimiocinas y

factores de crecimiento que tengan mayor relevancia en el proceso metastásico.
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71

1: Estudio de los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en

sobrenadantes de cultivos celulares de melanoma y en los sueros autólogos de los pacientes.

1. Analizar el patrón de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento producidos por el

melanoma premetastásico y metastásico en el sobrenadante de los cultivos de líneas de melanoma.

2. Detectar que factores solubles de los encontrados en el sobrenadante de las líneas de

melanoma aparecen en el suero autólogo de los pacientes de cuyos melanomas se han obtenido las

líneas en cultivo.

2: Estudio de los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en el suero de

pacientes con melanoma maligno humano

1. Estudio comparativo entre los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en

el suero de pacientes con melanoma maligno humano primitivo, metastásico y casos control.

2. Correlacionar los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en el suero de

pacientes con melanoma maligno humano primitivo con el Índice de Breslow.

3. Análisis de la posible asociación de los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de

crecimiento en el suero de pacientes con el melanoma maligno humano metastásico y las

mutaciones de BRAF.

4. Determinar si algún factor soluble de los analizados tiene valor predictivo en cuanto a la

supervivencia de los pacientes de melanoma.
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4.1.Pacientes.
1. Pacientes de melanoma para el establecimiento de las líneas celulares y la obtención de

suero autólogo.

En este estudio, incluimos 10 muestras de tumor de melanoma maligno resecadas de

pacientes diagnosticados y tratados entre 2013 y 2017 en el Hospital Universitario Virgen de las

Nieves de Granada, España. La edad media de los pacientes fue de 56 años (rango 28-94) y eran

predominantemente mujeres (70%; 7/10). La mediana del grosor de Breslow del tumor fue de 5,45

mm (rango 1,39 -13 mm) y el 60% (6/10) de las muestras fueron melanomas de nivel IV-V de

Clark. Entre todos los pacientes, el subtipo más común fue el melanoma de extensión superficial

(50%; 5/10), seguido del melanoma metastásico (40%; 4/10). Solo un paciente (10%; 1/10) tenía

melanoma nodular.
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Tabla 6Pacientes y características clínicas.

Características de línea base Pacientes con melanoma Donantes sanos

Sujetos 10 60

Edad, media (rango) 56 (28-94) 55 (25-87)

Sexo

Masculino 3 20

Femenina 7 40

Mediana del índice de Breslow

(rango)

5.45 mm (rango 1,39 -13 mm)

Tipo histológico

melanoma de extensión superficial

(MES)

5

melanoma metastásico 4

melanoma nodular (MN) 1

Las muestras de melanoma para la obtención de las líneas se dividieron en dos grupos: el

primer grupo (MEC1) estuvo compuesto por 6 pacientes con melanoma primitivo con espesor de

Breslow> 0,75 mm y alto número de mitosis / mm2 (promedio de 8 mitosis / mm2

aproximadamente). El segundo grupo (MEC2) incluyó a 4 pacientes con melanomas metastásicos.

Todos los datos de los pacientes se obtuvieron de las historias clínicas. El estudio se realizó

de acuerdo con la Declaración de Helsinki y los Comités de Ética Institucional aprobaron el

proyecto. Los datos de los pacientes se anonimizaron y se obtuvo el consentimiento informado por

escrito para la recolección de sangre periférica y muestras de tumores de todos los participantes

incluidos en el estudio.
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2. Pacientes de melanoma de los que se obtuvo suero para el estudio.

Se obtuvieron muestras de suero de 72 pacientes diagnosticados con melanoma en estadio

I-IV. Los estadios tumorales se definieron a partir de muestras de biopsia según los criterios del

sistema de estadificación TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC 2018), a través

del Servicio de Dermatología del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada, España.

Los criterios de exclusión fueron los siguientes: enfermedad cardíaca, enfermedad autoinmune y

diabetes mellitus. Los sujetos de control incluyeron 30 donantes sanos emparejados por edad y

sexo que se obtuvieron del banco de sangre de Granada. Todos los donantes sanos no tenían

indicios de enfermedades relacionadas con el sistema inmunológico. Se recolectaron muestras de

todos los sujetos desde 2013 hasta 2017. Se obtuvieron las muestras de los pacientes antes de la

escisión primaria del melanoma o de las metástasis. Todos los sujetos dieron su consentimiento

informado por escrito antes de la recolección de la muestra. El protocolo del estudio fue aprobado

por la junta de revisión institucional del hospital y el comité de ética. Las características

clínico-patológicas de los pacientes se resumen en la tabla. 7.
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Tabla 7Pacientes y características clínicas.

Características de línea base Pacientes con melanoma Donantes sanos

Sujetos 72 30

Edad, mediana (rango) 55 (24-88) 53 (27-85)

Sexo

Masculino 35 (48.6%) 15 (50%)

Femenina 37 (51.4%) 15 (50%)

Estadio de melanoma, n (%)

Estadio I 42(58.33%)

Estadio II 11(15.28%)

Estadio III 11 (15.28%)

Estadio IV 8 (11.11%)

Índice de Breslow

Espesor ≤ 1 mm 37 (69.8%)

1.01 mm-2 mm 8 (15.1%)

2.01 mm-4mm 5 (9.7%)

>4.01 mm 3 (5.4%)

Supervivencia a 5 años

vivo, n (%) 55 (76.4%)

fallecido, n (%) 17 (23.6%)
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4.2.Muestras de suero
Se obtuvieron muestras de sangre periférica (4-5 ml) de pacientes y donantes sanos utilizando

procedimientos de flebotomía estandarizados. Los procedimientos y estándares operativos se

mantuvieron durante toda la recolección de muestras. Se recogieron muestras de sangre en

ausencia de anticoagulantes y se dejaron coagular durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente.

Las muestras se separaron por centrifugación, se dividieron en alícuotas y se almacenaron a

-80 °C antes del análisis. La extracción sanguínea se realizó en quirófano justo antes de la

extirpación del melanoma primario o de las metástasis.

4.3.Cultivos de células de melanoma
Se utilizaron explantes de melanoma maligno de pacientes pertenecientes a los grupos MEC1

y MEC2 para establecer cultivos primarios. Las muestras de tumores recientes se desagregaron

mecánicamente en placas de Petri y se sembraron en frascos de cultivo estériles de 25 ml que

contenían 5 ml de medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con glutamina

(2 mM), ampicilina (500 µg / ml), gentamicina (40 µg / ml) y 10% de suero fetal bovino (FBS).

Los matraces de células de cultivo se mantuvieron a 37 ° C en una atmósfera humidificada que

contenía un 5% de CO2, hasta alcanzar una confluencia del 80-90%. El medio de cultivo se

cambió cada 48 horas y se controló semanalmente para asegurar que estuviera libre de

micoplasmas. Después de subcultivar 10 veces, los cultivos primarios se consideraron cultivos

establecidos a corto plazo. En esta etapa del procedimiento, las muestras de sobrenadantes se

transfirieron a tubos estériles y luego se congelaron a -80ºC hasta el momento del ensayo.
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4.4.Inmunoensayo multiplex
Se midieron las concentraciones de 45 factores solubles en sobrenadantes y muestras de

suero utilizando el kit ProcartaPlex ™ de inmunoensayo 45-plex de citocina / quimiocina / factor

de crecimiento humano (eBioscience, Viena, Austria) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

Los 45 factores solubles analizados fueron factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF),

factor de crecimiento epidérmico (EGF), eotaxina, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2),

factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF), proteína oncogénica

relacionada con el crecimiento-α (GRO-α), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), interferón

(IFN) -α, IFN-γ, interleucina (IL) -1RA, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,

IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-31, proteína 10

inducible por IFN-γ (IP-10, CXCL10) , factor inhibidor de la leucemia (LIF), proteína

quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1), proteína inflamatoria de macrófagos tipo 1β (MIP-1β,

CCL4), MIP-1α, NGF-β, quimiocina (motivo CC) ligando 5 (CCL5 / RANTES ), factor de

crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB), factor de crecimiento placentario 1 (PIGF-1),

factor de células madre (SCF), factor 1 derivado de células estromales (SDF-1α), factor de

necrosis tumoral α (TNF-α), TNF-β, factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) y

VEGF-D.

Para la determinación de la concentración de la muestra se utilizó una curva estándar que

variaba de 1,2 a 20 000 pg / ml. Se prepararon series de dilución cuádruple para comenzar con 20

000 pg / ml como punto de partida. En resumen, las bolitas (beads) de anticuerpo premezcladas se

lavaron y se resuspendieron con 25 µl de muestra o 25 µl de estándares. Posteriormente, se

cargaron estándares, muestras y blancos en microplacas de 96 pocillos como duplicados. Después

de la carga, los estándares y las muestras se incubaron con las bolitas durante 60 min a

temperatura ambiente. Las bolitas se lavaron tres veces y se añadió una mezcla de anticuerpos de

detección y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Por último, tras la incubación, se

volvieron a lavar tres veces las bolitas y se añadió el reactivo de detección durante 30 min a

temperatura ambiente. Para leer la placa, las bolitas se lavaron tres veces y se resuspendieron en
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tampón de lectura. Las mediciones se realizaron utilizando la tecnología Luminex ™ 200

(Luminex ™ Copr., Austin, TX, EE. UU.). Las calibraciones y validaciones se realizaron antes de

las ejecuciones y mensualmente, respectivamente. Se calculó la intensidad de fluorescencia media

a partir de duplicados de cada muestra para determinar el límite de detección.

4.5.Análisis estadístico
Estudio casos control : Se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk para analizar la normalidad de

las distribuciones. Cuando los datos no mostraron una distribución normal, se realizaron análisis

estadísticos no paramétricos. Se utilizó la prueba de Mann-Whitney para comparar las diferencias

en los niveles medios de citocinas entre pacientes con mutantes BRAF y pacientes con BRAF de

tipo ancho (WT). Se utilizaron la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparación múltiple

de Dunn para determinar las diferencias entre donantes sanos, melanoma primario y melanoma

metastásico. Se utilizó el coeficiente de correlación de rango de Spearman para evaluar la

correlación entre el grosor de Breslow de 53 pacientes con tumores primarios y la concentración

de citocinas séricas. La relación entre las concentraciones de citocinas y las tasas de supervivencia

de cada citocina se estratificó en dos grupos según la concentración media. El tiempo de

seguimiento se definió desde la fecha de extracción de sangre de la muestra analizada hasta la

fecha de seguimiento final o fallecimiento a través de la historia clínica del hospital. Se utilizaron

curvas de Kaplan-Meier para el análisis de supervivencia. Se consideraron significativos los

valores de p <0,05. Los datos se analizaron utilizando programas de software estadístico

disponibles comercialmente (SPSS 22; SPSS, Inc., Chicago, IL; y GraphPad Prism 6.02;

GraphPad Software, La Jolla. CA).

Estudio de los sobrenadantes de cultivo y sueros autólogos : Los resultados de las

muestras de suero y sobrenadante se analizaron mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov para

verificar la normalidad. Los datos se presentaron como media ± desviación estándar o mediana y

rango intercuartílico para las variables paramétricas y no paramétricas, respectivamente. Las

comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba t de Student para muestras

independientes y la prueba U de Mann-Whitney, según la distribución de los datos. Diferencias
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con P <0,05 (*); P <0,01 (**) y P <0,001 (***) se consideraron estadísticamente significativos.

Los valores resultantes se analizaron estadísticamente y se trazaron utilizando el software

estadístico SPSS versión 25.0 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, EE. UU.) Y Graph Pad Prism

versión 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.).
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5. Resultados
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5.1.Análisis de factores solubles en cultivos de líneas

de melanoma
Para definir el perfil de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento producido por

melanoma premetastásico y metastásico, medimos el nivel de concentración de 45 factores

solubles en el sobrenadante de 6 líneas de melanoma premetastásico derivadas de pacientes con

índice de Breslow> 0.75 mm y con alto número de mitosis / mm 2 (MEC1) y 4 líneas celulares

de melanoma metastásico (MEC2). Entre los 45 factores solubles analizados, 18 estaban por

debajo del mínimo límite de detección en la mayoría de las muestras, y fueron excluidos del

análisis (IL-1α, IL-1β, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL- 17A, IL-21, IL-22, IL-23,

IL-27, IFN-α, TNF-β, EGF, PDGF-BB y VEGF-D). Las 27 proteínas restantes analizadas se

detectaron con un patrón similar en el sobrenadante de ambos cultivos de líneas de melanoma.

Este patrón incluye: 10 citocinas proinflamatorias (IL-2, IL-6, IL-4, IL-7, IL-8, IL-18, IL-31,

IFN-γ, LIF y TNFα), 8 quimiocinas ( Eotaxina, GRO-α, IP-10, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β,

RANTES y SDF-1), 8 factores de crecimiento (BDNF, FGF-2, GM-CSF, HGF, NGF- β, PIGF -1,

SCF y VEGF-A) y 1 citocina anti-inflamatoria (IL-1RA).

Cuantitativamente, las 27 proteínas comunes para ambos cultivos establecidos se dividieron

en cuatro grupos arbitrarios según su concentración (Tabla 8): (I) Nivel A. Grupo de alta

concentración (> 500 pg / ml) formado por VEGF-A, IL-6, MCP-1, IL-8 y SDF-1. (II) Nivel B.

Concentración intermedia (500–90 pg / ml) compuesta por HGF, MIP-1β, GRO-α y LIF . (III)

Nivel C. Grupo de baja concentración (70-14 pg / ml), donde podemos encontrar IL-1RA, IL-4,

IL-31, IL-2, TNF-α, FGF-2, MIP1-α, PIGF-1, BDNF y NGF-β. Es importante resaltar que

RANTES (25 pg / ml) en MEC1 se incluye en este tercer grupo, sin embargo, para MEC2,

RANTES (4.5 pg / ml) pertenece al cuarto grupo. Finalmente, (IV) Nivel D. Concentración muy

baja (<14 pg / ml), que comprende GM-CSF, IP-10, SCF, Eotaxina, IL-7, IL-18 e INF-γ.
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Tabla 8.Concentración de factores solubles en sobrenadantes de cultivos
establecidos de melanoma premetastásico (MEC1) y metastásico (MEC2)

MEC1 MEC2 P

Nivel A >500 pg/ml >500 pg/ml

VEGF-A: 2846.3 ± 1460 VEGF-A: 5199 ± 138.9 0.014a

IL-6: 2404.6 ± 363.9 IL-6: 2736.1 ± 188.9 nsa

MCP-1: 2413.8 (1768.6–2462.7) MCP-1: 1836.2 ± 802.7 nsa

IL-8: 1875.9 ± 1458.4 IL-8: 1355.7 ± 536.8 nsa

SDF-1: 1114.1 ± 429.4 SDF-1: 670.8 ± 223.4 nsb

Nivel B 500–90 pg/ml 500–90 pg/ml

HGF: 375 ± 239.8 HGF: 91 ± 78.3 nsa

MIP-1β: 349.1 ± 189.7 MIP-1β: 419.5 ± 226.1 nsa

GRO-α: 344.3 ± 262.6 GRO-α: 250.5 ± 201.3 nsa

LIF: 248.2 ± 131.1 LIF: 362.6 ± 142.6 nsa

Nivel C 90–14 pg/ml 90–14 pg/ml

IL-1RA: 59 ± 29.5 IL-1RA: 37.6 ± 13.4 nsa

IL-4: 55.4 ± 10.5 IL-4: 45.2 ± 1.6 nsb

IL-31: 51.4 ± 40.9 IL-31: 38.1 ± 24.3 nsa

IL-2: 30.8 ± 5 IL-2: 33.3 ± 7.7 nsa

TNF- α: 28.8 ± 8.1 TNF- α: 30 ± 2.4 nsa

RANTES: 25.5 ± 29 RANTES: 4.5 ± 1.9 (Level D) nsb

FGF-2: 23.9 ± 6.4 FGF-2: 35.6 ± 3.9 0.010a

MIP-1α: 23.3 ± 13.7 MIP-1α: 47.6 ± 35 nsb

PIGF-1: 18.1 ± 10.4 PIGF-1: 27.9 ± 25.9 nsa

BDNF: 18.1 ± 14.1 BDNF: 67.3 ± 26 <0.001a

NGF-β:14.5 ± 4.2 NGF-β: 22.2 ± 1.4 0.008a

Nivel D <14 pg/ml <14 pg/ml

GM-CSF: 13.1 ± 6.5 GM-CSF: 13.6 ± 2.1 nsa

SCF: 11.9 ± 8.6 SCF: 7.2 ± 2.7 nsb

IP-10: 1.5 (1–29.6) IP-10: 3.3 ± 1.5 nsb

IL-18: 2.8 ± 0.3 IL-18: 2.8 ± 1.9 nsb

Eotaxin: 2.6 (1.1–7.9) Eotaxin: 1.7 ± 0.8 nsb

IL7: 2.3 (1.7–6.1) IL7: 1.6 ± 1 nsb

INF-ɣ: 1.2 ± 0.3 INF-ɣ: 1.6 ± 0.9 nsb

PIGF-1: 18.1 ± 10.4 PIGF-1: 27.9 ± 25.9 nsa

BDNF: 18.1 ± 14.1 BDNF: 67.3 ± 26 <0.001a

NGF-β:14.5 ± 4.2 NGF-β: 22.2 ± 1.4 0.008a

Estos factores se dividieron en cuatro grupos: (A) concentración alta, (B) concentración intermedia, (C) concentración baja y

(D) concentración muy baja. Los datos se presentan como mediana con rango intercuartílico 25-75 (variables no

paramétricas) o media ± desviación estándar (variables paramétricas). Todas las concentraciones se enumeran en pg / ml. Se

consideró estadísticamente significativo un valor de p <0,05.
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aIndependent students’ samples t-test.

bMann–Whitney U test.

*ns: no significativo (P > 0.05).

VEGF-A (P = 0.014), BDNF (P <0.001), FGF-2 (P = 0.010) y NGF-β (P = 0.008) fueron

significativamente más altos en MEC2 en comparación con MEC1 (Figura 17).

Fi

Figura 17. Análisis comparativo de factores solubles producidos por cultivos establecidos derivados de melanomas

premetastásicos con más de 0,75 mm de índice de Breslow y alta tasa mitótica (MEC1) y melanomas metastásicos (MEC2).

Los valores p se obtuvieron utilizando aMann–Whitney U test o bIndependent students’ samples t-test.
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5.2.Análisis de factores solubles en suero autólogo de

pacientes con melanoma y controles sanos
Cuando se analizaron muestras de suero autólogo derivadas de pacientes premetastásicos

(PM) (cuyos melanomas han dado origen a las líneas MEC1), pacientes con melanoma

metastásico (MM) (a partir de cuyas metástasis se han establecido las líneas MEC2) y sueros de

sujetos de control , se observó que aproximadamente la mitad de los factores solubles totales

analizados (46,6%; 21/45) estaban por encima del límite de detección (Tabla 9). Cuando

comparamos el perfil de producción entre muestras de suero autólogo (Tabla 9) y muestras de

sobrenadante (Tabla 8), encontramos que la mayoría de los factores solubles (19/27) detectados en

el sobrenadante también se detectaron en sueros autólogos de pacientes. Sin embargo, IL-2, IL-4,

IL-8, IL-31, FGF-2 y GROα no se encontraron en muestras de suero autólogo ni en controles

sanos. PDGF -BB y EGF solo se encontraron en pacientes con melanoma autólogo y suero de

sujetos de control, pero no en muestras de sobrenadantes de cultivo (Tabla 9). En suero autólogo

de MM, no se detectaron GM-CSF y NGF-β, sin embargo, estos factores tenían una concentración

muy baja en las muestras de suero de PM y control (datos no proporcionados).
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Tabla 9.Análisis comparativo de factores solubles producidos en muestras de suero de melanoma

metastásico (PM) y metastásico (MM) con muestras de suero de controles sanos (HC)

Factores solubles HC PM P MM P

Perfil A

PDGF-BB 217.1 (163.1–284.7) 513.5 ± 184.8 0.012a 413.6 ± 61 <0.001a

MIP-1 beta 117.3 (78.5–193.2) 247.8 (213.6–359.7) 0.001b 271.8 (226.6–309.6) 0.003b

HGF 287 ± 140.2 435.8 ± 166.7 0.017a 342.2 ± 117.9 nsa

PIGF-1 1 (0.8–1) 17.2 (8.3–31.6) <0.001b 12.5 (2.9–13.5) nsb

Perfil B

BDNF 736.3 ± 201 147.5 (46.3–444.5) <0.001b 32.9 (15.1–346.3) <0.001b

EGF 72.1 (28.1–99.2) 68.5 ± 73.6 nsa 25.7 (10.9–32.5) 0.048b

Eotaxin 72.3 ± 33.3 46.5 ± 38.5 nsa 19.2 ± 16.3 0.003a

IP-10 17 (13.4–23.3) 14.9 (7.7–33.5) nsb 10.4 (7.3–15.1) 0.016b

Perfil C

SDF1 594.8 (528.3–689.6) 515.7 ± 212.8 nsa 532 ± 71.6 nsa

VEGF-A 296.9 (159.1–386.4) 394 (277.2–632.8) nsb 159 (75.3–476.9) nsb

MCP-1 179.8 (122.6–271.9) 107.8 (79.2–268.6) nsb 177.4 (83–216.3) nsb

IL-1RA 149.4 (102.6–209.8) 103 (81.1–296.6) nsb 109.3 (71.2–166.1) nsb

IL-18 39 (27.6–52.9) 24.4 ± 20.4 nsa 27.6 (12.8–45.4) nsb

RANTES 38.5 (35.8–45.1) 51.9 (36.6–73.7) nsb 51.3 (29.7–68.2) nsb

MIP-1 alpha 5.7 (3.2–10) 11.9 (6.9–16.8) nsb 8.7 (6–11.3) nsb

IL-7 6.3 (4.6–10.8) 9.7 (6.3–16.3) nsb 4.6 (3.6–9.4) nsb

LIF 1.6 (1.2–2.3) 4.2 (1.8–6.1) nsb 4.2 (2–4.8) nsb

IL-6 2.4 (2.4–2.4) 1.4 (0–3.5) nsb 2.6 (0.6–3.4) nsb

SCF 1.3 (1.3–1.3) 4 (0–6.9) nsb 2.1 (1.2–3.2) nsb

IFN-gamma 1.9 (1.2–4) 2.2 (1.2–3) nsb 1.6 (1.2–4.1) nsb

TNF-alpha 1.2 (0.7–1.2) 0.1(0–2.5) nsb 0.5 (0–2.5) nsb

El perfil A representa factores solubles, cuya concentración es estadísticamente superior en PM y MM en comparación con el

suero de HC. El perfil B está formado por factores solubles, cuya concentración es significativamente menor en PM y MM en

comparación con el suero control. El perfil C está compuesto por factores solubles sin diferencias estadísticas entre todos los

grupos. Los datos se presentan como mediana con rango intercuartílico 25-75 (variables no paramétricas) o media ±

desviación estándar (variables paramétricas). Todas las concentraciones se enumeran en pg / ml. Se consideró

estadísticamente significativo un valor de p <0,05.

aIndependent students’ samples t-test.

bMann–Whitney U test.

*ns: no significativo (P > 0.05).

Cuando comparamos los resultados séricos de PM y MM y sujetos sanos (Figura 18),

observamos que el PDGF-BB (P = 0,012 / P <0,001) y MIP-1 beta (P = 0,001 / P = 0,003)

aumentaron en pacientes con PM y MM. HGF (P = 0.017) y PIGlF-1 (P <0.001) se incrementaron

solo en PM. Por el contrario, el BDNF disminuyó en pacientes con PM y MM (ambos P <0,001)
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en comparación con el suero de control. Además, EGF (P = 0.048), Eotaxin (P = 0.003) e IP-10 (P

= 0.016) solo disminuyeron en pacientes con MM. No hubo diferencias de la concentración para

SDF-1, VEGF-A, MCP-1, IL-1RA, IL-18, RANTES, MIP-1α, IL-7, LIF, IL-6, SCF, INF-ɣ y TNF-

α. No se encontraron diferencias cuando se comparó el panel completo de 21 factores solubles

solo entre pacientes con PM y MM (datos no proporcionados).

Figura 18. Análisis comparativo de factores solubles producidos por suero premetastásico (PM) y melanoma metastásico

(MM) con muestras de suero de controles sanos. Los valores p se obtuvieron utilizando aMann–Whitney U test o

bIndependent students’ samples t-test.
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5.3.Concentraciones de citocinas en pacientes con

melanoma
Se obtuvieron muestras de suero de 72 pacientes con melanoma. La distribución de los

estadios clínicos fue la siguiente: estadio I (n = 42); estadio II (n = 11); estadio III (n = 11); y

estadio IV (n = 8). Para investigar la participación de citocinas y quimiocinas específicas durante

el desarrollo del melanoma, se compararon los niveles séricos de cada factor soluble en pacientes

de melanoma agrupados en melanoma primitivo (estadios I y II, n = 53) y melanoma metastásico

(estadios III y IV, n = 19) entre sí y con los controles sanos (n = 30).

A partir de estos análisis, se observaron concentraciones más altas de VEGF-A, PDGF-BB,

IL-1RA, PIGF-1, IFN-γ, TNF-α, MIP-1α y SCF (Figura 19, Tabla 10) en pacientes con melanoma .

Por el contrario, se observaron concentraciones más bajas de BDNF, SDF-1α, MCP-1, Eotaxina,

EGF e IL-7 en el suero de pacientes con melanoma en comparación con los controles sanos

(Figura 19, Tabla 11). De las citocinas elevadas, VEGF-A y PDGF-BB mostraron diferencias

significativas entre los tres grupos, con concentraciones más altas en el melanoma metastásico

(estadio III y IV) en comparación con melanoma primario (estadio I y estadio II). Además, los

niveles de IL-1RA, PIGF-1, IFN-γ y TNF-α se elevaron significativamente en pacientes con

melanoma primario y melanoma metastásico en comparación con donantes sanos, pero no

mostraron diferencias entre el melanoma primario y el melanoma metastásico. Los niveles de

MIP-1α y SCF fueron significativamente más altos en pacientes con melanoma primario en

comparación con donantes sanos. Se observaron concentraciones reducidas de BDNF, SDF-1α,

MCP-1, eotaxina y EGF en pacientes con melanoma primario y melanoma metastásico en

comparación con sujetos sanos. Sin embargo, los niveles de estos factores solubles no difirieron

entre los pacientes con melanoma primario y con melanoma metastásico. Los niveles de IL-7

fueron significativamente más bajos en pacientes con melanoma metastásico en comparación con

los controles sanos.

No se observaron diferencias significativas en los niveles de LIF, IL-6, IP-10, HGF, MIP-1β,

IL-18, RANTES, IL-1β, VEGF-D, GRO-α, IL-4, IL-5, IL-2 , IL 12p70, IL-13, bNGF, IL-21 y

FGF-2. Los niveles de IL-8, IL-10, IL-17A, IL-27, IL-31, GM-CSF, IFN-α, IL-9, VEGF-D, TNF-β,
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NGFβ, IL -23, IL-22 e IL-1α estaban por debajo del umbral de detección tanto en pacientes con

melanoma como en controles sanos.



Resultados

90

Tabla 10.Niveles elevados de factores solubles en pacientes con melanoma frente a controles sanos

citocina Mediana (rango), pg/ml Significado

VEGF-A

Donante sanos 290.44 (31.1~1022.19) P³=0.029

Melanoma primario 487.93 (48.51~1290.95) P¹=0.016

Melanoma de metástasis 713.74 (162.5~1474.77) P²=0.001

PDGF-BB

Donante sanos 218.10 (77.95~401.93) P³=0.021

Melanoma primario 360.45 (71.02~990.06) P¹=0.001

Melanoma de metástasis 468.29 (204.61~986.70) P²=0.001

IL-1RA

Donante sanos 151.24 (26.39~552.77)

Melanoma primario 350.753 (26.77~1240.28) P¹<0.001

Melanoma de metástasis 381.37 (67.86~1049.55) P²<0.001

PIGF-1

Donante sanos 4.56 (0.06~16.02)

Melanoma primario 17.64 (1.94~76.96) P¹<0.001

Melanoma de metástasis 13.48 (0.91~38.53) P²<0.001

IFN-γ

Donante sanos 1.80 (0.61~6.86)

Melanoma primario 7.32 (0.65~25.86) P¹<0.001

Melanoma de metástasis 7.43 (1.13~32.85) P²<0.001

TNF-α

Donante sanos 0.97 (0.41~2.9)

Melanoma primario 2.37 (0.23~7.53) P¹<0.001

Melanoma de metástasis 2.45 (0.46~7.93) P²<0.001

MIP-1α

Donante sanos 5.877 (0.19~20.11)

Melanoma primario 10.37 (0.59~39.91) P¹=0.014

Melanoma de metástasis 9.90 (2.72~24.59)

SCF

Donante sanos 4.00 (0.67~8.23)

Melanoma primario 6.95 (0.77~43.51) P¹=0.007

Melanoma de metástasis 4.70 (0.68~12.59)

Nota: Las muestras de suero se analizaron mediante ensayos de citocinas multiplexadas de 45 plex. Los

biomarcadores séricos que muestran diferencias entre pacientes con melanoma y grupos de control sanos se

presentan como mediana (rango) (pg / ml).

p¹: diferencias significativas entre donantes sanos y pacientes con melanoma primario.

p²: diferencias significativas entre donantes sanos y pacientes con melanoma metastásico.

p³: diferencias significativas entre pacientes con melanoma primario y melanoma metastásico.
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Tabla 11. Factores solubles que muestran niveles reducidos en pacientes con melanoma frente a controles sanos.

citocina Mediana (rango), pg/ml Significado

BDNF

Donante sanos 769.86 (320.02~1161.64)

Melanoma primario 332.13 (4.70~943.70) P¹<0.001

Melanoma de metástasis 230.67 (14.62~774.21) P²<0.001

SDF-1α

Donante sanos 600.59 (398.09~857.74)

Melanoma primario 384.47 (197.16~825.62) P¹<0.001

Melanoma de metástasis 423.54 (205.60~601.79) P²<0.001

MCP-1

Donante sanos 183.05 (54.91~358.44)

Melanoma primario 102.12 (21.67~315.81) P¹<0.001

Melanoma de metástasis 128.53 (26.65~228.36) P²=0.022

Eotaxin

Donante sanos 76.733 (13.76~144.17)

Melanoma primario 43.98 (5.8~114.72) P¹=0.008

Melanoma de metástasis 39.98 (5.62~124.05) P²=0.003

EGF

Donante sanos 72.34 (2.91~123.27)

Melanoma primario 26.86 (3.49~136.14) P¹=0.011

Melanoma de metástasis 16.24 (2~89.45) P²=0.001

IL-7

Donante sanos 6.29 (1.83~15.64)

Melanoma primario 4.80 (0.58~17.84)

Melanoma de metástasis 3.35 (0.29~10.95) P²=0.012
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Figura 19 Análisis de los niveles de citocinas en las muestras de suero de pacientes con melanoma y controles sanos. Se

recogió suero de 53 pacientes con melanoma primario y 19 pacientes con melanoma metastásico y se comparó con el suero

de 30 donantes sanos. Las mediciones se realizaron utilizando el sistema de inmunoensayo de 45 plex. (A) citocinas que

muestran concentraciones más altas en pacientes con melanoma en comparación con donantes sanos. (B) citocinas que

muestran concentraciones más bajas en pacientes con melanoma en comparación con donantes sanos. Las líneas

horizontales indican la mediana de cada grupo.

5.4.Concentraciones de citocinas e índice de Breslow
El índice de Breslow es el predictor más fuerte de la supervivencia del paciente y se puede

utilizar para definir la profundidad de la invasión tumoral desde el estrato granular hasta las

células de melanoma de penetración más profunda. Al utilizar el sistema de estadificación del

melanoma AJCC para el melanoma primario, los tumores ≤ 1.0 mm se designan como de bajo

riesgo con tasas de supervivencia a 10 años del 92%; los tumores de 1.01 a 2.0 mm muestran tasas

de supervivencia a 10 años del 80%; los tumores que miden 2.01-4.0 mm muestran tasas de

supervivencia a 10 años del 63%; y los tumores ≥ 4 mm muestran tasas de supervivencia a 10 años

del 50% [374, 375]. Identificamos 3 citocinas que se correlacionaron positivamente con el

aumento de índice de Breslow: TNF-α (p = 0.320, r = 0.019), IFN-γ (p = 0.311, r = 0.023),

VEGF-A (p = 0.014, r = 0.337). A diferencia de BDNF (0,004, r = -0,391) que se correlacionó
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negativamente con el grosor de Breslow (Figura 20).

Figura 20. Concentraciones de citocinas y índice de Breslow. Correlación entre la concentración (pg / ml) de factores solubles

en pacientes con melanoma primario (n = 53) y el índice de Breslow (mm). Los coeficientes de correlación de Spearman (r)

muestran la fuerza de la correlación. p <0.05 se consideró significativo.

5.5.Niveles de citocinas y BRAF
A continuación, investigamos la relación entre los niveles de citocinas y el desarrollo de

melanoma metastásico (estadios III y IV). Las mutaciones de BRAF son las más frecuentes en

pacientes con melanoma, y se recomienda su identificación para pacientes con melanoma

avanzado para permitir la selección del régimen de tratamiento óptimo [376]. La cohorte del

estudio consistió en 19 pacientes con melanoma avanzado (11 con estadio III y 8 con estadio IV),

la mutaciones de BRAF se analizaron en 15 pacientes de los cuales 5 pacientes tenían BRAF

mutado y en 10 pacientes no presentaban mutaciones para BRAF (Wild Type). La concentración

de citocinas se comparó entre pacientes con mutaciones en BRAF y pacientes con BRAF normal
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utilizando una prueba de Mann-Whitney, ya que los datos mostraron una distribución que no era

normal. A partir de estos análisis, solo IL-7 (p = 0,019, Figura 21, tabla 12) tuvo niveles

significativamente más bajos en pacientes con mutaciones de BRAF frente a pacientes con BRAF

normal.

Tabla 12.Niveles de citocinas y estado de BRAF

citocina Mediana (rango), pg/ml Significado

IL-7

BRAF mutant 2.68 (0.29~3.22) P=0.019

BRAF wide type 6.22 (0.68~17.85)

Figura 21. Análisis de citocinas en las muestras de suero de pacientes con melanoma con mutaciones BRAF (n = 5) frente a

BRAF WT (n = 10). Diferencias en los niveles de IL-7. Las líneas horizontales indican la mediana de cada grupo.

5.6.Valores predictivos de los niveles de citocinas

después del análisis de supervivencia
La supervivencia relativa estandarizada por edad a 5 años de los pacientes con melanoma tiene

diferencias significativas entre las diferentes regiones. En Europa, la tasa de supervivencia relativa

más alta se encuentra en Irlanda del Norte (90,7%), la más baja en Bulgaria (49,6%). Además, es

diferente entre las diferentes etapas del melanoma. En los Estados Unidos, la supervivencia

relativa a 5 años para el melanoma primario sin compromiso de los ganglios linfáticos es del 98%

en pacientes con melanoma en estadio 1 y del 90% en estadio 2 [377]. En nuestro estudio, los



95

pacientes con melanoma se estratificaron en dos grupos basado en la mediana de las

concentraciones de citocinas, es decir, aquellas con niveles altos de citocinas por encima de la

mediana y aquellos por debajo de la mediana. Se trazaron curvas de Kaplan-Meier para el análisis

estadístico de la supervivencia del paciente. Se demostró que MIP-1α (p = 0.03) y MCP-1 (p =

0.008) influyen en la supervivencia, y los pacientes con melanoma con las tasas de supervivencia

más bajas muestran altas concentraciones de MIP-1α y MCP-1 (Figura 22). El resto de los factores

estudiados no se correlacionaron con la supervivencia de los pacientes de melanoma.

Figura 22.Survival curves for melanoma patients based on the median levels of each cytokine.
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6. Discusión
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En el estudio de los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en

sobrenadantes de cultivos celulares de melanoma, nuestros resultados mostraron que ambos tipos

de cultivos de melanoma MEC1 (melanomas primarios) y MEC2 (melanomas metastásicos)

tenían un perfil común de 27 factores solubles caracterizados principalmente por la alta expresión

de VEGF-A, IL-6, MCP-1, IL-8 y SDF-1. Además, cuando comparamos los sobrenadantes,

observamos diferencias significativas en las concentraciones de VEGF-A, BDNF, FGF-2 y NGF-β.

En los sueros autólogos se detectaron 21 factores solubles, la mayoría de los cuales se habían

detectado en el sobrenadante de los cultivos de melanoma. Sorprendentemente, PDGF-BB y EGF

solo se encontraron en suero, mientras que IL-2, IL-4, IL-8, IL31, FGF2 y GRO-α solo se

expresaron en el sobrenadante de los cultivos de las líneas de melanoma. También se encontraron

diferencias significativas en PDGF-BB, MIP-1β, HGF, PIGF-1, BDNF, EGF, Eotaxin e IP-10

después de comparar los sueros autólogos con los controles sanos. Según esto, no se encontró

correlación cuantitativa entre los sobrenadantes de cultivos y las muestras de suero autólogo, lo

que sugiere que algunos factores pueden actuar localmente y otros sistémicamente y que las

concentraciones de estos factores solubles pueden estar reguladas por una compleja red biológica.

En el estudio realizado con muestras de suero de 72 pacientes, en comparación con el grupo

control, los pacientes con melanoma tenían niveles más altos de VEGF-A, PDGF-BB, IL-1RA,

PIGF-1, IFN-c, TNF-α, MIP 1α y SCF, pero niveles más bajos de BDNF, SDF-1α, MCP-1,

Eotaxina, EGF e IL-7. Además, los niveles de TNF-α (P = 0.320, r=0.019), IFN-c (P = 0.311,

r=0.023), VEGF-A (P = 0.014, r=0.337) y BDNF ( P=0.004, r= − 0.391) presentaron una

correlación significativa con el espesor de Breslow. La IL 7 presentó niveles más bajos en los

pacientes que portaban mutaciones de BRAF. Los pacientes de melanoma con niveles altos de

MIP-1α y MCP-1 mostraron una peor supervivencia .

De acuerdo con nuestros resultados, se ha informado previamente que las citocinas

proinflamatorias como IL-6, IL-8 y LIF son producidas constitutivamente por células de

melanoma [378-380]. De hecho, la producción de IL-6 e IL-8 en cultivos de melanoma

proporciona una señal estimuladora en neutrófilos y fibroblastos, que facilitan la adhesión e
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invasión de las células del melanoma [378, 379]. Además, la IL-6 expande las células supresoras

derivadas de células mieloides (MDSC) y la IL-8 recluta estas células inmunosupresoras en el

microambiente tumoral [381]. La IL-8 también promueve el crecimiento de las células del

melanoma, induce la proliferación y supervivencia de las células endoteliales y regula

positivamente la expresión de metaloproteinasas de la matriz como MMP-2 y MMP-9, que pueden

mejorar la angiogénesis y metástasis tumorales [382, 383]. Por el contrario, LIF tiene roles

contradictorios según el contexto. Puede inducir la detención del ciclo celular, la apoptosis y la

inhibición de las células del melanoma [384] o estimular el crecimiento del melanoma y la

estabilización del fenotipo [380, 385]. En nuestro trabajo no se detecta en el suero autólogo ni en

los sueros de la cohorte de pacientes IL-8 lo que indica que esta citocina actúa sobre todo a nivel

local y posiblemente de forma autocrina. Algo parecido puede ocurrir con la IL-6 y LIF que

aunque se detectan en los sueros autólogos su concentración es extremadamente baja.

Las células de melanoma también producen quimiocinas como GRO-α, MCP-1, MIP-1β y

SDF-1. GRO-α no solo está involucrado en el crecimiento y metástasis del melanoma [386],

sino que también su producción por células primarias de melanoma regula estos procesos de

manera paracrina [387]. Según nuestros datos GRO-α estaría en una situación similar a la IL8

porque sólo se detecta en el sobrenadante de las líneas de melanoma. Además, se ha confirmado

que la presencia de MCP-1 y MIP-1β en el microambiente tumoral se expresa preferentemente en

tumores que contenían infiltración de macrófagos y células T [388, 389]. La proteína

quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1; también denominada CCL2) es producida por monocitos,

fibroblastos, células epiteliales y varias células tumorales, y juega un papel importante en el

reclutamiento y activación de macrófagos y monocitos durante la inmunidad antitumoral

[390].Estos 2 factores promueven un ambiente inflamatorio, induciendo la estimulación de la

respuesta inmune mediada por células T [391]. Sin embargo, el mantenimiento a largo plazo de los

mismos mediadores crea condiciones de inflamación crónica que promueven el enriquecimiento y

la activación de células inmunosupresoras (como las MDSC) y los factores que apoyan el

desarrollo, la invasión y la angiogénesis del tumor [388, 392]. Finalmente, se ha descrito que

SDF-1 modula la inmunidad tumoral, repele las células T citotóxicas a través de un mecanismo

denominado quimiorepulsión [393], así como la invasión del melanoma a través de la regulación
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ascendente de la actividad de la metaloproteinasa de matriz de tipo 1 de membrana (MT1-MMP)

[394].

En el estudio de valores predictivos de los niveles de citocinas después del análisis de

supervivencia. Encontramos que los niveles altos de MCP-1 y MIP-1α se relacionaron con tasas

de supervivencia bajas. MCP-1 se ha discutido en el párrafo anterior, La proteína-1 alfa

inflamatoria de macrófagos (MIP-1α) es una quimiocina de la familia RANTES que se

correlaciona negativamente con la supervivencia en pacientes con mieloma múltiple [395]. En este

estudio, MIP-1α se correlacionó con las tasas de supervivencia de los pacientes con melanoma. En

estudios de aneurismas carotídeos, se encontró que MCP-1 juega un papel importante en la

promoción de la cicatrización del tejido inflamatorio intraaneurismático que podría bloquearse con

anticuerpos MIP-1α y MIP-2 [396]. Nuestros resultados sugieren que MIP-1α y MCP-1 tienen

valor predictivo en el melanoma, y su papel como agentes terapéuticos potenciales ahora justifica

una mayor investigación.

En cuanto a la producción de factores de crecimiento, hemos observado altos niveles de

VEGF-A y niveles variables de HGF en las muestras de los sobrenadantes. VEGF-A es uno de los

factores angiogénicos más potentes, que regula la angiogénesis y la permeabilidad vascular. Este

factor se ha asociado previamente con la adquisición de un fenotipo agresivo con potencial

metastásico mejorado, así como con la proliferación, migración e invasión de células de

melanoma [397-399]. El VEGF-A también se ha relacionado con la repolarización de linfocitos

Th1 a Th2, que previenen la eliminación de células tumorales en el melanoma metastásico [400].

La producción aberrante de HGF contribuye a la tumorigénesis del melanoma maligno a través de

su receptor MET. La estimulación del eje HGF-MET se ha descrito como un punto clave en la

transición del epitelio al mesenquimal y la adquisición de resistencia a fármacos, lo que sugiere

una tendencia hacia un peor pronóstico para estos pacientes [401-403].

Además, VEGF-A juega un papel importante en el desarrollo del melanoma, lo que también

ha sido confirmado por nuestro estudio de los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de

crecimiento en el suero de pacientes con melanoma maligno humano y las encontradas en casos

control. Los resultados mostraron niveles más altos de VEGF-A, PDGF-BB, IL-1RA, PIGF-1,
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IFN-γ, TNF-α, MIP-1α y SCF, pero niveles disminuidos de BDNF, SDF-1α, MCP-1, Eotaxin,

EGF e IL-7 en los pacientes de melanoma comparados con los controles. Entre ellos, VEGF-A y

PDFG-BB fueron más altos en pacientes con melanoma avanzado (estadio III y IV) en

comparación con pacientes tempranos (estadio I y II) y controles, y se correlacionaron

positivamente con el índice de Breslow. Se sabe que la señalización de VEGF-A estimula la

proliferación celular y la formación de neovasculatura que facilita el crecimiento tumoral, la

progresión de la enfermedad y los procesos metastásicos [404-406]. Los inhibidores de VEGF /

VEGFR, incluido bevacizumab, han sido aprobados en la terapia contra el cáncer y pueden

mejorar el pronóstico del paciente en cánceres específicos. Sin embargo, su uso se ha visto

limitado por sus bajas tasas de eficacia terapéutica [404].

El PDGF-BB es un factor angiogénico no VEGF producido por las plaquetas, pero también

por muchos otros tipos de células, incluidas las células endoteliales, las células del músculo liso o

los macrófagos activados, y que puede estimular la proliferación celular y la formación de

capilares para promover la metástasis tumoral. Al comparar las citocinas en suero y medio de

cultivo, sorprendentemente, PDGF-BB y EGF se encontraron exclusivamente en el suero, Esto

significa que las células de melanoma no producen PDGF-BB y EGF, lo que indica que su

producción podría ser una respuesta sistémica al desarrollo de melanoma [407]. En este estudio,

fueron evidentes niveles más altos de PDGF-BB en el melanoma metastásico en comparación con

los pacientes con melanoma primario. Esto puede explicar en parte por qué el uso de inhibidores

de VEGF como monoterapias muestra solo una efectividad limitada, ya que más de un factor

angiogénico puede mediar la progresión tumoral. Por lo tanto, los regímenes de tratamiento

antiangiogénico más recientes deben centrarse en el uso de inhibidores multidireccionales para

bloquear simultáneamente varias vías angiogénicas. En este sentido, se ha informado de los

mayores beneficios de un bloqueo simultáneo de las vías VEGFR y PDGFR en modelos murinos

con el melanoma B16 . [407, 408].

Aquí, informamos que, además de la producción de VEGF-A, las células de melanoma

también producen BDNF, FGF-2 y NGF-β, que podrían ser esenciales en el proceso metastásico

del melanoma (Figura 17). Como VEGF-A, FGF-2 es un factor proangiogénico producido por

células de melanoma, que también se ha asociado con la progresión tumoral [409]. De acuerdo
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con nuestros resultados, este factor se ha encontrado significativamente mayor en pacientes con

metástasis ganglionares que en pacientes sin afectación ganglionar [410]. Por el contrario, el

BDNF y el NGF-β son factores de crecimiento que pertenecen a la familia de las neurotrofinas,

que son producidos no solo por las células del melanoma sino también por los fibroblastos y los

queratinocitos [411]. Varios estudios han demostrado que estas neurotrofinas pueden promover la

invasión al inducir la producción de enzimas degradantes de la matriz extracelular como la

heparinasa, enzima capaz de destruir localmente tanto la matriz extracelular como la membrana

basal de la barrera hematoencefálica, potenciando así la extravasación de células de melanoma con

potencial metastásico cerebral [412, 413].En nuestro estudio de la relación entre los niveles de

citocinas y el índice de Breslow observamos niveles elevados de IFN-γ, TNF-β y VEGF-A, y

niveles disminuidos de BDNF que se correlacionaron con un aumento del índice de Breslow.

Además el BDNF está disminuido de forma significativa en los sueros de pacientes con melanoma

primario y en melanomas metastásicos La correlación negativa del BDNF con el índice de

Breslow y su concentración disminuida en pacientes de melanoma sugieren que tiene una

sfunción protectora durante el desarrollo del melanoma. El BDNF es un mediador clave del eje

hipotálamo-adipocito, con estudios que indican que este eje neuroendocrino muestra funciones

anti-obesidad y anti-cáncer en modelos animales de melanoma y cáncer de colon. Un vector viral

de adenovirus se utilizó como vector del gen de BDNF para conseguir su sobreexpresión en

modelos de cáncer de mama murinos, dando como resultado una reducción importante de la

proliferación de las células tumorales y de la angiogénesis lo que tuvo como resultado la

prevención de metástasis. Desde entonces, se ha demostrado que el BDNF tiene importancia

terapéutica para una variedad de cánceres [414, 415]. IFN-γ y TNF -β también se elevaron en

pacientes con melanoma, observándose una correlación positiva entre sus concentraciones y la

progresión tumoral, como se observó en los casos de melanoma uveal [416-418].

Solo la IL-7 mostró niveles más bajos en pacientes con mutaciones de BRAF. La

concentración de IL-7 disminuyó con el estadio del tumor, aunque las diferencias significativas en

su producción se limitaron a los melanomas metastásicos en comparación con los controles. La

IL-7 es una citocina de la familia IL-2, el tratamiento de IL-7 con IL-2 en dosis bajas o altas en
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pacientes con melanoma metastásico se ha descrito como una inmunoterapia útil. Por lo tanto, la

disminución de los niveles de IL-7 puede facilitar el desarrollo del melanoma y la diseminación

metastásica. Si bien la IL7 es un importante candidato a inmunomodulador para la terapia del

cáncer, su uso en la clínica está limitado por su corta vida media en el suero. En consecuencia, los

tratamientos directos han sido superados por citocinas recombinantes. Al respecto, Feng et al.

2017 utilizó citocinas híbridas de IL-7 / HGFβ humana recombinante para mejorar la inmunidad

antitumoral en ratones. Yinhon y col. 2016 utilizó citocinas híbridas IL-7 / IL-15 recombinantes

para el tratamiento del melanoma en ratones, y ambas mostraron una eficacia prometedora

[419-421].
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7. Conclusiones
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1.- Las células de melanoma avanzado en cultivo producen de forma espontanea un gran

número de citocinas, quimiocinas, factores angiogénicos y de crecimiento . Cuando se analiza el

mismo panel de factores solubles en los sueros autólogos no se encuentra una correlación

cuantitativa con los producidos por las líneas de melanoma.

2.- La IL-2, IL-4, IL-8, IL31, FGF2 y GRO-α son producidas por las células de melanoma y

no se detectan en los sueros autólogos lo que indica que tienen un efecto auto o paracrino.

3.- PDGF-BB y EGF se encontraron exclusivamente en muestras de suero de melanoma, lo

que sugiere que se originarían como consecuencia de una respuesta sistémica del paciente frente a

esta neoplasia.

4.- Los niveles de VEGF-A y PDGF-BB en el suero de pacientes con melanoma tanto

primario como metastásico están elevados y por tanto podrían utilizarse como biomarcadores de

progresión tumoral y como dianas terapéuticas.

5.- Otros factores como de BDNF, SDF-1α, MCP-1, Eotaxin, y EGF están disminuidos en los

sueros de los pacientes de melanoma en relación a los controles sanos y también combinados con

los anteriores pueden ayudar a predecir el desarrollo de metástasis.

6.-TNF-α, IFN-gamma y VEGF-A se correlacionaron positivamente con el grosor de Breslow,

mientras que el BDNF mostró una asociación negativa

7.- MIP-1α y MCP-1 demostraron una correlación negativa con la supervivencia

8.- Se encontraron bajo niveles de IL-7 en pacientes portadores de mutantes BRAF.

9.- Existe una falta de correlación entre la producción in vitro de BDNF, FGF-2 y NGF-β por

las células de melanoma y las concentraciones en los sueros autólogos, lo que sugiere que: (i)

probablemente, estos factores solubles tienen una acción local que modifica el microambiente

tumoral y permite la diseminación del melanoma al sistema linfático o hematológico, y (ii) sus

concentraciones sistémicas pueden estar reguladas por un complejo mecanismo derivado de la

interacción entre células tumorales, sistema inmunológico, sistema nervioso central sistema y

sistema endocrino.
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Estudios posteriores serán necesarios para dilucidar el mecanismo que condiciona el

complejo patrón de producción de citocinas, quimiocinas, factores angiogénicos y de crecimiento

por las células de melanoma y por el sistema inmunológico del paciente y de esta forma alcanzar

una mayor comprensión del desarrollo y la invasión del melanoma que pueda dirigir una mejor

estrategia de tratamiento que frene el crecimiento tumoral y impida el desarrollo de metástasis
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