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Introduccion

1.1.Melanoma

1.1.1.Qué es el melanoma

El melanoma es una neoplasia maligna de melanocitos y dentro de los tumores cutaneos uno
de los mas agresivos, debido a su capacidad de producir metastasis [1]. Los melanocitos derivan
de las células de la cresta neural y se distribuyen principalmente en la epidermis basal y en los
foliculos pilosos , a lo largo de las superficies mucosas, meninges y en la capa coroidea del ojo,
tienen como funcidén principal la proteccion de la piel[2]. Cuando el ADN se dafia 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 produccion y
liberacion de melanina. El pigmento de melanina funciona como un escudo para la radiacion UV,

evitando asi una mayor alteracion del ADN [3].

En 2012, se registraron 232.000 nuevos casos de melanoma en el mundo con 55.000 muertes,
ocupando el puesto nimero 15 entre los cidnceres mas frecuentes del mundo[4]. En comparacién
con cualquier otro tipo de céancer, la incidencia de melanoma cutaneo en el mundo aumenta a un
ritmo mas rapido cada afio y al mismo tiempo, también aumenta la mortalidad relacionada con el
melanoma[5]. En Estados Unidos, la tasa de mortalidad aumenté en un 1.4% cada afio entre 1977
y 1990. Desde 1990 la tasa de mortalidad ha mostrado una ligera tendencia a disminuir , con una
disminucion anual del 0,3% de 1990 a 2002[6]. La incidencia de melanoma varia mucho en
diferentes paises, las razones de estas diferencias pueden deberse a las diferencias en el fenotipo
de la piel entre diferentes razas y las diferencias en la exposicion al sol. Ademas, en comparacion
con otros tumores solidos la mayoria de los pacientes con melanoma son jovenes y personas de
mediana edad (la edad media de diagnoéstico es 57). De los 25 a los 50 afios, la incidencia aumento
linealmente y luego disminuyd, 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 mas frecuentes a partir de los 55 afios [7].
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1.1.2. Biologia del Melanoma

La diseminacion del melanoma se produce por alteraciones del microambiente tumoral
mediada por la sobreexpresion de metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), especialmente
MMP- 9 y MMP-2, que pueden inducir la degradaciéon de los componentes de la matriz
extracelular y facilitar la infiltracion de las células tumorales y su diseminacion por el torrente
sanguineo[l, 8, 9]. La desregulacion de la via del factor nuclear NF-«xB condiciona la
sobreexpresion de estas proteinas. El factor nuclear-k B puede inducir la sobreexpresion de la
metaloproteinasa -9 de la matriz al activar la osteopontina (OPN), una proteina del microambiente

tumoral. [10-12].

Ademas de las alteraciones del microambiente tumoral, las mutaciones somaticas en
oncogenes o genes supresores de tumor facilitan la aparicion y el desarrollo del melanoma como
ocurre en la mayoria de los tumores humanos[13].La exposicion prolongada o intermitente al sol
puede causar mutaciones somaticas que afectan a genes que controlan procesos celulares claves

Ccomao:

a) la proliferacion celular : BRAF, NRAS , NFI y el receptor tirosina quinasa del

protooncogén kit (kit)].
b) La reparacion del DNA y la resistencia a la apoptosis [proteina tumoral p53 (TP53)]

¢) crecimiento y metabolismo [ fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) d)
control del ciclo celular [inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A4)] y e)
esperanza de vida replicativa [transcriptasa inversa de telomerasa (TERT) ][14, 15]. Las
alteraciones genomicas generalmente conducen a la activaciéon anormal de dos vias de
sefializacion principales en el melanoma: cascada de sefializacion RAS / RAF / MEK / ERK
[también conocida como via de proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK)] y

fosfoinositida-3-quinasa (PI3K) / Via 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 vias efectoras PI3BK-AKT y Raf-MEK -ERK, esta dltima via también se activa
mediante mutaciones en el gen BRAF, mientras que la activaciéon de la via PI3K-AKT esta condicionada por la pérdida o
mutacion del gen supresor de tumores PTEN. . Estos cambios generalmente se conservan a lo largo de la progresion del
tumor. Se ha demostrado que el desarrollo de melanoma esta fuertemente asociado con la inactivacion de los supresores
tumorales p16INK4a / protein quinasas dependientes de ciclina 4 y 6 (p16INK4a / CDK4,6 ) y p14ARF. Otros factores como el
de transcripcion asociado a microftalmia (MITF) y p53 juegan un papel crucial en la progresion del melanoma

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

La via de MAPK es una de las vias importantes para transducir sefiales extracelulares al
ntcleo, como hormonas y factores de crecimiento, que conducen a la expresion de genes
impulsores centrales de la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular[17]. Algunos
estudios han sefialado que la activacion de la via MAPK es un papel clave en la biologia de
diferentes tipos de cancer, y es la via de activacion anormal mas comun en el melanoma[18]. La
via PI3K implica la homeostasis celular, y su activacion es otro factor clave en diferentes tipos de

cancer. Es la segunda via de activacion anormal mas frecuente del melanoma[19, 20].

Hasta en un 90% de los pacientes con melanoma se ha detectado una activacion anormal de
la via MAPK, que se considera el paso central de la aparicion, formacion y desarrollo del
melanoma, y conduce a una desregulacion del ciclo celular e inhibe la apoptosis[17, 20, 21]. Entre
los diversos mecanismos que conducen a sefiales anormales de la via MAPK en pacientes con
melanoma, la anomalia genética mas comun es la mutaciéon de BRAF[22]. Del 37% al 50% de los

4
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pacientes con melanoma presentan mutaciones somaticas del gen BRAF, y la incidencia de
mutaciones BRAF en pacientes con melanoma causadas por el dafio intermitente por exposicion al
sol ha alcanzado el 60%][23]. Generalmente, La mayoria de las mutaciones de BRAF en pacientes
con melanoma se deben a la sustitucion de la valina en la posicion 600 por otros aminoacidos.
Aproximadamente el 80-90% de las mutaciones BRAF son V600E (valina por acido glutamico),
mientras que el 5-12% consiste en la sustitucion de valina por lisina (V600K) y <5% son V600D

(valina por 4cido aspartico) o V60OR (valina por arginina)[24, 25].

Las mutacion activadora de NRAS es la segunda causa mas comtn de anomalia en la sefial de
la via MAPK en el melanoma, y representa entre el 15% y el 30% de todos los casos de melanoma.
Son mutaciones sin sentido en el codon 12, 13 o 61, y la mutacién sin sentido del codon 61 es el
caso mas comun, que representa aproximadamente el 80% de todas las mutaciones NRAS en el
melanomal[23, 26]. Las mutaciones de estos codones inactivan la actividad GTPasa de NRAS y
por tanto prolongan la unién a GTP que mantiene la actividad de NRAS estimulando las vias
MAPK y PI3K. Cabe sefialar que los estudios han demostrado que las mutaciones NRAS y BRAF

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

NFI 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 proteina 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 sefializacion ras corriente abajo [29]. Por lo tanto, la pérdida de la
funcion de NF1 conduce a una sobreactivacion de la proteina NRAS, aumentando asi las vias de
sefializacion de MAPK y PI3K[28]. La exposicion prolongada al sol es un factor de riesgo de
mutacion de NF/. Cabe sefialar que la mutacion del gen NF/ puede ocurrir simultineamente con

la mutacion BRAF o NRAS[30, 31].

El receptor de tirosina quinasa KIT participa en la proliferacion y supervivencia del
melanoma a través de la via PI3K / AKT y RAS / RAF / MEK / ERK . Representa el 2-8% de
todos los casos de mutacion de activacion somatica de pacientes con melanoma. Esta mutacion es

mas frecuente en pacientes de melanoma con exposicion solar intermitente[32, 33].
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Las mutaciones somaticas de los genes BRAF, NRAS, NF'1 y KIT juegan un papel importante
en el desarrollo del melanoma. Sin embargo, existen algunos genes mutados relacionados con la
invasion y metastasis del melanoma. Por ejemplo, la mutacion del promotor de TERT aumenta la
capacidad de proliferacion de las células de melanoma junto con las alteraciones de CDKN2A4
heterocigotas, que a menudo se detectan en el melanoma in situ[34]. El gen CDKN2A codifica
p16™K4A" que es un inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina. La inactivacion 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 progresion 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 metastasis [36]. Cabe sefialar 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 funcion de PTEN esta relacionada con el aumento de la
activacion de la via PI3K / AKT [37, 38]. De hecho, las mutaciénes de BRAF y la pérdida de
funciéon de PTEN juntas activan la via MAPK y la via PI3K, por lo que son potencialmente
equivalentes a la activacion exclusiva de N-ras. En el ambito clinico, la pérdida de funcion de
PTEN representa uno de los mecanismos de resistencia adquirida a farmacos del melanoma

mutante B-raf tratado con inhibidor de B-raf [39].
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Figura 2. Vias oncogénicas comunmente desreguladas en el melanoma. Las mutaciones en NRAS, BRAF, GNAQ y c-KIT
conducen a una sefalizacién constitutiva de MAPK que conduce a una proliferacién y supervivencia desenfrenadas. La
cascada de fosfatidilinositol 3' quinasa (PI3K) es activada por NRAS oncogénico. Las mutaciones del gen CDKN2A provocan
la pérdida de P16INK4A o P14ARF o ambos, dependiendo de dénde 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.Clasificacion del melanoma cutaneo.

Segun las caracteristicas histologicas y clinicas , el melanoma se puede dividir en 4
subgrupos principales: melanoma de extension superficial, melanoma nodular, lentigo maligno

melanoma y Melanoma lentiginoso acral

1.1.3.1.Melanoma de extension superficial (MES)

El melanoma de extension superficial (MES) es el tipo mas comtn de melanoma, representa
alrededor del 70% de todos los casos, y es mas comin en la parte posterior del térax en los
hombres y en la parte posterior de las piernas de las mujeres. La exposicion intermitente al sol es
un factor de riesgo importante. Durante el examen clinico, el contorno y el borde de la lesion son
regulares, pudiendo haber varias protuberancias irregulares o nddulos palpables, que pueden
invadir la piel varios milimetros. Este tipo de melanoma puede presentar diferentes tonalidades de

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

Figura 3. Melanoma de extension superficial.

Ay B Imagen macroscopica del MES. C Imagen histologica 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 mas comun en pacientes masculinos., aparece con mas frecuencia en el
tronco y extremidades en personas de 50 a 60 afios. Este tipo de melanoma tiene las caracteristicas
de invasion de la piel, que solo tiene un periodo de crecimiento vertical pero no un periodo de
crecimiento radial, y generalmente estd ulcerado, lo que conduce a una tasa de crecimiento mas

rapida y una mayor tasa de metéstasis [40]. En el examen clinico, puede ser un nédulo de
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superficie lisa, una protuberancia de contorno irregular o un p6lipo ulceroso y su color puede ser
marron, negro y azul-negro, aproximadamente la mitad de los MN son acromicos. La exposicion

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

5
4
|

i

Figura 4. Melanoma nodular

L O

A. Imagen macroscopica de MN. B. Imagen histolégica 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 proliferacion de
células ubicadas en la capa basal de la epidermis. La exposicién prolongada al sol y el
envejecimiento son sus factores de riesgo. El lentigo maligno melanoma puede tener diferentes
colores, como el negro y el marrdén. Pueden pasar décadas desde su aparicion inicial hasta su
invasion a la dermis papilar[40]. En el examen clinico, el LMM suele tener un contorno irregular y
el tumor es relativamente plano y grande, en raras ocasiones se puede detectar un foco de invasion

nodular [41].

Figura 5. Imégenes Macroscopica (A) e Histoldgica (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 mas frecuente de melanoma entre los pacientes
hispanos, asiaticos y africanos pero es menos comun en otras areas, 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 aparicion mas 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].
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Figura 6. Imagen macroscépica (A) e histologica (B) de Melanoma Lentiginoso Acral (MLA)

Tabla 1. subtipo clinico de melanoma

subtipo clinico de melanoma % exposicion al sol localizacion Aspectos clinicos colores

espalda-hombre Bronceado, Marrén,Gris

Melanoma de extension 70 Intermitente Plano
superficial piernas-mujer Negro, Violeta, rosa
papula nédulo
Melanoma nodular 5 Intermitente (EIED adile
extremidad Pélipo ulcerado Marrén,
Negro,Acromico
Placa elevada
Lentigo maligna melanoma 4-15 A largo plazo Lz, bnells plano Marrén, Negro
Melanoma lentiginoso acral 5 N/A Piel glabra Plano,papula Irregular
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1.1.4.Factores prondsticos en pacientes con melanoma cutaneo
primario
1.1.4.1.indice de espesor de Breslow

El concepto de grosor tumoral fue propuesto por primera vez por Breslow en 1970, que se
referia a medir la distancia desde la parte superior de la capa granular hasta las células de
melanoma mas profundas con un micrometro. Desde que se presentd el concepto, se convirtid en
el factor de prondstico mas potente del melanoma invasivo primario. Posteriormente se desarrolld
un esquema de clasificacion clinicamente util. 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 afios 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 afios fue
del 91,7%. Los pacientes de riesgo medio tenian un grosor tumoral superior a 1.5 mm pero
inferior a 4.0 mm, con una supervivencia a 5 afios del 72,8%. Los pacientes con un grosor tumoral
superior a 4.0 mm tenian riesgo de recurrencia, con una tasa de supervivencia a 5 afios del
57,5%[42]. En el sistema de estadificacion AJCC posterior, se seleccionaron 1.0 mm, 2.0 mm y
4.0 mm como puntos de corte para un uso mas 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 pronoéstico. Los tumores con un grosor de mas de 4.0 mm se definen como melanoma
grueso y generalmente tienen un prondstico desfavorable. Un gran ntimero de estudios ha
demostrado que existe una alta correlacion entre el grosor del melanoma y la tasa de supervivencia
a 10 afios de los pacientes con melanoma. La tasa de supervivencia a 10 afios 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 (mas grueso de 4.0 mm). El espesor del
tumor es el factor prondstico mas importante para la supervivencia de los tumores primarios algo

que esta ampliamente aceptado [44-46].
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1.1.4.2.Ulceracion

La ulceracion 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
prondstico[44, 47]. La tasa de supervivencia a 5 afios de los pacientes con melanoma ulcerado es
del 66,2%, mientras que la de los pacientes sin ulceracion es del 91,6%[42]. Por lo tanto, la
existencia de ulceracion en el melanoma primario es el segundo predictor méas poderoso de
supervivencia en el sistema de estadificacion AJCC de 2002 y el tercer predictor mas poderoso de
supervivencia en el sistema de estadificacion AJCC de 2010[44, 45]. Los tumores mas gruesos son
mas propensos a ulcerarse. La incidencia de ulceracion en el melanoma de espesor delgado (1.0
mm o menos) fue del 6%, mientras que en el melanoma grueso (mas grueso de 4.0 mm) se elevo
al 63%. Aunque la incidencia de ulceracion estd relacionada con el grosor del melanoma, la
ulceracion es un factor predictor del pronostico del melanoma independiente del grosor del tumor.
Se estima que el riesgo de los pacientes con melanoma con ulceracion es el doble que el de los
pacientes sin ulceracion. La tasa de supervivencia de los pacientes con ulceracion es la misma que
la de los pacientes con melanoma sin ulceracion del siguiente nivel en el sistema de estadificacion
AJCC. Por ejemplo, la tasa de supervivencia a 5 ailos del melanoma con ulceraciéon de 1.01-2.0
mm de espesor es del 82% y la del melanoma sin ulceracion de 2.01-4.0 mm de espesor es del

79%, por lo que ambos se clasifican como estadio [1A[44-46].

1.1.4.3.Indice mitético

La tasa mitotica es una medida de la proliferacion del melanoma primario. Cuando el
melanoma se analiza en la fase de crecimiento vertical, es uno de los factores de prediccion de
supervivencia mas potentes. Se puede evaluar facilmente de forma cuantitativa en el examen
histopatolégico[48]. El acuerdo actual es informar la tasa mit6tica de la dermis en tumores en
fase de crecimiento vertical como niimero mitotico / mm2. Primero se debe encontrar el area del
tumor o "punto caliente" con la mayor actividad mitotica. Luego se cuentan las mitosis sobre un
area de al menos 1 mm?. Si las mitosis en la region son escasas y no se pueden encontrar "puntos
calientes", entonces se evalua el area de 1 mm alrededor de una mitosis representativa y el
resultado se expresa como el nimero de mitosis / mm2[49]. Muchos estudios han sefialado que en
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pacientes con melanoma de espesor delgado, la tasa mitotica es altamente predictiva de
supervivencia y el tiempo de supervivencia se correlaciona negativamente con la tasa mitotica. La
tasa mitotica mas rapida, el tiempo de supervivencia mas corto. En un estudio poblacional, la tasa
de supervivencia a 5 afios de pacientes con indice mitdtico 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 nimero
superior a 6 mitosis / mm. Los estudios han demostrado que la tasa mitotica y el grosor del tumor
son dos factores independientes para predecir la supervivencia[ 42]. En el analisis multivariante
de 4.861 pacientes con melanoma del espesor delgado, el indice de espesor de Breslow, la tasa
mitética y la ulceracion son los factores mas poderosos que predicen la supervivencia. En el
mismo estudio, cuando se incluyeron la tasa mitotica y la ulceracion en el calculo de la tasa de

riesgo, el nivel de invasion de Clark perdié su significacion estadistica[ 45, 46]

1.1.4.4.Edad

Un gran numero de estudios ha demostrado que los pacientes de edad avanzada con
melanoma suelen tener un peor pronostico y los pacientes con melanoma mayores de 60 afios son
un grupo de alto riesgo. En el andlisis de 17.600 pacientes, se encontrd que la tasa de
supervivencia de los pacientes con melanoma continué disminuyendo con el aumento de la edad.
Cabe sefalar que aunque los pacientes de edad avanzada suelen presentar melanoma de espesor
grueso y ulcerado, lo que es desfavorable para el pronostico, los estudios han demostrado que la
edad del paciente es un factor independiente para predecir la evolucion del melanoma [44, 45,

50]. La explicacion dada por los investigadores es:

a) Con el aumento de la edad de los pacientes, la funcion inmunoldgica 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 cancer[51].

b) En comparacion con los pacientes mas jovenes, 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 prondstico de los pacientes con melanoma.
Existen diferencias significativas entre mujeres y hombres en cuanto a la incidencia del melanoma,
las caracteristicas 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 mas
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 prondstico, es decir, tumores delgados y no tlcerados localizados en
las extremidades, que se puede detectar facilmente y la edad de presentacion de la enfermedad es
inferior que la de los hombres[53-55]. En un estudio de 7.338 pacientes con melanoma cutaneo
primario en el sur de Alemania, la supervivencia del melanoma a 10 afios 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 especifica del melanoma desaparecio a partir de los 60
afios. Otros estudios han demostrado que la tasa de supervivencia de las mujeres en todos los
grupos de edad es mas 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.Localizacion anatomica

La localizaciéon del melanoma es un predictor independiente de pronostico [44, 45]. El
melanoma en las extremidades a menudo tiene un buen pronoéstico, mientras que el melanoma en
el tronco, la cabeza y el cuello a menudo tiene un pronostico precario, estos tumores se denominan
melanomas axiales, que a menudo causan metastasis en lugares distantes, mientras que el
melanoma de las extremidades genera metastasis en los ganglios linfoides adyacentes[61, 62]. La
diferencia en el prondstico del melanoma, en relacion a su localizacion puede explicarse por el
drenaje linfatico . Los vasos linfaticos de las extremidades son més largos que los del melanoma
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axial, y las células cancerosas metastdsicas atraviesan mas ganglios linfaticos en la circulacion
linfatica, lo que puede ser una razén importante para un mejor pronostico del melanoma de las

extremidades[61].

1.1.5. Estadificacion del melanoma

La estadificacion correcta del melanoma se basa en la evaluacion clinica y la confirmacion
histologica. Hoy en dia, el sistema TNM del American Cancer Joint Committee se utiliza

ampliamente para estadificar el melanoma clinica y patolégicamente (Tabla 2 y Tabla 3 )[63].

La categoria T (Tumor) se refiere al tumor primario, significa que la lesion se confirma como
melanoma mediante examen histoldgico y se clasifica segiin el grosor total del tumor, la existencia

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

La categoria N (“Node” ganglio) estd determinada por el numero de ganglios linfaticos
afectados. El estado de los ganglios linfaticos debe evaluarse preliminarmente cuando se realiza
un examen clinico antes de la operacion. Si no hay ninguna manifestacion de compromiso de los
ganglios linfaticos en el examen fisico preliminar antes de la operacion, la biopsia del ganglio
centinela se debe realizar en el momento de la intervencion para todos los melanomas con un
grosor superior a 1 mm. En el caso de adenopatias palpables detectadas durante el examen
preliminar, se debe utilizar una extraccion con aguja fina guiada por ecografia para confirmar el
estado de los ganglios linfaticos. Las guias actuales no recomiendan la biopsia del ganglio
centinela para melanoma con grosor inferior a 0,75 mm, pero cuando existen algunas
caracteristicas de alto riesgo, como invasion de vasos linfaticos, ulceracion y recuento mitdtico
elevado, también se debe considerar la biopsia del ganglio centinela para lesiones con grosor

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

La categoria M (Metastasis) se refiere a la existencia de metastasis a distancia fuera del area
locoregional linfatica. Si existen metastasis, se clasifica segin la ubicacion de la metastasis (piel,
ganglios linfaticos, visceras, pulmén o lactato deshidrogenasa sérica elevada). Los melanomas
primarios sin metastasis ganglionares o a distancia, se pueden clasificar en los estadios I o II seglin
la profundidad de la invasion vertical, el estadio III se refiere a pacientes con metastasis

ganglionares y el estadio IV se refiere a pacientes con metastasis a distancia [67, 68].
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Tabla 2 clasificacion TNM del melanoma
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Tabla 2: continuacion

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

Tabla 3. Estadios patoldgicos para el melanoma cutaneo
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Tabla 3: Continuacion

La estadificaciéon clinica incluye la microestadificacion del melanoma primario y la evaluacion clinica / radiolégica de

metastasis. Por convencion, se debe utilizar después de la escisién completa del melanoma primario con evaluacién clinica

de metéstasis regionales y distantes.

La estadificacion patoldgica incluye la microestadificacion del melanoma primario e informacion patoldgica sobre los ganglios
linfaticos regionales después de una linfadenectomia parcial (es decir, biopsia del ganglio centinela) o complete ( extripacion

de los ganglios locoregionales) (Balch et al, J Clin Oncol 2009;27: 6199-206)
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1.2.Sistema inmunologico 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 inmunolégico del huésped puede evitar que las células neoplasicas se conviertan en
tumores.[69, 70]. 50 afios después con el desarrollo de los estudios sobre el trasplante de tejidos,
Medawar trasplant6 células tumorales de diferentes cepas de ratones a un raton inmunocompetente
y se produjo el rechazo del tumor. El sistema inmunoldgico del raton trasplantado reconocioé y
destruy¢ 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 antigenos de histocompatibilidad y no de forma especifica
frente a las células tumorales. Al mismo tiempo, se descubrid en cepas de ratones endogamicas
donde todos los individuos tienen el mismo MHC que el sistema inmunoldgico tiene capacidad
para desarrollar una respuesta inmunitaria especifica frente a las células tumorales inducidas por
carcinégenos quimicos o virus. Esto demostré que el sistema inmunoldgico realmente puede

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

Burnet y Thomas predijeron que los linfocitos actian como centinelas en el proceso de
inmunovigilancia y pueden identificar y eliminar células transformadas [73-76]. Para probar esta
hipotesis, se planted que los ratones con sistemas inmunes dafiados tenian una mayor incidencia
de cancer que los ratones normales bajo la estimulacion de carcinégenos quimicos. Los
investigatores intentaron usar ratones atimicos nude para verificar esta hipdtesis, pero
especificamente, en la cepa de ratones nude CBA/H, la incidencia de tumor espontaneo o tumor
causado por la estimulacion por MCA (meticolantreno) no mostré6 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 cancer que los ratones normales[79, 80]. Se comenz6 a dudar
del papel del sistema inmunologico en el desarrollo tumoral, por lo que la hipdtesis de la
inmunovigilancia se abandond gradualmente.
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Las posibles razones para no encontrar la relacion esperada entre el sistema inmunoldgico y
la tumorigénesis son las siguientes. Primero, ni los ratones inmunosuprimidos ni los ratones
desnudos (nude) atimicos nudes eran modelos perfectos para los experimentos de
inmunodeficiencia, ya que podian producir células NK y una pequefia cantidad de células T a B
funcionales y por tanto mostrar algiun grado de inmunidad adaptativa[81, 82]. En segundo lugar,
en ese momento no se conocia mucho sobre las células NK y su papel en la inmunidad innata ni el
proceso antitumoral [83]. En tercer lugar, no se tenia un conocimiento profundo sobre la relacién

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

En los afios 90, dos hallazgos clave despertaron de nuevo el interés por la inmunovigilancia
frente al cancer. El primer hallazgo estaba relacionado con el papel del INF gamma para inhibir el
crecimiento de tumores trasplantados y la formacién de tumores espontdneos o incudidos por
carcindgenos quimicos [85]. Cuando las células tumorales se trasplantaron a ratones que habian
recibido previamente anticuerpos monoclonales neutralizantes especificos para el INF- vy los
fibrosarcomas inmunogénicos crecieron mas rapido en los ratones tratados que en los ratones
control [86]. Ademas, también se encontrd que la incidencia de cancer inducido por metil
colantreno (MCA) en los ratones de la cepa 129 / SvEv que carecian del receptor de IFN- v era

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

El segundo hallazgo clave fue que en comparaciéon con los ratones salvajes, los ratones con
pérdida del gen de la perforina (C57BL/6) tienen mas probabilidades de desarrollar tumores bajo
la estimulacion de MCA[88]. Otros estudios indicaron que, los ratones con pérdida del este gen
tenian una alta incidencia de linfomas espontaneos aunque no inducidos por MCA[89]. La
perforina es un componente importante de los granulos citotoxicos de las células NK y de los
linfocitos T CD8 citotoxicos y desempefia un papel importante en el proceso de lisis dependiente

de los linfocitos[90].

Los dos hallazgos anteriores muestran que el sistema inmunoldgico juega un papel muy
importante en el proceso de desarrollo tumoral, por lo que los investigadores comenzaron a
estudiar nuevamente la relacion entre el sistema inmunologico y el tumor. Muchos resultados
anteriores se obtuvieron en el estudio de ratones. Posteriormente, cada vez mds investigaciones

obtuvieron resultados sobre la inmunovigilancia en humanos. Por ejemplo:
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a) En comparacion con poblaciones inmunocompetentes, los pacientes que han sido
trasplantados y tratados con inmunosupresores tienen una mayor incidencia de cancer de origen no

viral[91].

b) Las personas trasplantadas presentaron una alta tasa de incidencia de cancer de origen
viral, por ejemplo: sarcoma de Kaposi (herpesvirus 8) , linfoma no-Hdogkin (virus de

Epstein-Barr)[92].

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

positivo de supervivencia muy util [93].

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

en la respuesta del individuo frente al cancer.

1.2.2.Inmunoedicion y escape tumoral

El concepto de inmunovigilancia ha sido reconocido gradualmente y se ha confirmado que el
sistema inmunolégico podia distinguir y destruir células que sufren un proceso de
desdiferenciacion. Entonces surgia la pregunta, ;Cémo se forma y se desarrolla el tumor en
personas inmunocompetentes? Una posible explicacion era que durante el proceso de formacion
del tumor, las células con alta inmunogenicidad fueron reconocidas y destruidas por el sistema
inmunoldgico, mientras que las que son poco inmundgenicas tenian una mayor capacidad de
sobrevivir y escapar a la accion del Sistema Inmunitario del huésped. De tal forma, tanto la
inmunidad innata como la inmunidad adaptativa participan en el proceso de edicion de la
inmunogenicidad final de las células tumorales. Se propuso el término inmunoedicion para

describir que el sistema inmunolégico puede modelar el fenotipo de los tumores [76, 94].
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A. ELIMINACION B. EQUILIBRIO C. ESCAPE
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Figura 7. Las tres E de la inmunoedicion del cancer por el Sistema Inmunoldégico (a) eliminacion, (b) equilibrio, (c) escape. En
las fases de eliminacion 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 eliminacion del sistema

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

Este proceso esta compuesto de tres fases: eliminacion, equilibrio y escape:

a) La fase de eliminacion se relaciona con el concepto de inmunovigilancia. Esta fase se
inicia cuando el tumor adquiere un cierto tamafio, formando nuevos vasos sanguineos 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 dendriticas, macréfagos junto con
linfocitos T y8 y NKT cuya funcién se sitia 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 transformacion.[96-99].

En un segundo paso, la funcion de reconocimiento de la inmunidad innata se refuerza atin
mas. El IFN-y producido por la estimulacion de células tumorales puede inducir en las células
estromales la produccion de quimiocinas como CXCL9 (la quimiocina inducida por IFN-y, MIG)
y CXCL10 (la proteina 10 inducible por IFN-y, [P101) [100, 101]. Algunas de estas quimiocinas
pueden inhibir la neovascularizacion  dentro del tumor por su accion angiostatica. Los
macrofagos infiltrantes del tumor pueden producir IL-12 por la estimulacion de IFN-y y la IL-12
pueden estimular a las células NK para que produzcan mas IFN-y y de esta forma se genera un
circuito de retroalimentacion positiva. [102, 103]. La pequefia cantidad inicial de IFN-y estimula

al sistema inmunologico y finalmente genera una gran cantidad de IFN-y que puede inducir la lisis
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de una elevada proporcion de célula tumorales por los mecanismos angiostaticos, proapoptdticos y
antiproliferativos. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) situadas en la superficie de los

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

En un tercer paso la inmunidad innata estimula al sistema inmunologico para producir una
respuesta especifica frente a los antigenos tumorales. Las células dendriticas inmaduras se reclutan
en el sitio del tumor y luego interactuan con las células NK en el sitio o se activan bajo la
estimulacion de citocinas.[108]. Estas células dendriticas activadas captan los antigenos tumorales
y luego las células dendriticas maduras migran a los ganglios linfaticos para estimular la
activacion de células CD4 + Thl virgenes. Al mismo tiempo, estas células dendriticas pueden
inducir el desarrollo de células T CD8 + mediante la presentacion cruzada de los péptidos
antigénicos tumorales por las moléculas de MHC I en el superficie de las células dendriticas[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 funcién de las células T CD8+. Las células T CD8 + pueden inducir
directamente la muerte de las células tumorales por citotoxicidad o indirectamente mediante la
liberacion de IFN-y. Estas dos formas de eliminar el tumor pueden ocurrir al mismo tiempo y no
son mutuamente excluyentes. Esta fase de eliminacion se repite en el cuerpo humano frente a las
células neoplasicas que se producen constantemente. Esto también explica por qué hay una mayor
incidencia de cancer en los pacientes de edad avanzada y con inmunodeficiencias ya que en estas
dos situaciones el sistema inmunolédgico, especialmente la capacidad de inmunovigilancia, se ha

debilitado[111, 112].
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Figura 8. Modelo propuesto para la fase de eliminacion del proceso de inmunoedicion (a) Las células involucradas de la
inmunidad innata( NK, NKT, linfocitos y & ) reconocen a las células anormales transformadas (células en azul) y secretan
IFN-y . (b) EI IFN- y producido por las células NK y NKT induce una reaccién en cascada de la respuesta inmune natural
que conduce a la producciéon de una gran cantidad de quimiocinas para reclutar macréfagos y células dendriticas . (c)Las
células dendriticas que han captado antigenos tumorales migran a los ganglios linfaticos 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 guia de quimiocinas y reconocen y destruyen a las células tumorales que expresan antigenos tumorales

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

b) Fase de Equilibrio. Las células tumorales que sobreviven al ataque inmunoldgico
alcanzan un equilibrio dindmico. 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 estan adaptadas frente a la
respuesta del sistema inmunoldgico y tienen las caracteristicas de ser inestables
genéticamente, con mayor nimero de mutaciones y menor inmunogenicidad pero se
mantienen dentro de un cierto control inmunoldégico que no las destruye pero que impide
su expansion. Esta fase dura mas que las fases de eliminacién y escape y puede

mantenerse durante un intervalo de varios afios en personas normales. Por ejemplo,
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muchos tumores so6lidos tienen un periodo de tiempo superior a los 20 afios desde el
inicio de la formacion del tumor hasta la deteccion clinica. [113]. Como ejemplo, un
donante de rifion  al que le diagnosticaron un melanoma 16 afios antes de su muerte,
vivio libre del tumor y la causa de su muerte fue un accidente de trafico. Tras su muerte,
se donaron los dos rifiones que se trasplantaron a dos receptores. En ambos receptores
1-2 afios después del trasplante de rifidn se desarrollaron metéstasis renales de
melanoma que tenian la huella genética del donante. Esto se debe a que los receptores
fueron tratados con farmacos inmunosupresores para evitar el rechazo del injerto, lo que
provoco la disminucion de su propia funcion del sistema inmunologico, que facilito el
crecimiento de las metastasis latentes renales rompiéndose la fase de equilibrio para

entrar ripidamente  en el periodo 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 proliferacion e
invasion. .Estas células tumorales evaden la deteccion y eliminacion por las células
inmunes y rompen el equilibrio anterior después de cambiar su genoma y/o su patréon de
expresion génica, se expanden y finalmente se desarrollan en tumores clinicamente
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 activacion

de las células inmunitarias con funcién antitumoral y evasion del ataque del sistema

inmunolégico.

1.2.3.1.Ausencia de coestimulacion

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 activacion

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

antigenos tumorales, no pueden activarse y madurar en este microambiente no-inflamatorio, por lo
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que no pueden iniciar el proceso de activacion y diferenciacion de las células inmunitarias
anti-tumorales. Ademas, 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 transduccion de sefial del receptor de muerte

celular (Apoptosis)

Fas-ligand (Fas-L) y TRAIL son dos ligandos de receptores de muerte celular (apoptosis),
[116, 117]. La sefializacion anormal o ausente de esta via contribuird a la supervivencia y
proliferacion de las células tumorales. La transmision de la sefial 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]. Ademas, las células tumorales con alta expresion de cFLIP son resistentes a las

células T CD8+ citotoxicas in vivo[118].

La expresion 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 multiple y el melanoma, que conducen a una funcion
anormal de los receptores de muerte y contribuyen a la supervivencia de las células
tumorales[119-121]. La expresion 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 cancer de pulmoén, cancer de colon, melanoma y
carcinoma hepatocelular, después de que los linfocitos reconocieran los antigenos tumorales
especificos de cada tipo de tumor en su superficie y se activaran, si las células tumorales
expresaban altos niveles de Fas-L se inducia la apoptosis de los linfocitos activados o "suicidio"
de los mismos lo que condicionaria el escape tumoral [ 124].
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1.2.3.4. Citocinas inmunosupresoras

Las citocinas juegan un papel importante en la coordinaciéon de las células del sistema
inmunolégico para que desempefien sus funciones normales. Al secretar citocinas y quimiocinas,
las células tumorales pueden influir en la funciéon y maduracion de las células inmunes normales,
facilitando asi su crecimiento y difusion[125]. Se ha encontrado que muchos tipos de tumores
secretan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). VEGF no solo puede promover la
formacion de nuevos vasos sanguineos y proporcionar oxigeno y nutrientes para el crecimiento
tumoral, sino que también inhibe la diferenciaciéon y maduracion de las células dendriticas (DC),
facilitando asi el escape de células tumorales[126]. El estudio inmunohistoquimico de los tejidos
del cancer gastrico mostré que la expresion de VEGF era inversamente proporcional a la densidad
de las células DC. Cuanto mayor sea la expresion de VEGF, menor sera la densidad de células DC

y peor serd el  prondstico de los pacientes[127].

Se encontr6é una alta concentracion de IL-10 en el suero de varios pacientes con cancer. La
IL-10 puede inhibir la diferenciacion de los precursores de células DC en células DC maduras y
potencia la apoptosis espontanea de células DC maduras. Ademas, la IL-10 puede inhibir la
presentacion de antigenos, la induccion de la respuesta de las célulasT colaboradoras y la

produccion de IL-12[128, 129].

Se ha encontrado una mayor expresion del factor proinflamatorio prostaglandina E (PGE2)
en una variedad de tumores humanos. Esta citocina puede promover la produccion de mas IL-10
por macro6fagos y linfocitos, y también puede inhibir la produccién de IL-12 por macréfagos. Esto
afecta el reconocimiento y la eliminacion de las células tumorales por parte de las células

inmunes[130, 131].

Se encuentra una alta concentracion de TGF- B en muchos tipos de pacientes con cancer.
Esta citocina puede inhibir la actividad de los linfocitos, afectando asi la progresion del tumor y

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

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

Se ha encontrado una pérdida parcial o total de la expresion de la molécula de HLA de clase I
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en una gran variedad de tumores, como el melanoma, el adenocarcinoma de prostata y el cancer 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 expresion en la
superficie de las células tumorales tiene una gran influencia funcional. La pérdida de moléculas de
HLA de clase I es el mecanismo mas importante para que las células tumorales escapen a la
inmunovigilancia , que puede facilitar la invasiéon y la diseminacion metastasica de las células

tumorales[133, 134].

1.3.Antigenos de melanoma

El melanoma es un cancer muy letal que se deriva de los melanocitos dérmicos
transformados. El melanoma primario diagnosticado precozmente puede ser curable, pero la tasa
de curacion de las etapas mas avanzadas es limitada, con una alta tasa de mortalidad. Con la
progresion del tumor, los melanocitos sobreexpresan moléculas intracelulares o de la superficie
celular, incluidas proteinas ectopicas normales y especificas del tumor. Algunas de estas moléculas
inducen una respuesta inmunitaria especifica por parte de los linfocitos T y B. Se ha propuesto la
utilizaciéon de  anticuerpos producidos contra antigenos de melanoma para el diagnostico
diferencial de enfermedades, la estadificacion, el prondstico y la evaluacion de la eficacia del

tratamiento [ 135].

1.3.1. Antigenos asociados al melanoma

Se supone que una amplia gama de antigenos de células tumorales tienen implicaciones
valiosas como herramientas de diagndstico y como diana de la inmunoterapia. Una seleccion de
antigenos que se han probado extensamente pueden servir como candidatos principales para la

inmunoterapia del cancer en general y especificamente para el melanoma [136].
1.3.1.1.Antigenos de linaje / diferenciacion de melanocitos: proteinas
asociadas con la sintesis de melanina
Los antigenos de diferenciacion de melanocitos (MDA) son proteinas normales no mutadas
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expresadas exclusivamente en melanomas y melanocitos normales en diferentes etapas de
diferenciacion, que estan involucradas en los pasos enzimaticos de la melanogénesis (Figura
9)[137, 138]. Los MDA se expresan en gran medida en la mayoria de los melanomas primarios y
metastasicos [138, 139]. Sin embargo, atin no se ha demostrado su papel activo en el desarrollo
del cancer. Se localizan en los melanosomas, los organulos en los que se sintetiza y almacena la
melanina [140, 141]. Estos antigenos se expresan en los melanocitos epidérmicos y el epitelio
pigmentado de la retina, €l iris y el cuerpo ciliar del ojo [142, 143] y proporcionan marcadores
altamente especificos y sensibles para la diferenciacion de melanocitos. Estos antigenos incluyen a
la tirosinasa, las proteinas relacionadas con tirosinasa (TRP-1 y TRP-2), el antigeno de

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

normal skin+ normal melanocytes stage 0: melanoma in-situ stagel: melanoma(<1mm)

Hair follicle Transformed melanocytes

epidermis

dermis -
-
sub-dermal (" ==
connective [,
tissue
Blood vessels
and capillaries

stagell: melanoma(<4mm) stagelll: melanoma cells migration to stage IV: distant metastatic
regional lymph nodes melanoma spread

Figura 9. La progresion patolégica del melanoma se inicia desde los melanocitos cutaneos transformados superficiales
primarios. Representacion de las etapas del desarrollo y la progresiéon del melanoma a través de la fase inicial de crecimiento
radial (RGP, estadio ) con la progresion posterior del tumor a la fase de crecimiento vertical (VGP, estadio Il) El progreso del
crecimiento local del melanoma seguido de la interaccion con la circulacién, conduce a las etapas metastasicas de la

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

Los linfocitos, que pueden detectar los péptidos antigénicos de los antigenos de
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diferenciacion, estan presentes en la masa tumoral como linfocitos infiltrantes de tumores (TIL)
[145, 146]. Los TIL dirigidos contra estos autoantigenos expresados en células de melanoma
pueden mediar la regresion tumoral, asociada con la ruptura de la tolerancia inmunoldgica frente
al tumor [147, 148]. Esto sugiere la posible induccion de células T citotoxicas para una respuesta
inmune anti-melanoma. Por lo tanto, los antigenos de diferenciacion / linaje de melanocitos se han
identificado como dianas de células TH1 CD4+ (Helper cooperadoras) y células T CD8+
citotoxicas [146, 149] y como tales, se han convertido en un objetivo de la inmunoterapia activa

contra el melanoma [150].

Dado que los antigenos de diferenciacion que se expresan normalmente no son especificos
del tumor, el uso de estas moléculas para la inmunoterapia del cancer puede inducir
autoinmunidad frente los tejidos normales correspondientes. Asi, la aparicion de vitiligo, un
sintoma 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 diferenciacion tumoral en
células transformadas. Estos anticuerpos se utilizan con fines de diagndstico, por ejemplo, en
inmunohistoquimica [139]. Sin embargo, dado que los antigenos 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
sintesis de melanina en muchos hongos, plantas y animales [154, 155]. La tirosinasa humana estéa
unida a la membrana de los melanosomas [140, 141]. La secuencia N-terminal que contiene el
sitio catalitico mira hacia el lumen, mientras que un dominio C-terminal esta 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 metastasicos [137, 138, 156] por lo que es un marcador diagndstico
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[139]. Células T CD4+ auxiliares y CD8+ citotoxicas especificas de tirosinasa se han aislado en
pacientes con melanoma [157-159] que son capaces de inducir la destruccion in vitro de las
células tumorales autdlogas [158, 159]. La vacunacion con péptidos de tirosinasa aumentoda la

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

A. Antigens in melanocytes and melanoma cells

1. Common antigens
(a) Melanogenesis differentiation antigens:
melanoma cell Melan-A, TRP-1, TRP-2, tyrosinase, gp100.... §'
| (b) Over-expression of non-protein antigens

(such as ganglisides Vo,

2. Up-regulated and altered membrane
Protein antigens (such as integrins) ............... %&%

Normal Transformed
melanocyte

3. Mutated protein antigens:
(a) Arbitrary mutation i
(b) Mutation causing over-expression of
proteins ol |
(c) Specific mutations in various tumors.......

B. Oncofetal / Cancer testis families of antigens (CTA)

healt
MAGE
Mainly placenta BAGE
(trophobalsts) N?'.l(g%-l
& testis germline SSX
2,2
-y R

Figura 10. Resumen esquematico de la clasificacion y localizacion de las principales moléculas antigénicas del melanoma,

Cancer

melanoma
& other cancers

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

2017;115: 36-49.)

1.3.1.1.2. TRP-1y TRP-2

TRP-1 (gp75) interviene en la proliferacion y diferenciacion 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 mayoria de los
melanomas [164, 165]. La sobreexpresion de TRP-2 contribuye a la resistencia intrinseca del
Melanoma maligno a la quimioterapia y la radioterapia [166]. Por otro lado, estdn asociados con la
ruptura de la tolerancia inmune a los melanocitos y por lo tanto, con la induccién 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 (antigeno de melanoma reconocido por las células
T), es una pequefia proteina transmembrana de dominio Unico que se expresa exclusivamente en
los melanocitos de la piel y la retina [168]. Melan-A juega un papel importante en la expresion,
estabilidad, trafico y procesamiento de la proteina de melanocitos gpl00 y también estd
involucrada en la biogénesis del melanosoma en etapa II [169]. Se expresa en todos los nevus y
en la mayoria de los melanomas primarios y metastasicos, asi como en algunos otros tumores [156,
170]. La Melan-A es una proteina asociada a melanoma y parte de sus secuencias peptidicas

podrian ser reconocidas por linfocitos T citotoxicos autdlogos[146].
1.3.1.1.4. gp100

gpl00, también denominada Pmell7 (proteina premelanosomal), es una proteina
transmembrana de tipo I compuesta por un dominio luminal largo y un dominio citoplasmico corto
que estan separados por un solo dominio transmembrana. La proteina adopta una estructura
fibrilar en el melanosoma y forma estructuras de tipo amiloide [171]. gp100 esta presente en
melanocitos normales y células pigmentadas en la retina, asi como en la mayoria de los
melanomas [169, 170]. gp100 tiene un papel en la melanogénesis temprana, la biogénesis del
melanosoma y la polimerizacion de la melanina [172]. Los anticuerpos anti-gp100 (por ejemplo,
HMB-45) se utilizan con fines de diagnéstico. Se han utilizado células dendriticas pulsadas con
péptidos derivados de gpl00 para la terapia del melanoma en combinacion con quimioterapia

[173].

1.3.1.2.Antigenos oncofetales expresados en cancer y testiculo

Los antigenos de cancer y testiculo (CTA) se expresan en una variedad de tumores, incluidos
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los melanomas (Figura 10). Las funciones bioldgicas de la CTA no se han estudiado
completamente, pero se sugiere que dirigen la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las
células de la linea 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 timicas medulares [176, 177]. Algunos CTA también se expresan en el sistema nervioso
central, la glandula suprarrenal y otros tejidos somaticos, principalmente en sus etapas de
desarrollo [175, 176]. La expresion de CTA en adultos puede estar correlacionada con la
aparicion de diferentes canceres. Se desconoce el papel de estos grupos de proteinas en el proceso
de transformacion celular asociado al desarrollo del melanoma. Dado que la expresion de CTA
generalmente se restringe a las células germinales, que no expresan moléculas de HLA, son
potencialmente adecuadas para la inmunoterapia especifica del cancer mediada por células T

citotoxicas (Figura 10)[174, 178].

Krishnadas et al. 2013 discutio la utilizacion de terapias basadas en CTA en ensayos clinicos
y los anticuerpos producidos contra ellos pueden servir para el diagnodstico molecular. Sin
embargo, dado que los CTA son predominantemente moléculas intracelulares, tales anticuerpos no

pueden servir para inmunoterapia [179].

La familia de proteinas CTA esta compuesta por mas de 80 miembros, pero los mas
estudiados para la inmunoterapia contra el cancer son el antigeno asociado al melanoma (MAGE),

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

1.3.1.2.1. La familia MAGE

Segun su patron de expresion en los tejidos, la familia de antigenos MAGE se divide en dos
subfamilias: MAGE-I y MAGE-II. Aunque las funciones exactas de las proteinas MAGE atin no
estan claras, los datos acumulados sugieren que tienen un papel en la regulacion de la progresion
del ciclo celular y la restriccion de la apoptosis, lo que puede contribuir a su funcién tumorigénica
[181]. La subfamilia MAGE-1 (MAGE A, B, C) consta de proteinas especificas de tumores que

pertenecen al grupo CTA. Por el contrario, las proteinas 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 proteinas son
presentados por HLA y son reconocidos por células T CD8+ citotdxicas autdlogas [182], lo que
hace que estas moléculas sean candidatas para inmunoterapia basada en células [183]. La
expresion de las proteinas MAGE-I en las células tumorales esta asociada con un aumento de la
tumorigénesis, asi como con un mal prondstico [184]. La expresion 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 homoélogos (90% -99%) que
contienen péptidos que pueden interactuar con un alelo especifico de HLA y activar células T
citotoxicas [186]. La expresion de BAGE-I se ha descrito en el 31% de los melanomas
metastasicos, lo que sugiere que podria servir como diana para la inmunoterapia de células T asi

como como marcador de progresion tumoral [187].

1.3.1.3.La familia GAGE

La familia de proteinas GAGE consta de al menos 16 miembros de proteinas acidas
oligoméricas, que normalmente se expresan solo en las células germinales y en las células
tumorales [175]. Como tales, las proteinas GAGE son moléculas marcadoras tutiles para el
diagnostico y pronostico del melanoma, asi como de otros céanceres [175, 188, 189]. La
expresion de proteinas GAGE en el céancer se correlaciona con un mal prondstico [190]. En el
melanoma, las proteinas GAGE pueden provocar respuestas humorales y un péptido derivado
cuando se presenta por HLA Cw *06:01 puede inducir respuestas de células T CD8+ citotoxicas
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].
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1.3.1.3.1. NY-ESO-1

NY-ESO-1 no tiene homologia con ninguna otra proteina conocida [192]. Esta considerado
como uno de los CTA mas inmunogénicos. En varios tumores, las respuestas inmunitarias
humorales a NY-ESO-1 se observan con mas frecuencia que para la mayoria de los otros CTA, lo
que significa que NY-ESO-1 es altamente inmunogénico [193]. Esto con frecuencia resulta en
respuestas inmunoldgicas espontineas y control espontidneo de tumores [194]. En los ultimos
afios se estan acumulando mas 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 proteinas SSX (también conocida como HOM-MEL-40) incluye al menos 10
miembros con un alto grado de homologia. La expresion de SSX en tumores se asocia con
estadios avanzados y prondstico desfavorable [196]. Los miembros de la familia SSX no se
limitan al melanoma y se expresan de forma heterogénea en muchos otros canceres [196, 197].
Algunas de las proteinas SSX inducen respuestas inmunitarias humorales y celulares espontaneas
en pacientes con melanoma [196, 198]. Utilizando un epitopo especifico de SSX-2, se provocd
una respuesta inmunitaria de células T citotoxicas en pacientes con melanoma que expresaban el
alelo HLA-A2[196]. Como las proteinas SSX se expresan solo en algunas células de los tumores
primarios y las metastasis, muchos tumores escapan a la inmunoterapia dirigida contra estas

proteinas [196, 199].

1.3.1.4.Proteinas de la membrana celular

La expresion de los receptores de adhesion celular estd regulada al alza en el melanoma y
facilita los contactos célula-matriz o célula-célula con la transduccion concomitante de sefiales que

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

Los receptores mas estudiados en el melanoma son las integrinas, el condroitin sulfato
proteoglicano (MCSP), las moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas, la

melanotransferrina (MTf) y el S100. Dado que las proteinas asociadas a la membrana pueden
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servir como diana antigénica de anticuerpos especificos, podrian considerarse como una base para
tratamientos asociados con anticuerpos o para ser dianas de receptores de antigenos quiméricos

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

1.3.1.4.1. Integrinas

Las integrinas son receptores de heterodimeros compuestos por subunidades o y B. Cada una
de estas subunidades consta de un gran dominio extracelular, una regién transmembrana y un
dominio citoplasmico [203]. En células y tejidos normales, las integrinas median la sefializacion
intracelular para la induccion de la unidn de las células a la matriz extracelular (MEC), asi como
su diferenciacion, proliferacion, migracion y supervivencia [203, 204]. Se han identificado
dieciocho subunidades a y ocho B y se han apareado para formar 24 receptores heterodiméricos de
integrina diferentes [204]. Dado que cada tipo de emparejamiento de integrinas act@ia de manera
diferente, los cambios en la composicion de heterodimeros de las diversas subunidades a y B en
las células malignas a medida que avanza el tumor permiten que las integrinas regulen la actividad
de las células tumorales, incluida la invasion y migracion, 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 o y B aumentan o disminuyen en las diferentes etapas
del cancer [204-206]. Por ejemplo, P3 se expresa en melanoma primario y metastasico en la
transicion de la fase de crecimiento radial a la fase de crecimiento vertical (Figura 9) pero no en
melanocitos normales, mientras que a3, a4 o a5 emparejados con Bl se sobreexpresan en las

células transformadas del melanoma [205].

Otras integrinas contribuyen a la funcion de las células no cancerosas en el microambiente
tumoral que apoyan el desarrollo eficiente del tumor [204-206]. Las combinaciones especificas
de complejos de integrina que se encuentran elevados en el cancer pueden servir como objetivos

potenciales para farmacos antitumorales [207, 208].
1.3.1.4.2. MCSP

MCSP, también conocido como condroitin sulfato proteoglicano 4 (CSPG4), es una molécula
transmembrana de la superficie celular que se expresa en gran medida en la mayoria de los
melanomas humanos, aunque también se expresa en niveles mucho mas bajos en los melanocitos
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normales [209, 210]. Esta presente como una glicoproteina 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 esta involucrada en la proliferacion celular y esta
asociada con la regulacion de la migracion de células endoteliales y el control de la morfogénesis
de microvasos en el proceso de revascularizacién [210, 211]. En el melanoma, la MCSP
desempefia un papel en la estabilizacion de las interacciones entre las células y la ECM durante las
primeras etapas de la propagacion de las células del melanoma en las membranas basales
endoteliales y participa en la migracion, invasion y supervivencia de las células del melanoma. La
elevacion del nivel de fragmentos de MCSP podria 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 estan presentes en la
superficie celular y participan en la adhesion célula-célula y el reconocimiento intercelular. Las
proteinas mas sobreexpresadas de este grupo en células de melanoma son MUCIS8, también
denominada molécula de adhesion celular de melanoma (Mel-CAM) o CD146 y molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1). Aunque la funcidn bioldgica de CD146 alin no esta establecida
[212, 213], existen indicios de que puede interaccionar con las células endoteliales asociadas con
la angiogénesis tumoral . E1 CD146 es un marcador altamente sensible que lo presentan las células
en la mayoria de los melanomas avanzados y metastasicos, pero no los melanocitos normales, lo
que lo convierte en un marcador de progresion tumoral y diseminacion metastasica[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 antigeno 1 asociado a la funcién
de los linfocitos (LFA-1) [215, 216]. Su expresion en células de melanoma primario y
metastasico puede desempefiar un papel en la interaccion de estas células tumorales con linfocitos
que expresan LFA-1 [216]. El grado de expresién de ICAM-1 en células de melanoma y la
correlacion de su nivel sérico con la progresion del tumor en asociacion con el pronostico, son

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

MTH{, también conocida como p97, es una glicoproteina transportadora de hierro unida a la
membrana con dos dominios extracelulares. Se expresa en cantidades bajas en tejidos adultos
normales y en niveles mas altos en tejido fetal y nevus pigmentados benignos, asi como en el 90%
de las células melanoma maligno y en el cancer de mama triple negativo (TNBC). Los tres
epitopos altamente inmunogénicos de la proteina MTTf se encuentran en su dominio N-terminal.
Aunque muestra una alta inmunogenicidad, el anticuerpo monoclonal anti-MTf para Ia
inmunoterapia contra el cancer todavia se limita a las etapas preclinicas tempranas de los ensayos

clinicos [218].

1.3.1.4.5. Proteinas S100

La familia de proteinas S100 consta de al menos 25 miembros [219]. Las proteinas S100
pueden formar homodimeros, heterodimeros y oligdmeros. Los miembros de esta familia
participan en la regulacion de la motilidad celular, el crecimiento y la diferenciacion, la
contraccion, la progresion del ciclo celular, organizacion estructural de membranas, transcripcion,
dinamica de los componentes del citoesqueleto, fosforilacion de proteinas y proteccion frente al
dafio celular oxidativo [219, 220]. El S100 es uno de los primeros marcadores de melanoma
aceptado como herramienta de diagnéstico de melanoma [221]. Se han descrito niveles de
expresion alterados de proteinas S100 en muchos otros canceres, asi como en una amplia gama de
otros trastornos humanos, como enfermedades inflamatorias, miocardiopatias y sindromes
neurodegenerativos [139, 219]. Se demostrd que algunos subtipos de S100 se asocian con la
diseminacion metastésica, mientras que otros actiian como supresores de tumores [220]. Proteinas
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 inmunohistoquimica [139]. S100 B es un marcador clinico importante para la estadificacion,
el prondstico, la evaluacion de los resultados del tratamiento y el crecimiento metastasico. Dado
que también se expresan en otros tumores, se utilizan como herramientas de diagnostico solo en

asociacion con otros marcadores de melanoma mas especificos, como gp100 o melan-A [224].
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1.3.2. Antigenos de genes mutados- neoantigenos

Después de mutaciones somaticas en las células tumorales en division, pueden surgir nuevos
epitopos relacionados con el tumor, que pueden inducir respuestas inmunes antitumorales (Figura.

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

1.3.2.1.Antigenos presentes de forma unica en tumores individuales y

rara vez compartidos por diferentes pacientes

El analisis genético de tumores revela de cientos a miles de mutaciones por muestra [225].
Estos son antigenos unicos y especificos de tumores en células tumorales individuales y no se
expresan en células normales. Pueden ser aleatorios (que ocurren esporadicamente 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 10'2> mutaciones esperadas
en un tumor compuesto por 10° células [227]. Estas mutaciones pueden inducir una respuesta
inmune antitumoral, pero por lo general no se pueden utilizar como dianas inmunoterapéuticas o
de diagnostico, ya que como mutaciones que ocurren al azar son compartidas solo por una

subpoblacién celular pequefia en el tumor [226].

1.3.2.2.Mutaciones clonales

Las mutaciones clonales estdn presentes en la mayoria, si no en todas, las células tumorales.
Tales mutaciones pueden servir como valiosas dianas inmunologicas para la terapia [227]. Una de
esas mutaciones adquiridas en el melanoma se encuentra en B-raf, que es una tirosin quinasa que
inicia la cascada de las quinasas activadas por mitogenos (MAPs) [228]. B-Raf mutada se
encuentra en 40% a 60% de los tumores de melanoma cutdneo en desarrollo [229].
Aproximadamente el 90% de las mutaciones en B-Raf implican un cambio de valina a acido
glutdmico en el codéon 600 (denominado V600E) [230]. Esto cambia la conformacion de la

proteina e induce una actividad 478 veces mayor de la quinasa B-Raf. Se demostr6 que el
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protooncogén B-Raf media el silenciamiento epigenético generalizado en el cancer colorrectal y el
melanoma [231]. Las mutaciones asociadas al melanoma clonal se han considerado un objetivo
del melanoma metastasico después de la transferencia de células T autodlogas que reconocen
multiples antigenos tumorales mutados [232]. La identificacion de TIL citotoxicos que reconocen

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

1.3.2.3. Antigenos mutados sobreexpresados

Se han identificado varias mutaciones que inducen la sobreexpresion de proteinas en canceres
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 catalitica de la telomerasa. Estas mutaciones aumentan
la actividad transcripcional de los teldémeros de 2 a 4 veces, lo que permite la proliferacion

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

1.3.3. Antigenos no proteicos asociados a tumores

En muchos canceres, la glicosilacion es anormal y contribuye a la sefializacion, adhesion y
metastasis de las células cancerosas [236]. Los antigenos de carbohidratos aumentan su expresion
en la superficie de muchas células tumorales y, como tales, pueden ser candidatos para vacunas
contra el cancer (Figura 10). Uno de los grupos mas estudiados de este tipo de moléculas en el
melanoma son los gangliosidos, que se encuentran presentes como glucoesfingolipidos complejos
con uno o varios residuos de 4cido sialico (acido N-acetilneuraminico) [237]. La familia de los
gangliosidos estd compuesta por mas de 30 moléculas. Algunos gangliosidos estan implicados en
interacciones célula-célula y célula-matriz [237, 238]. Los mas estudiados de estos antigenos son
GM2, GD2, GM3, GD3 y O-acetil-GD3, que normalmente abundan en las membranas celulares

neuronales[237].

GM2 y GD2 estan presentes en la mayoria de los melanomas, en contraste con su expresion
restringida en los tejidos cutaneos normales [239]. Aunque la forma clasica N-acetilada de GM3
se encuentra tanto en células normales como en células tumorales, la expresion de ganglidsidos

atipicos (de-N-acetil GM3 y N-glicolil GM3) se encuentra solo en células de melanomal51,
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240].

La respuesta inmune a los ganglidsidos es pobre, debido a su composicion molecular, su
estructura y la tolerancia inmunologica frente a los autoantigenos [237]. Ademads, como
glicolipidos no proteicos, estos antigenos 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 induccion de células B con
cambio de isotipo de la Ig de superficie (BCR) , maduracion de la afinidad de los anticuerpos y
memoria inmunoldgica [237]. Por tanto, la respuesta inmune generada por los gangliosidos

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

En general, el enfoque de inmunoterapia del cancer basado en anticuerpos, es decir, la
destruccion de células tumorales mediante anticuerpos, se basa principalmente en la induccion de
la destruccion de las células reconocidas por el anticuerpo por la activacion del complemento y la
activacion de la citotoxicidad celular mediada por los anticuerpos al estimular la accion citotoxica
de las células NK y de los macréfagos 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 recaida [242]. La vacunacion de pacientes con melanoma metastéasico
contra N-glicolii 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.Inflamacion y tumor

El cancer es un trastorno hiperproliferativo que implica transformacion celular morfologica,
desregulacion de la apoptosis, proliferacion celular descontrolada, invasion, angiogénesis y
metastasis.[245] . Virchow en 1863, planted la hipotesis de que el origen del cancer se relacionaba

con la inflamacion cronica, desde entonces se han ido acumulando evidencias de que la
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inflamacion juega un papel fundamental en la tumorigénesis, y se ha establecido una fuerte
asociacion entre la infeccion crénica, la inflamacion y el cancer. Por ejemplo existe una fuerte
asociacion entre el tabaquismo, que conduce a la inflamacion del pulmoén y el carcinoma de
pulmon; la infeccion por algunas cepas del VPH esta asociada con el cancer de cuello uterino; la
enfermedad inflamatoria intestinal se asocia con el cancer de colon y la hepatitis viral cronica esta
asociada con el cancer de higado. [246-249] Esos estudios sugieren que el microambiente
inflamatorio es un componente esencial de todos los tumores y juega un papel critico en la
iniciacion del tumor (el proceso por el cual las células normales se alteran genéticamente para que
se vuelvan malignas), la promocién (el proceso por el cual pequeiios grupos de células malignas
son estimulados para crecer) y la progresion (el proceso por el cual el tumor en crecimiento se

vuelve mas agresivo).[250, 251]

Las células tumorales pueden reclutar un gran nimero de macrofagos, células dendriticas,
linfocitos T y células NK [252]. Las células inmunes infiltrantes del tumor juegan un papel
contradictorio en el desarrollo del cancer. Por un lado, algunas células inmunes reclutadas pueden
reconocer y destruir células tumorales; pero por otro lado, la produccion a largo plazo de
mediadores proinflamatorios es util para el desarrollo del tumor [253-255]. Por lo tanto, en el
microambiente tumoral, existe una relacion 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 mas fuerte que la de la inmunosupresion mediada por los
tumores, las células cancerosas se eliminaran y, cuando la actividad antitumoral se debilite, las
células tumorales escaparan y creceran. Pero a largo plazo, el microambiente inflamatorio

persistente promovera el crecimiento y la metéstasis de las células tumorales[257].

La via de sefalizacion de NF-«kB juega un papel importante en la promocion y progresion
tumoral, y puede ser activada por diversas citocinas proinflamatorias[258, 259]. NF-xB es un
factor de transcripcion, que regula la expresion de muchos genes cuyos productos pueden suprimir
la muerte de las células tumorales, mejorar la transicion epitelial-mesenquimal, que tiene un papel
importante en la invasividad tumoral, estimular la progresion 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 metastasis[260, 261].

Macrophage T cell
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Tumor cells

Cyioklnes
— @ «,-
NK cell
IL-10 Pathogen IL-10
Antitumor immunity Chronic inflammation
TNF-a, IL-6, and maybe IL-10
IL-12 == NK cell enhance tumor cell growth
TGF-p enhances tumor cell
tissue invasion
IL-12 —= CTL
TNF-g, IL-6, and TGF-p affect
stromal cells and enhance
metastasis

IL-12 ——» Cytotoxic cytokines:
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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 desempefiar un papel antitumoral, sino también promover
el desarrollo de tumores. TNF- a, IL-6, TGF- B e IL-17 en el microambiente tumoral pueden promover el crecimiento de
células tumorales, la invasion a tejidos adyacentes y facilitar el desarrollo de metastasis 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 continuacion, veremos algunos ejemplos de citocinas que juegan un papel importante en el

proceso de desarrollo de tumores.

TNF-o IL-17 IL-6 IL-10 IL-12 IL-23 TGF-[5 TRAIL
Qoo o ] <& o Frr)
TNER | IL-17R IL-6Ra IL-10R1 | fIL-10R2 ¥ iL-12Rp1 @ liL-23r  TRRI | TBRI DR4
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KK STAT3 STAT3 SMAD4 ) l
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Inflammation Antiapoptotic Antiinflammatory Th1 response Th17 response  Immunosuppression Apoptosis
Antiapoptotic response response response CTL response Inflammation Treg response
Proliferation Proliferation Immunosuppression Th1 response Antiinflammatory
Invasion response
Angiogenesis

Figura 12. Vias de transduccion de sefiales y principales respuestas biolégicas de las citocinas moduladoras de la
inflamacion en el cancer. Las vias de sefializacion 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;
gp 130, glicoproteina 130; TRADD, proteina 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-a

El TNF-a juega un papel clave en las enfermedades inflamatorias cronicas y tiene la funcion
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 antiapoptéticas dependientes de NF-kB, lo que ayuda a las células tumorales
a sobrevivir. En un estudio del mesotelioma maligno humano inducido por amianto, se encontrd
que los macrofagos fagocitan el asbesto y luego liberan TNF-o 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-a puede estimular la produccion de moléculas genotdxicas como el mondxido de carbono y
las especies reactivas de oxigeno induciendo mutaciones en el DNA que facilitan el desarrollo del
tumor [264]. La produccion de TNF-o estd relacionada con el mal pronostico de carcinoma

hepatocelular, cancer de mama, cancer gastrico y cancer de vejiga[262].

El TNF-a no solo contribuye a la formaciéon de tumores, sino que también promueve su
progresion al inducir la neoangiogénesis, facilitar la invasion de los tejidos adyacentes y el
desarrollo de metéstasis tumorales. Ademas el TNF alfa inhibe la respuesta anti-tumoral de los

linfocitos T y la actividad citotoxica de los macrofagos activados [265].

En los modelos de raton de carcinogénesis cutanea, la induccion del cancer de piel mediante
la administracion del carcinégeno 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) y promotores tumorales se
obtiene una incidencia mucho mayor de tumores en ratones con TNF-o normal que ratones TNF-a

deficientes a los que se le ha eliminado en la linea 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-a, 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 especificos de TRAIL exhiben una mayor susceptibilidad a tumores espontaneos 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 mas débil [269].
Sin embargo, no todas las células tumorales son sensibles a TRAIL, y la activacion de NF-kB a
través de TNF-o 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 pleiotrépica que se considera un factor clave
antiapoptotico 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
asociacion entre la IL-6 circulante y un riesgo elevado de desarrollar linfoma de Hodgkin[273].
Ademas, un estudio del polimorfismo de su promotor asocia un SNP con la susceptibilidad a
padecer cancer de mama y con su prondstico [274]. Ademas de la sefializacion clasica de IL-6, la
secrecion del receptor soluble de IL-6 (sIL-6R) puede desencadenar la sefializacion trans de 1L-6 y

participa de manera critica en el desarrollo del cincer de colon [275].

IL-17

La IL-17 induce el reclutamiento de células inmunes a los tejidos periféricos, una respuesta
que requiere la activacién de NFxB después de la participacion del receptor de la IL-17 [276,
277]. La IL-17 también conduce a la induccion de muchos factores proinflamatorios, incluidos
TNF-a, IL-6 e IL-1B, lo que sugiere un papel importante de IL-17 en la localizacion y
amplificacion de la inflamacion [278, 279]. Ademaés, el TNF-o y la IL-6, que son ambos
producidos por las células Th17, no solo apoyan el desarrollo de las células Thl7, sino que
también sinergizan con la IL-17 para mejorar la produccién de mediadores proinflamatorios. Las
células de cancer de cuello uterino humano que sobreexpresan IL-17 y las células de carcinoma de
pulmoén de células no pequefias (NSCLC) muestran una capacidad sustancialmente mayor para
formar tumores en ratones inmunodeprimidos en comparacion con las células control con
expresion de normal IL-17 [280, 281]. De manera similar, la sobreexpresion de IL-17 en lineas
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 endbgena es importante para la resistencia del huésped a los tumores; La actividad
antitumoral de IL-12 se ha comprobado ampliamente en modelos de cancer de raton, donde inhibe
la tumorigénesis e induce la regresion de tumores establecidos. Las principales actividades
antitumorales de IL-12 se basan en su capacidad para promover la inmunidad adaptativa Thl y las
respuestas de linfocitos CD8+ citotoxicos (CTL) (Figura 12) [283]. El IFN-y producido por
células Th virgenes también contribuye a la actividad antitumoral de IL-12. El IFN-y tiene un
efecto toxico directo sobre las células cancerosas y una actividad antiangiogénica. Sin embargo, el
uso de IL-12 en la terapia del cancer se ve obstaculizado por efectos secundarios toxicos graves,

principalmente debido a los niveles extremadamente altos de IFN-y que induce [283, 284].

IL-10

Los efectos de la IL-10 son dramaticamente opuestos a los de la IL-6, ya que la IL-10 es
inmunosupresora y antiinflamatoria [285]. La IL-10 inhibe la activacion de NF-xB a través de
mecanismos mal definido y en consecuencia, inhibe la produccién de citocinas proinflamatorias,
incluyendo TNF-a, IL-6 e IL-12[286, 287]. También se ha demostrado que la IL-10 modula la
apoptosis y suprime la angiogénesis durante la regresion del tumor [288]. La expresion de IL-10
en xenoinjertos de carcinoma de ovario y de mama inhibe el crecimiento y la diseminacion del
tumor [289]. Se sugiri6 que un mecanismo por el cual IL-10 inhibe el crecimiento tumoral
depende de la regulacion a la baja de la expresion del MHC de clase I, lo que conduce a una
mayor lisis de células tumorales mediada por células NK [288]. La inhibicion del estroma tumoral
contribuia a la actividad antiangiogénica de IL-10 [290]. La capacidad de IL-10 para regular
negativamente la produccion de VEGF, TNF-o e IL-6  también podria 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 progresiéon del tumor. Tras la infeccion por patégenos, las células mieloides activadas producen

citocinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias. Ademas 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 supresion de las respuestas CTL

antitumorales mediada por Treg y la induccién de respuestas mediadas por células Th17 inflamatorias contribuyen a la

progresiéon del tumor. Paraddjicamente, la IL-10 puede mediar los efectos antitumorales de las Treg. IL-23, TGF-B, IL-6 y

TNF-a promueven el desarrollo de células Th17, que tienen un papel central en la coordinacion de respuestas inflamatorias

cronicas. IL-23 puede inducir la liberacion de IFN-y e IL-12 de las células T activadas, TNF-a e IL-12 de las APC e IL-17 de las

células Th17. En ciertos casos, las células tumorales podrian producir citocinas como TNF-a 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 estd compuesto por células malignas, sino también por
varios subconjuntos de células del sistema inmunolédgico y del estroma, elementos vasculares y la
matriz extracelular, que constituyen el llamado microambiente tumoral [291, 292]. La interaccion
bidireccional entre las células malignas del melanoma y los elementos del microambiente puede
contribuir a la inflamacion local al liberar diferentes factores solubles como citocinas (IL-1, IL-6,
IL-10 o TNF-a), quimiocinas (IL8, MCP-1, RANTES , GRO-a o IP-10) y factores de crecimiento
(FGF-2, PDGF, GM-CSF, VEGF o TGF-B)[293-295]. Algunos estudios han descrito que la
produccién de estos factores por las células de melanoma no solo puede tener efectos autocrinos
promoviendo la proliferacion y supervivencia de las células tumorales, sino que también puede
tener efectos paracrinos sobre otras células del microambiente, disefiando un medio local que
favorezca el proceso de tumorigénesis[296]. Ademas, las células del microambiente también
pueden producir factores como IL-8 o IGF-1 entre otros, que estimulan la migracién, proliferacion

y resistencia a la terapia de las células del melanoma[292, 294, 297].

Las evidencias acumuladas en los ultimos afios sugieren que la produccion constitutiva de
factores inflamatorios como IL-1B, IFN-y e IP-10 en pacientes con melanoma conduce a una
inmunosupresion local y sistémica, que se asocia con la progresion tumoral y metéstasis[293,
298]. De hecho, la inflamacion promotora de tumores se considera una de las caracteristicas
distintivas del inicio y la progresion del cancer[299]. En este contexto, podriamos considerar que
la produccion de factores inflamatorios por parte de las células tumorales da como resultado el
desarrollo de una red compleja y dinamica, que juega un papel fundamental en la patologia del

melanoma maligno.
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1.5. Tratamiento del melanoma

1.5.1.Reseccion quirurgica

Para los pacientes recién diagnosticados de melanoma primario , la extirpacion quirtirgica del
tumor y el tejido sano circundante es el tratamiento principal. La biopsia del ganglio linfatico
centinela se realiza en pacientes cuyos tumores tienen un grosor superior a 0,8 mm o son mas
delgados pero estan ulcerados (estadio pT1b o superior ). Si se encuentran células de melanoma en
los ganglios linfaticos centinela, se extirpan los ganglios linfaticos que drenan el area afectada
(regidn axilar para el miembro superior, region inguinal para la extremidad inferior) . En algunas
situaciones, los tumores metastdsicos también se pueden extirpar quirdrgicamente, pero el
tratamiento quirtrgico en el contexto de una enfermedad metastasica conocida no pretende ser

curativo y también requerira otras opciones de tratamiento [300].

1.5.2. Quimioterapia

Para los pacientes con enfermedad metastésica, el tratamiento quirtrgico por si solo no sera
curativo y las terapias con medicamentos es la siguiente linea de defensa. Hasta hace poco, las
Unicas opciones de tratamiento para los pacientes con melanoma metastasico eran la quimioterapia.
La idea de desarrollar tratamientos quimicos para el cancer, o quimioterapias, fue explorada por
primera vez a principios del siglo XX por Paul Ehrlich[300, 301]. Ehrlich teoriz6 que los agentes
quimicos podrian apuntar a subpoblaciones definidas de células, y con este fin desarrollo los

primeros agentes alquilantes primitivos[302, 303].

Los descubrimientos de farmacos mas recientes han mejorado enormemente el prondstico de
los pacientes con melanoma metastasico y a medida que se utilizan mas 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 multiples terapias dirigidas para combatir los defectos moleculares
presentes en el melanoma. Los mas 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 metastasicos e irresecables con mutacion de BRAF y
MEK][301, 304]. En el melanoma BRAFVY®E| ha habido un enfoque razonable para el uso de
inhibidores de BRAF con inhibidores de MEK. La combinacion ha dado lugar a altas tasas de
respuesta (70%) y una rapida induccion de respuesta y control de sintomas, con una supervivencia
libre de progresion de aproximadamente 12 meses[305-307]. Pero al mismo tiempo, la mayoria
de los pacientes desarrollan una resistencia secundaria en un periodo 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
farmacos y nuevas combinaciones de farmacos para intentar conseguir un efecto mas duradero

(Figura 14) [301].

51



Introduccion

uraf A@ @

[@Ebimetiﬁﬁ M
i:l‘ametmlh Cell growth
/ Proliferation

Sur\rwa!

MELANOMA

Figura 14. Tratamiento médico del melanoma. Los enfoques terapéuticos para el tratamiento del melanoma se basan en
inhibidores de la proteina quinasa de serina / treonina y los nuevos inhibidores de puntos de control inmunolégico. 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
inmunolégico 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, proteina adaptadora SHC; Grb2,
crecimiento proteina 2 unida al receptor del factor; RAS: protooncogén GTPasa de RAS; BRAF, protooncogén B-Raf; C-RAF:
protooncogén RAF-1; MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos; ERK, proteina quinasa 1 activada por mitégenos;
MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; TCR, receptor de células T; PD-1, proteina 1 de muerte celular programada;
PD-L1, ligando 1 de muerte programada; APC, célula presentadora de antigeno; B7-1 /2, CD80 / CD86; CTLA-4, antigeno de
linfocitos T citotdxicos 4. ( Leonardi et al. Int J Oncol 2018;52: 1071-1080.)
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1.5.4.Inmunoterapia

Los tratamientos mas eficaces para el melanoma metastasico hasta la fecha son los
inhibidores de puntos de control inmunitarios, el primero de los cuales fue aprobado para uso
clinico en 2011. El bloqueo de los puntos de control inmunitarios en el melanoma o en otros
tumores solidos se realiza mediante el tratamiento con anticuerpos monoclonales contra PDI,
PD-L1 / 2 y CTLA- 4 (Figura 15)[309-311]. La proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos
(CTLA-4) es un punto de control inmunologico que actiia 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 uniéon 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 union a los ligandos respectivos y la sefial correspondiente que causa tolerancia, lo

que permite la estimulacion de una respuesta inmune[312, 315].

Hay tres farmacos inhibidores del punto de control inmunolégico 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 farmacos de anticuerpos
PD-L1 / 2 actualmente en ensayos clinicos, y algunos que han sido aprobados para uso clinico,

aunque no para el melanoma[315].

El tratamiento con iplimumab mostr6 una supervivencia duradera de hasta 10 afios en el 20%
de los casos; en comparacion con la tasa de supervivencia media de menos de un afio 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 metastasico y una
supervivencia general de 74% a los 12 meses[316]. El tratamiento con nivolumab mostr6 una
tasa de respuesta de ~ 40% con una tasa de supervivencia general a los 12 meses del 73% en
comparacioén 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 progresion[318].
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Figura 15. Regulacién de la respuesta de las células T por CTLA4 y PD1. (A) La activacion de las células T por las células
dendriticas requiere la sefalizacion de los complejos MHC y CD28. La unién de CTLA4 a B7-1 / 2 (CD80 / 86) suprime la
activacion de las células T y actia como un mecanismo de retroalimentacién para prevenir la respuesta inmune en curso. La
unién al complejo MHC de clase | en las células del melanoma conduce a la activacion de las células T. Después de la
activacion persistente, las células T regulan positivamente la expresion de PD-1. Cuando PD-1 se une a PD-L1/ 2 expresado
por las células tumorales, esto conduce a la desactivacion de las células T. (B) Los anticuerpos contra CTLA4, PD1 o PD-L1/
2 evitan la unién a ligandos asociados que conducen a la activacién de las células T y la estimulacién de una respuesta
inmune frente a las células tumorales. Abreviaturas: DC, célula dendritica; CTLA4, antigeno 4 de linfocito T citotdxico; 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 farmacos inhibidores de los puntos de control inmunoldgico necesitan
biomarcadores y predictores mas precisos para la respuesta al tratamiento y la deteccion de
eventos adversos relacionados con el sistema inmunitario. Actualmente se estan investigando
mediadores  relacionados con la inmunidad como factores que promueven o bloquean la
respuesta a la inmunoterapia contra el cancer y pueden proporcionar informacion sobre la
respuesta inmunitaria subyacente al tumor[319]. Las citocinas y quimiocinas son cruciales para
facilitar el reclutamiento y la activacion de subconjuntos especificos de leucocitos dentro del
microambiente de los canceres de piel[320]. Los mecanismos exactos de c6mo operan estos
mediadores, tanto inmunoldgicos como no inmunoldgicos, en el microambiente tumoral es un area
de investigacion activa y sus niveles pueden ser biomarcadores fiables de las respuestas a la

inmunoterapia del cancer[321].
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El factor de crecimiento de células T prototipico, la IL-2 y la principal citocina
antiinflamatoria, la IL-10, han tenido sorprendentemente poca correlacion con las tasas de
respuesta clinica reales, posiblemente debido a la naturaleza transitoria de expresion 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 clinicos 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.
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Table 4: continuado
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Tabla 4: continuado

Tratamiento Categoria de Biomarcador Resultado asociado Resumen del estudio ~ Referencia
biomarcador
PD-1 expresion génica del IFNG, STAT1, CCR5,  Firma relacionada con el 19 pacientes; biopsias de [335]
tejido tumoral sistema inmunitario mediante tumores antes del

CXCL9, CXCLI10,
el uso de ARN de muestras  tratamiento; validado en

CXCLI11,1IDO1, PRF1, tumorales iniciales que se 62 pacientes con
correlacionan con el beneficio melanoma
GZMA, MHCIT
clinico

HLA-DRA, CXCRS,

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 inmunoldgico se comuniquen en distancias cortas[336]. La
terapia con citocinas para activar el sistema inmunologico de los pacientes con cancer ha sido una
modalidad de tratamiento importante y sigue siendo un factor clave para la investigacion clinica
actual del cancer[337]. El interferon alfa (IFN-o) esta 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) esta aprobada para el tratamiento del
melanoma y el cancer de células renales metastasico, pero ambos agentes se utilizan actualmente
con menos frecuencia con el desarrollo de los nuevos agentes farmacoldgicos. El factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), IFN gamma (IFN-y), IL-7,
IL-12 e IL-21 se evaluaron en ensayos clinicos y siguen siendo parte de ciertos ensayos de
investigacion. Se han completado los ensayos con la tan esperada IL-15 y se han iniciado estudios
de combinacién 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 preclinicos. A menudo se asocian con toxicidades severas que limitan la dosis que
son manejables con la dosificacion 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 especifica del tumor. Para sortear estos impedimentos, las
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citocinas se estdn investigando clinicamente con nuevos preparados de citocinas modificadas
(superquinas), proteinas de fusion quiméricas de anticuerpos y citocinas (inmunocinas), vacunas
contra el cancer, inhibidores de puntos de control y anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
cancer 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-a

En multiples 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
metandlisis de 7 ensayos aleatorizados, el IFNa produjo una mejor supervivencia estadisticamente

significativa que los que incluian hidroxiurea o busulfan[344].

Un ensayo de fase II que contenia IFN o con el anticuerpo anti-CTLA-4, tremelimumab, en
pacientes con melanoma avanzado arrojé una tasa de respuesta global (ORR) del 24% con

remisiones duraderas y evidencia de regulacion a la baja de los mecanismos inmunosupresores del

huésped [345].

GM-CSF

El GM-CSF es producido por monocitos, células T, fibroblastos, células endoteliales,
macrofagos y células estromales, lo que estimula la supervivencia de la colonia hematopoyética
que forma células de los linajes de neutréfilos, eosinofilos, macrofagos, megacariocitos y
eritrocitos. También estimula la presentacion de antigenos al sistema inmunologico mediante
efectos directos sobre las CD y los macrofagos con la induccion de la expresion de las moléculas
del MHC de clase II en estas células. En un estudio con ratones , la transfeccion de células de
melanoma B16 con vectores retrovirales recombinantes que expresan casi todas las citocinas

estimulantes conocidas, moléculas coestimuladoras o moléculas de adhesion, GM-CSF, mostro la
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mayor eficacia [346].

El tratamiento del melanoma autélogo transfectado con GM-CSF se evaluo en varios ensayos
y produjo una infiltracion constante de los depositos tumorales por CD activadas, linfocitos CDS +,
células B y, curiosamente, eosinofilos y células plasmaticas que causaron una destruccion tumoral
apreciable, pero también produjeron cicatrices prominentes que contribuyeron a una baja tasa de
respuesta clinica [346-348]. Se evalu6 el GM-CSF como tratamiento adyuvante para el
melanoma en estadio III / IV completamente resecado, pero los datos de varios ensayos clinicos

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 1L-23, IL-27 e 1L-35[283]. LA IL-12 consta de subunidades p35 y
p40, esta ultima compartida por IL-23 y se secreta principalmente a partir de APC en respuesta a
patégenos. 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
duracion 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 diferenciacion de células B en células plasmaticas, en el
desarrollo de células T auxiliares foliculares (Tth), promueve el desarrollo de células Thl7 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 preclinicos que
mostraron inhibicion 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 comun y (CD132) de la familia de la 1L-2,
producida por células epiteliales y del estroma no hematopoyético: células del estroma de la
médula osea, células epiteliales del timo MHC II +, células epiteliales del higado e intestinales,

queratinocitos, CD foliculares, células del musculo liso y a veces, por DC y macréfagos.

Se llevaron a cabo dos ensayos de escalada de dosis en fase I en el Instituto Nacional del
Cancer. El primero en humanos fue un ensayo de escalada de dosis que administré 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 mas reciente, los pacientes con neoplasias malignas no
hematologicas incurables fueron tratados con dosis crecientes de SC rhIL-7 (3 a 60 mcg / kg)

administradas en dias alternos durante 2 semanas sin evidencia de actividad clinica[353, 354].

1.5.5.Vacunas

Con un conocimiento cada vez mayor del papel del sistema inmunoldgico en el desarrollo y
la progresion del melanoma, se estan 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 categorias principales dependiendo de su contenido: células de
melanoma, células dendriticas cargadas con Ags de melanoma, péptidos antigénicos de melanoma
y las vacunas basadas en vectores virales. Sin embargo, la mayoria se encuentra actualmente en la
fase de prueba y aun no se han obtenido resultados prometedores. Los estudios mas 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 especifica que implica el uso de componentes de células de melanoma o
células de melanoma de tumores recién resecados obtenidos durante la cirugia. Las células

tumorales pueden tener su origen en el paciente, otro donante o varios donantes[356].
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Una estrategia para la induccién de linfocitos antitumorales es el uso de vacunas. Sin
embargo, la mayoria de las vacunas probadas hasta la fecha se han basado en proteinas o células
que son mas eficaces como antigenos y estimulan la produccion de células CD4 + en lugar de
células CD8 +. La proteina 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 transfecté una linea
celular de melanoma (M20) con HLA-A2 (A2) y luego con un plasmido que codifica 4-1BBL
(BBL) y se utiliz6 para el desarrollo de una vacuna. Se demostrd que esta vacuna M20 / A2 / BBL
aumenta la produccion de IFN-y entre 4 y 6 veces la de una M20 transfectada con A2 (M20 / A2),
lo que indica que la proteina BBL es un potente activador de la respuesta inmune a través de los

linfocitos CD8[357].
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tabla 5: continuado

6MHP: 6 péptidos auxiliares de melanoma; BMDC: células dendriticas derivadas de la médula 6sea; CT: quimioterapia; DA
reguladores de IFN; DTIC: dacarbazina; HM: micelas hibridas; IM: intramuscular; IP: intraperitoneal; IM: inmunoterapia;
temozolomida subcutdnea (Rodriguez et al. Mediators Inflamm 2017;2017: 3264217)
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Vacunas basadas en células dendriticas. Las células dendriticas son células presentadoras
de antigenos potentes y eficaces y tienen una alta capacidad para inducir la inmunidad de las
células T mediante la estimulacioén de la sintesis y liberacion de citocinas proinflamatorias y la
estimulacion de las respuestas de las células T citotoxicas. Sin embargo, las vacunas basadas en
células dendriticas atin no son completamente efectivas ya que los tumores tienden a residir en
microambientes inmunosupresores que reducen su efectividad. Verma et al. utilizaron células
dendriticas como vacunas para aumentar la resistencia del huésped en pacientes con melanoma.
Las células dendriticas se incluyeron en una matriz de fibrindgeno y trombina (beDC) y mostraron
una produccion elevada de IFN-y cuando se activaron por antigenos y citocinas asociados a
tumores (Figura 16)[361].
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Figura 16. Diferentes vehiculos podrian unirse a antigenos tumorales y adyuvantes dando como resultado la presentacion de
antigenos a las células dendriticas (DC). Una vez que estos vehiculos se absorben, tanto el antigeno como el adyuvante se
liberaran y degradaran, lo que conducira a la aceleracion de la maduracion de las CD y de las moléculas de MHC ubicadas en
la superficie celular que presentan el antigeno. Esto permitira la unién a las células T CD8 + que se activan, proliferan y

generan una respuesta antitumoral. MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; TCR: receptor de células T (Rodriguez

et al. Mediators Inflamm 2017;2017: 3264217).

Vacunas peptidicas. 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 neoantigenos tumorales (péptidos
inmunogénicos) resultantes de mutaciones somaticas pueden ser inmunolédgica y terapéuticamente
efectivas. En ambos estudios, los tumores de cada paciente se sometieron a secuenciacion del
exoma completo y del transcriptoma, seguida de la prediccion del neoantigeno peptidico
especifico par los antigenos 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 neoantigenos de péptidos largos por paciente utilizando
adyuvantes para el receptor tipo toll 3 [TLR3] y la proteina 5 [MDA-5] . En Sahin et al. (2017), se
utiliz6 una vacuna personalizada basada en ARN para tratar a 13 pacientes con melanoma en
estadio III-IV. Aunque Ott et al. (2017) prioriza la prediccion de péptidos presentados por las
moléculas HLA de clase I y Sahin et al. (2017) prioriza la prediccion de HLA de clase II, ambos
usan vacunas de péptidos largos dejando al  procesamiento de péptidos de la célula y a la
maquinaria de presentacion de antigenos la capacidad de definir en Gltima instancia qué porcion

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 exploracion y
expansion. En primer lugar, ambos demuestran que las vacunas de neoantigenos 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, especificas de los neoantigenos. En tercer lugar, la
vacunacion puede provocar respuestas especificas frente a los neoantigenos a partir de células T
virgenes ademas de aumentar la inmunidad preexistente. En cuarto lugar, y de manera crucial,
estos trabajos proporcionan evidencia clinica preliminar de que la vacunacion personalizada con
neoantigenos puede dirigir la inmunidad terapéutica antitumoral de forma especifica. A medida
que las mejoras tecnoldgicas aceleran el ritmo con el que se pueden sintetizar las vacunas de
neoantigenos[371], los estudios de fase posterior pueden demostrar la eficacia en el melanoma y
mas alla, con una mejora potencial mediante la administraciéon del bloqueo de puntos de control

inmunoloégico[370, 372].

Adicionalmente, Iversen realizo 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 macréfagos (GM-CSF) como adyuvantes) mas el agente
quimioterapéutico temozolomida ( TMZ). De los 31 pacientes inscritos con melanoma en estadio
IV, 15 fueron evaluados como positivos para la expresion de HLA-A2. Los datos clinicos
preliminares de 7 pacientes mostraron que 2 tuvieron remision parcial, 3 tuvieron enfermedad
estable durante 3 meses o mas y 2 mostraron progresion de la enfermedad con la aparicion de

nuevas lesiones[363].

Ademas, Hu et al. [295] vacunaron a pacientes de melanoma en estadio IV con 6 péptidos de
14-23 aminoacidos de diferentes antigenos 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 afios fueron més altas en el 38% y el 41%
de los pacientes vacunados, respectivamente, en comparacion con los de los grupos de control
emparejados. Ademas, el 65% de los pacientes vacunados desarrollaron una respuesta inmune
especifica a 6MHP en la sangre periférica, y sus tasas de supervivencia a 1 y 5 afios fueron 28% y
24% mas 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 oncoliticos debido a su capacidad para activar
el sistema inmunoldgico contra tumores mediante la produccion de citocinas u otras moléculas

inmunomoduladoras. [373].
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2. Hipotesis

68



UNIVERSIDAD
: DEGRANADA

El melanoma requiere la produccion de una serie de factores solubles, citocinas , quimiocinas
y factores de crecimiento o angiogénicos para poder invadir la dermis y los vasos sanguineos en
la fase de diseminacion metastasica. El microambiente tumoral donde puede existir un infiltrado
inflamatorio, responde al melanoma también con la secrecion 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 mayoria de los trabajos publicados sobre los niveles de factores
solubles en pacientes de melanoma analizan simultaneamente un reducido grupo de los mismos.
Seria por tanto de interés estudiar un amplio panel de estos factores para establecer patrones que
pudieran relacionarse con el grado de invasion local del melanoma y su progresion metastasica

para poder definir nuevas dianas terapetticas.

Ademas, en los ultimos afios, la cuantificacion de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento en suero se ha vuelto cada vez mas importante en el estudio del melanoma maligno
como posibles biomarcadores. Sin embargo no existen estudios para identificar la interrelacion 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
podria ser de gran ayuda para detectar y monitorizar la progresion 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 metastasico.
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.Objetivos.

70



UNIVERSIDAD
: DEGRANADA

1: Estudio de los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en

sobrenadantes de cultivos celulares de melanoma y en los sueros autélogos de los pacientes.

1. Analizar el patrén de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento producidos por el

melanoma premetastasico y metastasico en el sobrenadante de los cultivos de lineas de melanoma.

2. Detectar que factores solubles de los encontrados en el sobrenadante de las lineas de
melanoma aparecen en el suero autélogo de los pacientes de cuyos melanomas se han obtenido las

lineas 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, metastasico 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 Indice de Breslow.

3. Analisis de la posible asociacion de los niveles de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento en el suero de pacientes con el melanoma maligno humano metastasico y las

mutaciones de BRAF.

4. Determinar si algin factor soluble de los analizados tiene valor predictivo en cuanto a la

supervivencia de los pacientes de melanoma.
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4. MATERIAL Y METODOS
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4.1.Pacientes.

1. Pacientes de melanoma para el establecimiento de las lineas celulares y la obtencion de

suero autélogo.

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, Espafia. La edad media de los pacientes fue de 56 afios (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 mas comun fue el melanoma de extension superficial
(50%; 5/10), seguido del melanoma metastasico (40%; 4/10). Solo un paciente (10%; 1/10) tenia

melanoma nodular.
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Tabla 6Pacientes y caracteristicas clinicas.

Las muestras de melanoma para la obtencion de las lineas 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 nimero de mitosis / mm2 (promedio de 8 mitosis / mm2

aproximadamente). El segundo grupo (MEC2) incluy6 a 4 pacientes con melanomas metastasicos.

Todos los datos de los pacientes se obtuvieron de las historias clinicas. El estudio se realizo
de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y los Comités de Etica Institucional aprobaron el
proyecto. Los datos de los pacientes se anonimizaron y se obtuvo el consentimiento informado por
escrito para la recoleccion 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 segun los criterios del
sistema de estadificacion TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC 2018), a través
del Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada, Espatia.
Los criterios de exclusion fueron los siguientes: enfermedad cardiaca, 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 tenian
indicios de enfermedades relacionadas con el sistema inmunoldgico. Se recolectaron muestras de
todos los sujetos desde 2013 hasta 2017. Se obtuvieron las muestras de los pacientes antes de la
escision primaria del melanoma o de las metastasis. Todos los sujetos dieron su consentimiento
informado por escrito antes de la recoleccion de la muestra. El protocolo del estudio fue aprobado
por la junta de revision institucional del hospital y el comité de ética. Las caracteristicas

clinico-patoldgicas de los pacientes se resumen en la tabla. 7.
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Tabla 7Pacientes y caracteristicas clinicas.
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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 flebotomia estandarizados. Los procedimientos y estandares operativos se
mantuvieron durante toda la recoleccion 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 centrifugacion, se dividieron en alicuotas y se almacenaron a
-80 ° C antes del analisis. La extraccion sanguinea se realizd en quirdfano justo antes de la

extirpacion del melanoma primario o de las metéstasis.

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
mecanicamente en placas de Petri y se sembraron en frascos de cultivo estériles de 25 ml que
contenian 5 ml de medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con glutamina
(2 mM), ampicilina (500 pg / ml), gentamicina (40 pg / ml) y 10% de suero fetal bovino (FBS).
Los matraces de células de cultivo se mantuvieron a 37 © C en una atmosfera humidificada que
contenia un 5% de CO2, hasta alcanzar una confluencia del 80-90%. El medio de cultivo se
cambié cada 48 horas y se controld 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 -80°C 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 neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
factor de crecimiento epidérmico (EGF), eotaxina, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2),
factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), proteina oncogénica
relacionada con el crecimiento-o (GRO-a), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), interferén
(IFN) -a, IFN-y, interleucina (IL) -1RA, IL-1a, IL-1B, 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, 1L-22, 1L-23, IL-27, IL-31, proteina 10
inducible por IFN-y (IP-10, CXCL10) , factor inhibidor de la leucemia (LIF), proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), proteina inflamatoria de macréfagos tipo 1B (MIP-1p,
CCL4), MIP-1a, NGF-B, 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-1a), factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), TNF-B, factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) y

VEGF-D.

Para la determinacion de la concentracion de la muestra se utilizé una curva estandar que
variaba de 1,2 a 20 000 pg / ml. Se prepararon series de dilucion cuadruple 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 pl de muestra o 25 pl de estandares. Posteriormente, se
cargaron estandares, muestras y blancos en microplacas de 96 pocillos como duplicados. Después
de la carga, los estandares y las muestras se incubaron con las bolitas durante 60 min a
temperatura ambiente. Las bolitas se lavaron tres veces y se afiadié una mezcla de anticuerpos de
deteccion y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Por tltimo, tras la incubacion, se
volvieron a lavar tres veces las bolitas y se afiadid el reactivo de deteccion durante 30 min a

temperatura ambiente. Para leer la placa, las bolitas se lavaron tres veces y se resuspendieron en
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tampon de lectura. Las mediciones se realizaron utilizando la tecnologia Luminex ™ 200
(Luminex ™ Copr., Austin, TX, EE. UU.). Las calibraciones y validaciones se realizaron antes de
las ejecuciones y mensualmente, respectivamente. Se calculd la intensidad de fluorescencia media

a partir de duplicados de cada muestra para determinar el limite de deteccion.

4.5. Analisis estadistico

Estudio casos control : Se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para analizar la normalidad de
las distribuciones. Cuando los datos no mostraron una distribucién normal, se realizaron analisis
estadisticos no paramétricos. Se utilizo 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 comparacion multiple
de Dunn para determinar las diferencias entre donantes sanos, melanoma primario y melanoma
metastasico. Se utilizo el coeficiente de correlacion de rango de Spearman para evaluar la
correlacion entre el grosor de Breslow de 53 pacientes con tumores primarios y la concentracion
de citocinas séricas. La relacion entre las concentraciones de citocinas y las tasas de supervivencia
de cada citocina se estratifico en dos grupos segun la concentracion media. El tiempo de
seguimiento se definié desde la fecha de extraccion de sangre de la muestra analizada hasta la
fecha de seguimiento final o fallecimiento a través de la historia clinica del hospital. Se utilizaron
curvas de Kaplan-Meier para el analisis de supervivencia. Se consideraron significativos los
valores de p <0,05. Los datos se analizaron utilizando programas de software estadistico
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 autélogos : 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 + desviacion estandar o mediana y
rango intercuartilico 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, seglin la distribucion de los datos. Diferencias
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con P <0,05 (*); P <0,01 (**) y P <0,001 (***) se consideraron estadisticamente significativos.
Los valores resultantes se analizaron estadisticamente y se trazaron utilizando el software
estadistico SPSS version 25.0 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, EE. UU.) Y Graph Pad Prism

version 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.).
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5. Resultados
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5.1.Analisis de factores solubles en cultivos de lineas

de melanoma

Para definir el perfil de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento producido por
melanoma premetastasico y metastasico, medimos el nivel de concentracion de 45 factores
solubles en el sobrenadante de 6 lineas de melanoma premetastasico derivadas de pacientes con
indice de Breslow> 0.75 mm y con alto nimero de mitosis / mm 2 (MEC1) y 4 lineas celulares
de melanoma metastasico (MEC2). Entre los 45 factores solubles analizados, 18 estaban por
debajo del minimo limite de deteccion en la mayoria de las muestras, y fueron excluidos del
analisis (IL-1a, IL-1B, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL- 17A, IL-21, IL-22, IL-23,
IL-27, IFN-a, TNF-B, EGF, PDGF-BB y VEGF-D). Las 27 proteinas restantes analizadas se
detectaron con un patrén similar en el sobrenadante de ambos cultivos de lineas de melanoma.
Este patron incluye: 10 citocinas proinflamatorias (IL-2, IL-6, 1L-4, IL-7, IL-8, 1L-18, IL-31,
IFN-y, LIF y TNFa), 8 quimiocinas ( Eotaxina, GRO-a, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-1§,
RANTES y SDF-1), 8 factores de crecimiento (BDNF, FGF-2, GM-CSF, HGF, NGF- B, PIGF -1,

SCF y VEGF-A) y 1 citocina anti-inflamatoria (IL-1RA).

Cuantitativamente, las 27 proteinas comunes para ambos cultivos establecidos se dividieron
en cuatro grupos arbitrarios segun su concentracion (Tabla 8): (I) Nivel A. Grupo de alta
concentracion (> 500 pg / ml) formado por VEGF-A, IL-6, MCP-1, IL-8 y SDF-1. (II) Nivel B.
Concentracion intermedia (50090 pg / ml) compuesta por HGF, MIP-1B, GRO-a y LIF . (III)
Nivel C. Grupo de baja concentracion (70-14 pg / ml), donde podemos encontrar IL-1RA, IL-4,
IL-31, IL-2, TNF-0, FGF-2, MIP1-a, PIGF-1, BDNF y NGF-B. Es importante resaltar que
RANTES (25 pg / ml) en MECI se incluye en este tercer grupo, sin embargo, para MEC2,
RANTES (4.5 pg / ml) pertenece al cuarto grupo. Finalmente, (IV) Nivel D. Concentracion muy

baja (<14 pg / ml), que comprende GM-CSF, IP-10, SCF, Eotaxina, IL-7, IL-18 e INF-y.
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Tabla 8.Concentracion de factores solubles en sobrenadantes de cultivos
establecidos de melanoma premetastasico (MEC1) y metastasico (MEC2)

Nivel A >500 pg/ml >500 pg/ml

Nivel B 500-90 pg/ml 500-90 pg/ml

Nivel C 90-14 pg/ml 90-14 pg/ml

Nivel D <14 pg/ml <14 pg/ml

Estos factores se dividieron en cuatro grupos: (A) concentracion alta, (B) concentracion intermedia, (C) concentracion baja y
(D) concentracion muy baja. Los datos se presentan como mediana con rango intercuartilico 25-75 (variables no
paramétricas) o media + desviacién estandar (variables paramétricas). Todas las concentraciones se enumeran en pg / ml. Se

considerd estadisticamente significativo un valor de p <0,05.
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alndependent 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-B (P = 0.008) fueron

significativamente mas altos en MEC2 en comparacién con MEC1 (Figura 17).
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Figura 17. Analisis comparativo de factores solubles producidos por cultivos establecidos derivados de melanomas

premetastasicos con mas de 0,75 mm de indice de Breslow y alta tasa mitética (MEC1) y melanomas metastasicos (MEC2).

Los valores p se obtuvieron utilizando @Mann—Whitney U test o *Independent students’ samples t-test.
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5.2.Analisis de factores solubles en suero autologo de

pacientes con melanoma y controles sanos

Cuando se analizaron muestras de suero autologo derivadas de pacientes premetastasicos
(PM) (cuyos melanomas han dado origen a las lineas MECI1), pacientes con melanoma
metastasico (MM) (a partir de cuyas metéstasis se han establecido las lineas MEC2) y sueros de
sujetos de control , se observd que aproximadamente la mitad de los factores solubles totales
analizados (46,6%; 21/45) estaban por encima del limite de deteccion (Tabla 9). Cuando
comparamos el perfil de produccion entre muestras de suero autdlogo (Tabla 9) y muestras de
sobrenadante (Tabla 8), encontramos que la mayoria de los factores solubles (19/27) detectados en
el sobrenadante también se detectaron en sueros autdlogos de pacientes. Sin embargo, 1L-2, IL-4,
IL-8, IL-31, FGF-2 y GROa no se encontraron en muestras de suero autélogo ni en controles
sanos. PDGF -BB y EGF solo se encontraron en pacientes con melanoma autélogo y suero de
sujetos de control, pero no en muestras de sobrenadantes de cultivo (Tabla 9). En suero autélogo
de MM, no se detectaron GM-CSF y NGF-p, sin embargo, estos factores tenian una concentracion

muy baja en las muestras de suero de PM y control (datos no proporcionados).
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Tabla 9.Analisis comparativo de factores solubles producidos en muestras de suero de melanoma

metastasico (PM) y metastasico (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 0.0122 413.6 £ 61 <0.001°
MIP-1 beta 117.3 (78.5-193.2)  247.8 (213.6-359.7) 0.001° 271.8 (226.6-309.6) 0.003°
HGF 287 + 140.2 435.8 £166.7 0.0172 3422+ 117.9 ns?
PIGF-1 1 (0.8-1) 17.2 (8.3-31.6) <0.001° 12.5 (2.9-13.5) ns®
Perfil B
BDNF 736.3 + 201 147.5 (46.3-444.5) <0.001> 32.9(15.1-346.3) <0.001°
EGF 72.1 (28.1-99.2) 68.5 +73.6 ns? 25.7 (10.9-32.5) 0.048°
Eotaxin 72.3+33.3 46.5+38.5 ns? 19.2+16.3 0.003*
IP-10 17 (13.4-23.3) 14.9 (7.7-33.5) ns® 10.4 (7.3-15.1) 0.016°
Perfil C
SDF1 594.8 (528.3-689.6) 515.7+212.8 ns? 532+£71.6 ns?
VEGF-A 296.9 (159.1-386.4) 394 (277.2-632.8) ns® 159 (75.3-476.9) ns®
MCP-1 179.8 (122.6-271.9)  107.8 (79.2-268.6) ns® 177.4 (83-216.3) ns®
IL-1RA 149.4 (102.6-209.8) 103 (81.1-296.6) ns® 109.3 (71.2-166.1) ns®
IL-18 39 (27.6-52.9) 24.4+20.4 ns? 27.6 (12.8-45.4) ns®
RANTES 38.5(35.8-45.1) 51.9 (36.6-73.7) ns® 51.3(29.7-68.2) ns®
MIP-1 alpha 5.7 (3.2-10) 11.9 (6.9-16.8) ns® 8.7 (6-11.3) ns®
IL-7 6.3 (4.6-10.8) 9.7 (6.3-16.3) ns® 4.6 (3.6-9.4) ns®
LIF 1.6 (1.2-2.3) 4.2 (1.8-6.1) ns® 4.2 (24.8) ns®
IL-6 24 (24-2.4) 1.4 (0-3.5) ns® 2.6 (0.6-3.4) ns®
SCF 1.3 (1.3-1.3) 4 (0-6.9) ns® 2.1(1.2-3.2) ns®
IFN-gamma 1.9 (1.2-4) 2.2(1.2-3) ns® 1.6 (1.24.1) ns®
TNF-alpha 1.2 (0.7-1.2) 0.1(0-2.5) ns® 0.5 (0-2.5) ns®

El perfil A representa factores solubles, cuya concentracion es estadisticamente superior en PM y MM en comparacion con el
suero de HC. El perfil B esta formado por factores solubles, cuya concentracion es significativamente menor en PM y MM en
comparacion con el suero control. El perfil C estd compuesto por factores solubles sin diferencias estadisticas entre todos los
grupos. Los datos se presentan como mediana con rango intercuartilico 25-75 (variables no paramétricas) o media +
desviacion estandar (variables paramétricas). Todas las concentraciones se enumeran en pg / ml. Se consideré
estadisticamente significativo un valor de p <0,05.

alndependent students’ samples t-test.

bMann-Whitney U test.

*ns: no significativo (P > 0.05).

Cuando comparamos los resultados séricos de PM y MM vy 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 PIGIF-1 (P <0.001) se incrementaron

solo en PM. Por el contrario, el BDNF disminuy6 en pacientes con PM y MM (ambos P <0,001)
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en comparacion con el suero de control. Ademas, 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 concentracion para
SDF-1, VEGF-A, MCP-1, IL-1RA, IL-18, RANTES, MIP-1a, IL-7, LIF, IL-6, SCF, INF-y y TNF-
a. No se encontraron diferencias cuando se compar6 el panel completo de 21 factores solubles

solo entre pacientes con PM y MM (datos no proporcionados).
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Figura 18. Analisis comparativo de factores solubles producidos por suero premetastasico (PM) y melanoma metastasico
(MM) con muestras de suero de controles sanos. Los valores p se obtuvieron utilizando 2Mann-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 distribucion de los
estadios clinicos fue la siguiente: estadio I (n = 42); estadio II (n = 11); estadio III (n = 11); y
estadio IV (n = 8). Para investigar la participacion de citocinas y quimiocinas especificas 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 metastasico

(estadios I y IV, n = 19) entre si y con los controles sanos (n = 30).

A partir de estos analisis, se observaron concentraciones mas altas de VEGF-A, PDGF-BB,
IL-1RA, PIGF-1, IFN-y, TNF-a, MIP-1a y SCF (Figura 19, Tabla 10) en pacientes con melanoma .
Por el contrario, se observaron concentraciones mas bajas de BDNF, SDF-1a, MCP-1, Eotaxina,
EGF e IL-7 en el suero de pacientes con melanoma en comparaciéon 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 mads altas en el melanoma metastésico
(estadio III y IV) en comparacion con melanoma primario (estadio I y estadio II). Ademas, los
niveles de IL-1RA, PIGF-1, IFN-y y TNF-a se elevaron significativamente en pacientes con
melanoma primario y melanoma metastasico en comparacion con donantes sanos, pero no
mostraron diferencias entre el melanoma primario y el melanoma metastasico. Los niveles de
MIP-1a y SCF fueron significativamente mas altos en pacientes con melanoma primario en
comparacion con donantes sanos. Se observaron concentraciones reducidas de BDNF, SDF-1aq,
MCP-1, eotaxina y EGF en pacientes con melanoma primario y melanoma metastasico en
comparacion con sujetos sanos. Sin embargo, los niveles de estos factores solubles no difirieron
entre los pacientes con melanoma primario y con melanoma metastasico. Los niveles de IL-7
fueron significativamente mds bajos en pacientes con melanoma metastasico en comparaciéon con

los controles sanos.

No se observaron diferencias significativas en los niveles de LIF, IL-6, IP-10, HGF, MIP-1§,
IL-18, RANTES, IL-1B, VEGF-D, GRO-a, 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-a, IL-9, VEGF-D, TNF-f,
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NGFB, IL -23, IL-22 e IL-1a estaban por debajo del umbral de deteccion tanto en pacientes con

melanoma como en controles sanos.
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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) P*=0.029
Melanoma primario 487.93 (48.51~1290.95) P'=0.016
Melanoma de metastasis 713.74 (162.5~1474.77) P2=0.001
PDGF-BB

Donante sanos 218.10 (77.95~401.93) P*=0.021
Melanoma primario 360.45 (71.02~990.06) P'=0.001
Melanoma de metastasis 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) P'<0.001
Melanoma de metastasis 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) P'<0.001
Melanoma de metastasis 13.48 (0.91~38.53) P2<0.001
IFN-y

Donante sanos 1.80 (0.61~6.86)

Melanoma primario 7.32 (0.65~25.86) P'<0.001
Melanoma de metastasis 7.43 (1.13~32.85) P2<0.001
TNF-a

Donante sanos 0.97 (0.41~2.9)

Melanoma primario 2.37 (0.23~7.53) P'<0.001
Melanoma de metastasis 2.45 (0.46~7.93) P2<0.001
MIP-1a

Donante sanos 5.877(0.19~20.11)

Melanoma primario 10.37 (0.59~39.91) P'=0.014
Melanoma de metastasis 9.90 (2.72~24.59)

SCF

Donante sanos 4.00 (0.67~8.23)

Melanoma primario 6.95 (0.77~43.51) P'=0.007

Melanoma de metastasis

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).

p': diferencias significativas entre donantes sanos y pacientes con melanoma primario.

p*: diferencias significativas entre donantes sanos y pacientes con melanoma metastasico.

p?: diferencias significativas entre pacientes con melanoma primario y melanoma metastasico.
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Tabla 11. Factores solubles que muestran niveles reducidos en pacientes con melanoma frente a controles sanos.

BDNF

SDF-1a

MCP-1

Eotaxin

EGF

IL-7
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Figura 19 Analisis de los niveles de citocinas en las muestras de suero de pacientes con melanoma y controles sanos. Se
recogio suero de 53 pacientes con melanoma primario y 19 pacientes con melanoma metastasico y se comparé con el suero
de 30 donantes sanos. Las mediciones se realizaron utilizando el sistema de inmunoensayo de 45 plex. (A) citocinas que
muestran concentraciones mas altas en pacientes con melanoma en comparacién con donantes sanos. (B) citocinas que
muestran concentraciones mas bajas en pacientes con melanoma en comparaciéon con donantes sanos. Las lineas

horizontales indican la mediana de cada grupo.

5.4.Concentraciones de citocinas e indice de Breslow

El indice de Breslow es el predictor mas fuerte de la supervivencia del paciente y se puede
utilizar para definir la profundidad de la invasién tumoral desde el estrato granular hasta las
células de melanoma de penetracion mas profunda. Al utilizar el sistema de estadificacion del
melanoma AJCC para el melanoma primario, los tumores < 1.0 mm se designan como de bajo
riesgo con tasas de supervivencia a 10 afios del 92%; los tumores de 1.01 a 2.0 mm muestran tasas
de supervivencia a 10 afos del 80%; los tumores que miden 2.01-4.0 mm muestran tasas de
supervivencia a 10 aflos del 63%; y los tumores > 4 mm muestran tasas de supervivencia a 10 afios
del 50% [374, 375]. Identificamos 3 citocinas que se correlacionaron positivamente con el
aumento de indice de Breslow: TNF-a (p = 0.320, r = 0.019), IFN-y (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 correlaciond
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negativamente con el grosor de Breslow (Figura 20).
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Figura 20. Concentraciones de citocinas y indice de Breslow. Correlacion entre la concentracion (pg / ml) de factores solubles

en pacientes con melanoma primario (n = 53) y el indice de Breslow (mm). Los coeficientes de correlacién de Spearman (r)

muestran la fuerza de la correlacién. p <0.05 se consideré significativo.

5.5.Niveles de citocinas y BRAF

A continuacioén, investigamos la relacién entre los niveles de citocinas y el desarrollo de

melanoma metastasico (estadios III y IV). Las mutaciones de BRAF son las mas frecuentes

cn

pacientes con melanoma, y se recomienda su identificaciéon para pacientes con melanoma

avanzado para permitir la seleccion del régimen de tratamiento Optimo [376]. La cohorte del

estudio consistio en 19 pacientes con melanoma avanzado (11 con estadio IIl y 8 con estadio IV),

la mutaciones de BRAF se analizaron en 15 pacientes de los cuales 5 pacientes tenian BRAF

mutado y en 10 pacientes no presentaban mutaciones para BRAF (Wild Type). La concentracion

de citocinas se compard 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 distribucion que no era
normal. A partir de estos analisis, solo IL-7 (p = 0,019, Figura 21, tabla 12) tuvo niveles
significativamente mas 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)
IL-7 BRAF
20 - | p=0.019 |
|
154
£
on |
o 10+
O |
th ]
A -
0 =
BRAF mutated BRAF wide type

Figura 21. Anélisis 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 lineas horizontales indican la mediana de cada grupo.

5.6.Valores predictivos de los niveles de citocinas

después del analisis de supervivencia

La supervivencia relativa estandarizada por edad a 5 afios de los pacientes con melanoma tiene
diferencias significativas entre las diferentes regiones. En Europa, la tasa de supervivencia relativa
mas alta se encuentra en Irlanda del Norte (90,7%), la mas baja en Bulgaria (49,6%). Ademas, es
diferente entre las diferentes etapas del melanoma. En los Estados Unidos, la supervivencia
relativa a 5 afios para el melanoma primario sin compromiso de los ganglios linfaticos es del 98%

en pacientes con melanoma en estadio 1 y del 90% en estadio 2 [377]. En nuestro estudio, los
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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 analisis
estadistico de la supervivencia del paciente. Se demostré que MIP-1a (p = 0.03) y MCP-1 (p =
0.008) influyen en la supervivencia, y los pacientes con melanoma con las tasas de supervivencia

mas bajas muestran altas concentraciones de MIP-1a y MCP-1 (Figura 22). El resto de los factores

estudiados no se correlacionaron con la supervivencia de los pacientes de melanoma.
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Figura 22.Survival curves for melanoma patients based on the median levels of each cytokine.
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6. Discusion
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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 metastasicos)
tenian un perfil comun de 27 factores solubles caracterizados principalmente por la alta expresion
de VEGF-A, IL-6, MCP-1, IL-8 y SDF-1. Ademas, cuando comparamos los sobrenadantes,
observamos diferencias significativas en las concentraciones de VEGF-A, BDNF, FGF-2 y NGF-.
En los sueros autdlogos se detectaron 21 factores solubles, la mayoria de los cuales se habian
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-a solo se
expresaron en el sobrenadante de los cultivos de las lineas de melanoma. También se encontraron
diferencias significativas en PDGF-BB, MIP-1B3, HGF, PIGF-1, BDNF, EGF, Eotaxin e IP-10
después de comparar los sueros autélogos con los controles sanos. Segin esto, no se encontrd
correlacion cuantitativa entre los sobrenadantes de cultivos y las muestras de suero autologo, 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 bioldgica.

En el estudio realizado con muestras de suero de 72 pacientes, en comparacion con el grupo
control, los pacientes con melanoma tenian niveles mas altos de VEGF-A, PDGF-BB, IL-1RA,
PIGF-1, IFN-c, TNF-a, MIP 1o y SCF, pero niveles mas bajos de BDNF, SDF-1a, MCP-1,
Eotaxina, EGF e IL-7. Ademas, los niveles de TNF-a (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, = — 0.391) presentaron una
correlacion significativa con el espesor de Breslow. La IL 7 present6 niveles mas bajos en los
pacientes que portaban mutaciones de BRAF. Los pacientes de melanoma con niveles altos de

MIP-10 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 produccion de IL-6 e IL-8 en cultivos de melanoma

proporciona una sefial estimuladora en neutrofilos y fibroblastos, que facilitan la adhesion e
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invasion de las células del melanoma [378, 379]. Ademas, 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 proliferacion y supervivencia de las células endoteliales y regula
positivamente la expresion de metaloproteinasas de la matriz como MMP-2 y MMP-9, que pueden
mejorar la angiogénesis y metastasis tumorales [382, 383]. Por el contrario, LIF tiene roles
contradictorios segun el contexto. Puede inducir la detencion del ciclo celular, la apoptosis y la
inhibicion de las células del melanoma [384] o estimular el crecimiento del melanoma y la
estabilizacion del fenotipo [380, 385]. En nuestro trabajo no se detecta en el suero autdlogo ni en
los sueros de la cohorte de pacientes IL-8 lo que indica que esta citocina actia 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 autdlogos su concentracion es extremadamente baja.

Las células de melanoma también producen quimiocinas como GRO-a, MCP-1, MIP-1f y
SDF-1. GRO-a no solo esta involucrado en el crecimiento y metastasis del melanoma [386],
sino que también su produccion por células primarias de melanoma regula estos procesos de
manera paracrina [387]. Segun nuestros datos GRO-a estaria en una situacion similar a la IL8
porque s6lo se detecta en el sobrenadante de las lineas de melanoma. Ademas, se ha confirmado
que la presencia de MCP-1 y MIP-1f en el microambiente tumoral se expresa preferentemente en
tumores que contenian infiltracion de macrofagos y células T [388, 389]. La proteina
quimiotactica 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 activacion de macrofagos y monocitos durante la inmunidad antitumoral
[390].Estos 2 factores promueven un ambiente inflamatorio, induciendo la estimulacion de la
respuesta inmune mediada por células T [391]. Sin embargo, el mantenimiento a largo plazo de los
mismos mediadores crea condiciones de inflamacidn cronica que promueven el enriquecimiento y
la activacion de células inmunosupresoras (como las MDSC) y los factores que apoyan el
desarrollo, la invasion y la angiogénesis del tumor [388, 392]. Finalmente, se ha descrito que
SDF-1 modula la inmunidad tumoral, repele las células T citotoxicas a través de un mecanismo

denominado quimiorepulsion [393], asi como la invasion del melanoma a través de la regulacion
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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 analisis de
supervivencia. Encontramos que los niveles altos de MCP-1 y MIP-1a se relacionaron con tasas
de supervivencia bajas. MCP-1 se ha discutido en el parrafo anterior, La proteina-1 alfa
inflamatoria de macrofagos (MIP-1a) es una quimiocina de la familia RANTES que se
correlaciona negativamente con la supervivencia en pacientes con mieloma multiple [395]. En este
estudio, MIP-1a se correlaciond con las tasas de supervivencia de los pacientes con melanoma. En
estudios de aneurismas carotideos, se encontr6 que MCP-1 juega un papel importante en la
promocioén de la cicatrizacion del tejido inflamatorio intraaneurismatico que podria bloquearse con
anticuerpos MIP-la y MIP-2 [396]. Nuestros resultados sugieren que MIP-la y MCP-1 tienen
valor predictivo en el melanoma, y su papel como agentes terapéuticos potenciales ahora justifica

una mayor investigacion.

En cuanto a la produccion 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 mas potentes, que regula la angiogénesis y la permeabilidad vascular. Este
factor se ha asociado previamente con la adquisicion de un fenotipo agresivo con potencial
metastasico mejorado, asi como con la proliferaciéon, migraciéon e invasiéon de células de
melanoma [397-399]. El VEGF-A también se ha relacionado con la repolarizacion de linfocitos
Thl a Th2, que previenen la eliminacién de células tumorales en el melanoma metastasico [400].
La produccion aberrante de HGF contribuye a la tumorigénesis del melanoma maligno a través de
su receptor MET. La estimulacion del eje HGF-MET se ha descrito como un punto clave en la
transicion del epitelio al mesenquimal y la adquisicion de resistencia a farmacos, lo que sugiere

una tendencia hacia un peor prondstico para estos pacientes [401-403].

Ademas, 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 mas altos de VEGF-A, PDGF-BB, IL-1RA, PIGF-1,
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IFN-y, TNF-a, MIP-1a y SCF, pero niveles disminuidos de BDNF, SDF-1a, MCP-1, Eotaxin,
EGF e IL-7 en los pacientes de melanoma comparados con los controles. Entre ellos, VEGF-A y
PDFG-BB fueron mas altos en pacientes con melanoma avanzado (estadio III y IV) en
comparacién con pacientes tempranos (estadio I y II) y controles, y se correlacionaron
positivamente con el indice de Breslow. Se sabe que la sefializacion de VEGF-A estimula la
proliferacion celular y la formacion de neovasculatura que facilita el crecimiento tumoral, la
progresion de la enfermedad y los procesos metastasicos [404-406]. Los inhibidores de VEGF /
VEGFR, incluido bevacizumab, han sido aprobados en la terapia contra el cancer y pueden
mejorar el pronostico del paciente en canceres especificos. 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 musculo liso o
los macrofagos activados, y que puede estimular la proliferacion celular y la formacion de
capilares para promover la metastasis 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
produccion podria ser una respuesta sistémica al desarrollo de melanoma [407]. En este estudio,
fueron evidentes niveles mas altos de PDGF-BB en el melanoma metastasico en comparacion 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 mas de un factor
angiogénico puede mediar la progresion tumoral. Por lo tanto, los regimenes de tratamiento
antiangiogénico mas recientes deben centrarse en el uso de inhibidores multidireccionales para
bloquear simultaneamente varias vias angiogénicas. En este sentido, se ha informado de los
mayores beneficios de un bloqueo simultaneo de las vias VEGFR y PDGFR en modelos murinos

con el melanoma B16 . [407, 408].

Aqui, informamos que, ademds de la producciéon de VEGF-A, las células de melanoma
también producen BDNF, FGF-2 y NGF-B, que podrian ser esenciales en el proceso metastasico
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 progresion tumoral [409]. De acuerdo
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con nuestros resultados, este factor se ha encontrado significativamente mayor en pacientes con
metastasis ganglionares que en pacientes sin afectacion ganglionar [410]. Por el contrario, el
BDNF y el NGF-p 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
invasion al inducir la produccion 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 hematoencefalica, potenciando asi la extravasacion de células de melanoma con
potencial metastasico cerebral [412, 413].En nuestro estudio de la relacion entre los niveles de
citocinas y el indice de Breslow observamos niveles elevados de IFN-y, TNF-B y VEGF-A, y
niveles disminuidos de BDNF que se correlacionaron con un aumento del indice de Breslow.
Ademas el BDNF esta disminuido de forma significativa en los sueros de pacientes con melanoma
primario y en melanomas metastasicos La correlacion negativa del BDNF con el indice de
Breslow y su concentracion disminuida en pacientes de melanoma sugieren que tiene una
sfuncién protectora durante el desarrollo del melanoma. El BDNF es un mediador clave del eje
hipotalamo-adipocito, con estudios que indican que este eje neuroendocrino muestra funciones
anti-obesidad y anti-cancer en modelos animales de melanoma y céncer de colon. Un vector viral
de adenovirus se utilizd como vector del gen de BDNF para conseguir su sobreexpresion en
modelos de cancer de mama murinos, dando como resultado una reduccion importante de la
proliferacion de las células tumorales y de la angiogénesis lo que tuvo como resultado la
prevencion de metastasis. Desde entonces, se ha demostrado que el BDNF tiene importancia
terapéutica para una variedad de canceres [414, 415]. IFN-y y TNF -B también se elevaron en
pacientes con melanoma, observandose una correlacion positiva entre sus concentraciones y la

progresion tumoral, como se observo en los casos de melanoma uveal [416-418].

Solo la IL-7 mostrdo niveles mas bajos en pacientes con mutaciones de BRAF. La
concentracion de IL-7 disminuy6 con el estadio del tumor, aunque las diferencias significativas en
su produccion se limitaron a los melanomas metastasicos en comparacién 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 metastasico se ha descrito como una inmunoterapia util. Por lo tanto, la
disminucién de los niveles de IL-7 puede facilitar el desarrollo del melanoma y la diseminacién
metastasica. Si bien la IL7 es un importante candidato a inmunomodulador para la terapia del
cancer, su uso en la clinica esta 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 utilizo citocinas hibridas de IL-7 / HGFP humana recombinante para mejorar la inmunidad
antitumoral en ratones. Yinhon y col. 2016 utiliz6 citocinas hibridas 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
numero de citocinas, quimiocinas, factores angiogénicos y de crecimiento . Cuando se analiza el
mismo panel de factores solubles en los sueros autdlogos no se encuentra una correlacion

cuantitativa con los producidos por las lineas de melanoma.

2.- La IL-2, IL-4, IL-8, IL31, FGF2 y GRO-a son producidas por las células de melanoma y

no se detectan en los sueros autdlogos 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 originarian 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 metastasico estan elevados y por tanto podrian utilizarse como biomarcadores de

progresion tumoral y como dianas terapéuticas.

5.- Otros factores como de BDNF, SDF-1a, MCP-1, Eotaxin, y EGF estan disminuidos en los
sueros de los pacientes de melanoma en relacion a los controles sanos y también combinados con

los anteriores pueden ayudar a predecir el desarrollo de metastasis.

6.-TNF-a, IFN-gamma y VEGF-A se correlacionaron positivamente con el grosor de Breslow,

mientras que el BDNF mostré una asociacion negativa

7.- MIP-10 y MCP-1 demostraron una correlacion negativa con la supervivencia

8.- Se encontraron bajo niveles de IL-7 en pacientes portadores de mutantes BRAF.

9.- Existe una falta de correlacion entre la produccion in vitro de BDNF, FGF-2 y NGF-f3 por
las células de melanoma y las concentraciones en los sueros autdlogos, lo que sugiere que: (i)
probablemente, estos factores solubles tienen una accioén local que modifica el microambiente
tumoral y permite la diseminacion del melanoma al sistema linfatico o hematologico, y (i) sus
concentraciones sistémicas pueden estar reguladas por un complejo mecanismo derivado de la
interaccion entre células tumorales, sistema inmunologico, sistema nervioso central sistema y

sistema endocrino.
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Estudios posteriores seran necesarios para dilucidar el mecanismo que condiciona el
complejo patron de produccion de citocinas, quimiocinas, factores angiogénicos y de crecimiento
por las células de melanoma y por el sistema inmunologico del paciente y de esta forma alcanzar
una mayor comprension del desarrollo y la invasion del melanoma que pueda dirigir una mejor

estrategia de tratamiento que frene el crecimiento tumoral y impida el desarrollo de metastasis
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