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Ítaca 
Cuando emprendas tu viaje a Ítaca 

pide que el camino sea largo, 
lleno de aventuras, lleno de experiencias. 

No temas a los lestrigones ni a los cíclopes 
ni al colérico Poseidón, 

seres tales jamás hallarás en tu camino, 
si tu pensar es elevado, si selecta 

es la emoción que toca tu espíritu y tu cuerpo. 
Ni a los lestrigones ni a los cíclopes 
ni al salvaje Poseidón encontrarás, 
si no los llevas dentro de tu alma, 

si no los yergue tú alma ante ti. 

  

Pide que el camino sea largo. 
Que muchas sean las mañanas de verano 
en que llegues -¡con qué placer y alegría!- 

a puertos nunca vistos antes. 
Detente en los emporios de Fenicia 
y hazte con hermosas mercancías, 

nácar y coral, ámbar y ébano 
y toda suerte de perfumes sensuales, 

cuantos más abundantes perfumes sensuales puedas. 
Ve a muchas ciudades egipcias 

a aprender, a aprender de sus sabios. 

  

Ten siempre a Ítaca en tu mente. 
Llegar allí es tu destino. 

Más no apresures nunca el viaje. 
Mejor que dure muchos años 
y atracar, viejo ya, en la isla, 

enriquecido de cuanto ganaste en el camino 
sin aguantar a que Ítaca te enriquezca. 

  

Ítaca te brindó tan hermoso viaje. 
Sin ella no habrías emprendido el camino. 

Pero no tiene ya nada que darte. 

  

Aunque la halles pobre, Ítaca no te ha engañado. 
Así, sabio como te has vuelto, con tanta experiencia, 

entenderás ya qué significan las Ítacas. 

  

Poema de Konstantino Kavafis 
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Resumen 

El melanoma es el tumor cutáneo más agresivo, produce metástasis de forma 

precoz y es altamente resistente al tratamiento convencional. El melanoma supone el 

3.4% del total de casos oncológicos detectados mundialmente. A pesar de representar 

sólo un bajo porcentaje de los casos de cáncer de piel, el melanoma es responsable del 

90% de las muertes asociadas a tumores cutáneos. Las terapias convencionales frente 

al cáncer tienen limitaciones ya que estos tratamientos no controlan completamente 

las recurrencias del tumor o las metástasis después de la remisión inicial. En 

numerosas ocasiones el tratamiento del cáncer combina terapias adyuvantes que 

incluyen además de la cirugía, quimioterapia y radioterapia, la inmunoterapia y 

terapia con anticuerpos monoclonales. 

La etiología del cáncer es multifactorial y compleja, y puede variar según el 

tipo específico de cáncer. En general, el cáncer se desarrolla como resultado de 

cambios genéticos que alteran el control normal del crecimiento y la división celular, 

de modo que la interacción entre los antecedentes genéticos y los factores de riesgo 

ambientales unido al estilo de vida es determinante en el desarrollo del cáncer. Las 

investigaciones recientes en genómica han permitido la identificación de un número 

creciente de genes y variantes genéticas que están asociadas a las vías metabólicas del 

desarrollo de los diferentes tipos de melanoma. 

Las células madre mesenquimales (MSC) además de su capacidad reparativa 

pueden ser una herramienta terapéutica coadyuvante para el tratamiento de diversas 

neoplasias. La irradiación de las células MSC a dosis subletales modifica la expresión 

de proteínas que pueden tener acción antiproliferativa y capacidad para mejorar, a 

través del efecto bystander, el resultado de los tratamientos convencionales.  

IMP3 es una proteína de unión a ARNm de factor de crecimiento similar a 

insulina II también conocida como L523S que se sobreexpresa en células neoplásicas. 

IMP3 se ha asociado especialmente con cánceres agresivos y avanzados, y su 

expresión se ha observado específicamente en tumores malignos, pero no en tejidos 

normales adyacentes. Investigaciones in vitro han revelado que IMP3 puede 



      

 

 

 

promover la proliferación, adhesión e invasión de células tumorales, lo que sugiere 

un papel importante en la progresión del cáncer. 

Aunque la cirugía, la quimioterapia y la radioterapia siguen siendo las 

principales opciones de tratamiento para muchos tipos de neoplasias, es importante 

reconocer que estas terapias "tradicionales" están dirigidas principalmente a las 

células tumorales y no pueden abordar completamente la complejidad del cáncer y 

su microambiente tumoral (TME). Con el avance de la terapia dirigida y la oncología 

de precisión, se ha vuelto cada vez más importante identificar biomarcadores tanto 

en el tumor como en TME. Esto es especialmente relevante en el contexto de la 

inmunoterapia, donde la respuesta del paciente puede variar considerablemente y no 

todos los pacientes se benefician de manera igual de estos tratamientos. El 

inmunoperfilado es una técnica que implica la medición y caracterización del sistema 

inmunitario con el fin de obtener información detallada sobre cómo las células 

inmunitarias pueden responder a diversas enfermedades y terapias. Esta técnica 

proporciona una visión integral del estado y la función del sistema inmunitario, lo 

que puede ser crucial para comprender la dinámica de la respuesta inmune. 

Hipótesis:  

Las hipótesis planteadas para el estudio experimental y el clínico-patológico 

han sido: 

Hipótesis cierta 1: Los tratamientos muestran efecto en el crecimiento, en el 

desarrollo de metástasis e inducen cambios en la expresión  inmunohistoquímica y 

en posibles biomarcadores, así como en el transcriptoma en los melanomas 

xenoinjertados en ratones. 

Hipótesis nula 1: Por el contrario la radioterapia y la aplicación de células madre no 

ejercen ningún papel beneficioso en el melanoma experimental ni induce cambios a 

nivel inmunohistoquímico, ni en el transcriptoma. 

Hipótesis cierta 2: En los dos melanomas cutáneos humanos más frecuentes se 

pueden observar diferencias clínicas, inmunohistoquímicas y en el transcriptoma así 

como es posible encontrar diferencia en el perfil de expresión inmunohistoquímica y 



      

 

 

 

perfil transcriptómico entre los melanomas que han producido infiltración en 

ganglios linfáticos en comparación con los que se encuentran confinados en la piel. 

Hipótesis nula 2: No es posible detectar diferencias clínicas, inmunohistoquímicas ni 

en el transcriptoma en los dos melanomas cutáneos humanos más frecuentes. De 

igual modo no es posible encontrar diferencia en el perfil de expresión 

inmunohistoquímica y perfil transcriptómico entre los melanomas que han 

producido infiltración en ganglios linfáticos en comparación con los que se 

encuentran confinados en la piel. 

Objetivos: En la presente Tesis Doctoral hemos planteado como objetivo general 

valorar el efecto que diferentes tratamientos inducen sobre un modelo experimental 

de melanomas xenoinjertados en ratones, identificando posibles biomarcadores y 

constatar los cambios en el transcriptoma y finalmente completar con un estudio 

clínico-patológico sobre biopsias de pacientes con  melanomas cutáneos aplicando las 

novedosas técnicas de transcriptómica espacial. 

Para ello hemos diseñados los siguientes objetivos específicos: 

Desarrollar un modelo de xenoinjerto de melanoma humano en ratones 

inmunocomprometidos; analizar la biodistribución en los tejidos  de las MSC. 

Identificar el efecto del tratamiento con Radioterapia y MSC y establecer las 

modificaciones en la expresión génica mediante transcriptómica espacial en muestras 

de tejido fijadas e incluidas en parafina. Identificar si IMP3 e EMP1 pueden ser 

candidatos comos biomarcadores de mal pronóstico y su relación con el desarrollo de 

metástasis. Estudiar el comportamiento de los melanomas cutáneos humanos más 

frecuentes en su vertiente clínico-patológica y verificar las diferencias en el 

transcriptoma tanto en las células tumorales como en el microambiente tumoral asi  

como identificar si el perfíl transcriptómico difiere  entre los melanomas cutáneos que 

muestran metástasis ganglionar frente a los que permanecen localizados. 

Material y Métodos:  La presente memoria consta de dos partes, un estudio 

experimental en el que empleamos 64 ratones NOD/SCID-gamma a los que se les 

inoculó 2x105 células MSC de cordón umbilical humano (UC-MSC) radiadas con 2Gy 

o no radiadas por vía intravenosa (IV) y alternativamente células MSC transformadas 



      

 

 

 

(tMSC). Se realizaron dos experimentos diferentes, uno de biodistribución donde se 

valoraron diferentes ventanas temporales a 1, 2, 6 y 14 días y el segundo de 

toxicidad/inducción de neoplasias que se valoró a los 90 días. Se emplearon técnicas 

morfológicas convencionales, inmunohistoquímicas y qPCR para secuencias Alu 

humanas con la finalidad de valorar lesiones morfológicas tisulares, inmunolocalizar 

e identificar la presencia de células MSC. En un tercer experimento, las líneas de 

melanoma A375 y G361 fueron inoculadas a ratones NOD/SCID (n=56). Se realizaron 

3 experimentos independientes estableciendo los siguientes grupos: Control (n=8), 

tratado con MSC (n=8), tratado con RT+MSC (n=8) y tratado con radioterapia (RT) 

(n=8). Sobre matrices de tejidos (TMA) Fueron valorados diferentes parámetros 

morfológicos (mitosis, necrosis, apoptosis, formación de metástasis) y las 

modificaciones en la expresión inmunohistoquímica de factores relacionados con la 

proliferación (Ki-67) y con el pronóstico (IMP3, HIFα, PARP-1, E-Cadherina, N-

Cadherina, EMP1 y EML1) y se valoró el perfil transcriptómico completo mediante 

GeoMx®DSP. 

La segunda parte del estudio es una análisis clínico-patológico retrospectivo 

de los melanomas cutáneos más frecuentes que incluyó 114 biopsias de pacientes 

diagnosticados de Melanoma de Extensión Superficial (n=104) o Melanoma Nodular 

(n=10) con al menos cinco años de seguimiento, donde se valoraron variables 

histopatológicas, inmunohistoquímicas y el perfil transcriptómico espacial en las 

células tumorales y en el microambiente tumoral, así como las diferencias en la 

regulación génica entre los tipos de melanomas y según la presencia o no de 

metástasis en ganglios linfáticos 

Resultados y Conclusiones: 

Los resultados obtenidos más relevantes han sido: 

1. La línea celular de melanoma A357 xenoinjertada en ratones NOD/SCID 

gamma muestra un comportamiento más agresivo con la inducción de metástasis, 

mientras que la G631 no  las produce en  nuestras  condiciones de ensayo. 

2. La aplicación de radioterapia  y células MSC reduce de manera significativa  

el crecimiento tumoral in vivo en  los melanomas xenoinjertados. 



      

 

 

 

3. El tratamiento con Radioterapia  y  radioterapia con células MSC  reduce la 

expresión de IMP3, hecho constatado por inmunohistoquímica, western-blotting  y  

transcriptómica espacial en el  modelo  de melanoma xenoinjertado. La expresión de 

IMP3 se correlacionó significativamente con el antígeno de proliferación Ki-67, el 

número de metástasis, la expresión de PARP1 y expresión reducida de E-Cadherina 

por  lo que interpretamos esta reducción como  un efecto beneficioso inducido  por el 

tratamiento. 

4. Los tratamientos aplicados en el modelo experimental de melanoma 

xenoinjertado inducen múltiples cambios en la expresión de sondas  en las células 

neoplásicas como se evidencia en los estudios realizados de transcriptómica espacial 

mediante la plataforma GeoMx DSP sobre los melanomas. 

5. El perfil de expresión de los dos melanomas xenoinjertados difieren en su  

expresión transcriptómica como también ocurre entre los Melanomas Nodulares y los 

Melanomas de Extensión Superficial en la serie clínico-patológica. 

6. La expresión de IMP3 en nuestra serie clínica retrospectiva  ha demostrado 

que está significativamente relacionada con la presencia de metástasis en los ganglios 

linfáticos y con factores pronósticos relevantes como el espesor de Breslow y Nivel 

Clark. Consideramos por  ello que IMP3 podría ser considerado como posible 

candidato a factor pronóstico en melanomas; aunque se requieren de nuevos estudios 

para  corroborarlo. 

7. A pesar que mediante inmunohistoquímica no hemos podido demostrar 

modificación en la expresión de EMP1, en el estudio de transcriptómica espacial 

hemos demostrado la expresión incrementada de EMP1 en los xenoinjertos de A375 

que han tenido peor comportamiento y diseminación metastásica y  En los 

Melanomas Nodulares. Estos resultados no nos permiten proponer EMP1 en 

melanoma como un candidato a biomarcador pronóstico. 

8. La tecnología de Transcriptómica espacial  nos ha  permitido identificar en 

áreas de melanoma y en áreas de microambiente tumoral los genes que se encuentran 

regulados al alza  y establecer una primera aproximación sobre las rutas metabólicas 

que ocurren tanto a nivel experimental como en los melanomas cutáneos más 

frecuentes. 
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CAPÍTULO 1 

Introducción 

 

 

1.1 Neoplasias. Generalidades 

Las neoplasias malignas están constituidas por un grupo heterogéneo de 

células con un crecimiento celular irregular. Las terapias convencionales (cirugía, 

quimioterapia o radioterapia) contra el cáncer tienen limitaciones ya que estos 

tratamientos no controlan completamente las recurrencias del tumor o las metástasis 

después de la remisión inicial. En numerosas ocasiones el tratamiento del cáncer 

combina terapias adyuvantes que incluyen además de la cirugía, quimioterapia y 

radioterapia, la inmunoterapia y terapia con anticuerpos monoclonales. Algunas de 

estas terapias carecen de especificidad para actuar sólo sobre las células cancerosas, y 

aunque haya una respuesta primaria con reducción inicial de la masa tumoral, es 

frecuente la recurrencia del tumor después de la terapia. Recientemente, se ha puesto 

de manifiesto la gran influencia ejercida por el microambiente tumoral en la 

progresión tumoral (1). 
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1.1.1 Epidemiología 

 La IARC (Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer) es parte de 

la Organización Mundial de la Salud (OMS), su cometido consiste en evaluar la 

evidencia científica sobre agentes cancerígenos en humanos. Publica informes 

periódicos sobre la carga global del cáncer y la clasificación de agentes carcinógenos. 

En el último informe de 2022, estiman que hay 19.9 millones de nuevos casos de 

cáncer en el mundo y 9,7 millones de muertes en 2022. Dentro de las neoplasias 

malignas más diagnosticadas se encuentran las de pulmón, mama, colorrectal, 

próstata, estómago e hígado (Fig. 1.1). Las cifras específicas pueden variar según la 

región, el tipo de cáncer y otros factores (1). 
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Figura 1.1: A) Gráficos circulares del número estimado de casos y B)  de muertes en el mundo en 

2022 para ambos sexos. Fuente: GLOBOCAN 2022. 

Para 2045 se prevé un incremento en la incidencia del cáncer, pasando de 20.0 

millones de casos nuevos a 32.6 millones (Fig. 1.2). Este incremento en la incidencia y 

el número de muertes se prevé superior en hombres con respecto a mujeres. En 

España este incremento se estima en un 32.8%. En el caso del melanoma cutáneo la 

incidencia en España está aumentando, entre 2002 y 2022, la tasa de incidencia anual 

ajustada por edad por cada 100.000 personas se ha incrementado tanto en hombres 

como en mujeres. En concreto, ha pasado de 10.5 a 16.3 casos en mujeres y de 10.8 a 

14.6 en hombres, lo que supone un incremento anual del 2.5% y del 1.6% 

respectivamente, según refleja la infografía sobre “Melanoma cutáneo en España” 

elaborada, coincidiendo con la época estival, por la Red Española de Registros de 

Cáncer (REDECAN) y la Sociedad Española de Oncología Médica (SEOM) (2). 
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Figura 1.2: Tendencias futuras en las tasas de incidencias de nuevos casos de neoplasias malignas  

en ambos sexos de 2022 a 2045. Fuente: GLOBOCAN 2022. 

Dentro de los cánceres frecuentes diagnosticados en España en 2022 

encontramos,  el carcinoma colorrectal, que representa un 14.1%, seguido por el de 
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mama un 12.6%, próstata un 11.8% y el de pulmón un 10.8% (Fig. 1.3). 

 

Figura 1.3: Gráfico circular del número de nuevos casos estimados en España en 2022 en ambos 

sexos. Fuente: GLOBOCAN 2022. 

 

 

1.1.2 Etiología 

La etiología del cáncer es multifactorial y compleja, y puede variar según el 

tipo específico de cáncer. En general, el cáncer se desarrolla como resultado de 

cambios genéticos (mutaciones) que alteran el control normal del crecimiento y la 

división celular. De modo que la interacción entre los antecedentes genéticos y los 

factores de riesgo ambientales unido al estilo de vida es determinante en el desarrollo 

del cáncer. Las investigaciones recientes en genómica han permitido la identificación 

de un número creciente de genes y variantes genéticas que están asociadas, o que 

pueden contribuir al desarrollo de tipos específicos de cáncer. La disponibilidad de 

nuevas tecnologías para evaluar la exposición ambiental, parcialmente basadas en la 
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identificación de biomarcadores de exposición desarrollados a través de "ómicas" y 

otras tecnologías, ha abierto nuevas posibilidades (1).  

Un factor de riesgo es todo aquello que aumenta o disminuye las posibilidades 

de que una persona padezca una enfermedad, según el National Cancer Institute. Los 

factores de riesgo de cáncer se pueden dividir en cuatro grupos: 

- Factores del estilo de vida: Hábitos de tabaco y consumo de alcohol. El 

tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol están asociados con un mayor 

riesgo de varios tipos de cáncer. Así como una dieta pobre en frutas, verduras 

y fibra, y rica en grasas saturadas, puede contribuir al riesgo de ciertos tipos 

de cáncer. 

- Factores ambientales: Exposición a sustancias carcinogénicas: La exposición a 

ciertas sustancias químicas y agentes carcinogénicos en el medio ambiente 

puede aumentar el riesgo de cáncer. La exposición excesiva a la radiación 

ultravioleta (UV) proveniente del sol es un factor de riesgo importante para el 

cáncer de piel, incluido el melanoma. Por otro lado, la exposición a la radiación 

ionizante, como la radioterapia o la radiación de ciertos entornos 

ocupacionales, puede aumentar el riesgo de desarrollar cáncer. 

- Factores de riesgo biológicos: son aquellas características físicas, como el sexo, 

la raza o grupo étnico, la edad y el color de la piel. 

- Factores Genéticos: Las mutaciones en ciertos genes pueden llevar al 

desarrollo del cáncer. Algunas mutaciones pueden ser heredadas de padres a 

hijos, mientras que otras pueden ocurrir durante la vida de una persona 

debido a factores ambientales. 

Los determinantes de la salud ambiental, sin embargo, incluyen todo lo que 

nos rodea, y las influencias ambientales incluyen no solo agentes químicos, físicos y 

biológicos,  sino también hormonas, dieta y estilo de vida (3). Los factores ambientales 

son complejos, variables, interactivos y dinámicos. La exposición múltiple a los 
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mismos o diferentes factores puede ocurrir en un momento o de forma mantenida. La 

contribución del medio ambiente al desarrollo del cáncer humano es sustancial (4). 

El término “interacción entre genes y medio ambiente” se usa a menudo para 

determinar la importancia de los genes y el ambiente. Se ha descrito mejor como una 

acción conjunta entre genes y medio ambiente. La interacción se refiere a la 

modificación del efecto del ambiente sobre el fenotipo por variantes genéticas, o 

viceversa. Si tenemos en consideración que un individuo se origina a partir de una 

sola célula, que al nacer son billones de células. Se ha calculado que en una célula 

encontramos unos 30.000 genes que codifican para 1.5 millones de proteínas. La 

importancia del gen radica cuando se transcribe a ARNm y se traduce a proteína. 

Entonces este producto proteico es el que afecta a las funciones celulares. En un tejido, 

el entorno intracelular y extracelular influye en la función proteica. Son necesarios 

para el desarrollo de un cáncer entre  6–8 mutaciones genéticas y a su vez la activación 

de genes por mecanismos genéticos/epigenéticos (5).  

Con herencia epigenética nos referimos a cambios en la expresión génica que 

no implican alteraciones en la secuencia de ADN, sino modificaciones en las 

estructuras químicas que rodean al ADN y que afectan a su actividad. Las 

modificaciones epigenéticas pueden ser heredadas de una generación a otra y 

desempeñar un papel crucial en el desarrollo y la regulación genética. 

Descubrimientos recientes proporcionan una fuerte evidencia que argumenta que los 

mecanismos epigenéticos juegan un papel clave prácticamente en todas las etapas de 

desarrollo y progresión del cáncer.  

Las principales modificaciones epigenéticas incluyen la metilación del ADN y 

las modificaciones en las histonas. La metilación del ADN implica la adición de 

grupos metilo a ciertas bases del ADN, lo que puede silenciar la expresión de genes. 

Por otro lado, las histonas son proteínas alrededor de las cuales se enrolla el ADN, y 

las modificaciones en estas proteínas pueden influir por consiguiente en la expresión 

génica. Factores ambientales, como la dieta, el estrés o la exposición a toxinas, pueden 
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tener un impacto en la regulación genética de los descendientes a través de 

mecanismos epigenéticos. Una mejor comprensión de la contribución de los 

mecanismos epigenéticos aberrantes inducidos por el medio ambiente pueden 

resultar críticos en el desarrollo de nuevas estrategias para la prevención del cáncer 

(3).  

1.1.3 Tumorogénesis 

La tumorogénesis es el proceso mediante el cual las células normales se 

transforman en células cancerosas. Este proceso es complejo y generalmente implica 

una serie de eventos genéticos y epigenéticos que alteran el control normal del 

crecimiento celular. Como consecuencia, los mecanismos reguladores de la división 

celular se ven interrumpidos, lo que lleva a una proliferación celular prematura y 

descontrolada, llegando a escapar de los mecanismos defensivos del sistema 

inmunológico y posteriormente migrar a órganos distantes y causar metástasis (6). 

Los "hallmarks" o características distintivas del cáncer son un conjunto de 

capacidades adquiridas por las células cancerosas que les permiten crecer de manera 

descontrolada y evadir los mecanismos normales de regulación celular. Estas 

características fueron propuestas por los investigadores Douglas Hanahan y Robert 

Weinberg en 2011 (6). La sostenibilidad de la señalización proliferativa, resistencia a 

la muerte celular, la evasión de los mecanismos de supresión del crecimiento, la 

habilitación de la inmortalidad replicativa, la activación de la capacidad de invasión 

y metástasis y la inducción de la angiogénesis. Recientemente, se ha demostrado que 

la promoción de la inflamación y el aumento de la inestabilidad del genoma y de las 

tasas de mutación contribuyen a la adquisición de la desregulación del metabolismo 

energético celular y a la prevención de la destrucción inmunitaria (7, 8) (Fig. 1.4). 
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Figura 1.4: Características distintivas del cáncer o “Hallmarks". 

La ciencia básica y el estudio clínico de la población en cáncer están unidos por 

el nexo de la investigación sobre los mecanismos de la tumorogénesis, y es por tanto 

un área importante de actividad en los avances en la comprensión de los procesos 

celulares y moleculares. Los mecanismos de carcinogénesis proporcionan 

conocimientos fundamentales en la interacción entre lo ambiental y lo genético que 

resultan en el desarrollo del cáncer (9). 

Para la prevención y tratamiento del cáncer, el estudio de estos conocimientos 

sobre sus mecanismos subyacentes nos dirige hacia nuevas oportunidades en el 

descubrimiento de nuevas estrategias. Además, los resultados de la investigación 

mecanicista permiten la identificación de biomarcadores para la detección de 

enfermedades, progresión y resultados, así como biomarcadores de exposiciones 

ambientales que proporcionan herramientas esenciales para la investigación 

molecular (9). 

La transformación celular es un proceso producido por la activación 

metabólica inducida por la mayoría de los carcinógenos químicos. El descubrimiento 

de la estructura del ácido desoxirribonucleico (ADN) por Watson y Crick (1953) ha 
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sido un hito fundamental en la búsqueda de los constituyentes celulares que 

conducen al cáncer. Resulta llamativo observar como productos químicos puedan 

apuntar selectivamente a regiones de genes específicos como TP53 o APC dirigiendo 

un nexo directo entre las exposiciones químicas y diferentes tipos de cánceres. 

Debemos remarcar el hecho de que muchos de estos avances en investigación fueron 

debidos a numerosos descubrimientos realizados durante un determinado período 

de tiempo, en el que una explosión de técnicas de biología molecular se estaba 

desarrollando, incluida reacción en cadena de la polimerasa, secuenciación de ADN, 

etc. Tampoco es sorprendente que el ritmo de los descubrimientos que vinculan no 

sólo la exposición química, sino también otros factores exógenos y endógenos que 

contribuyen a la etiología de la tumorogénesis, coincidiera con este período de la 

biología molecular moderna y la bioquímica. Ahora se sabe que la etiología de la 

tumorogénesis es complicada e implica muchos niveles diferentes de regulación. Las 

vías moleculares endógenas también pueden causar mutaciones en genes críticos a 

través de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) que pueden dañar las 

macromoléculas celulares, incluido el ADN. Además, también es sabido que los 

productos químicos ambientales pueden interactuar con genes y vías metabólicas, 

creando un escenario que conduce a los complicados mecanismos que subyacen 

tumorogénesis (10, 11). 

El proceso se inicia cuando las células tumorales han adquirido capacidad de 

diseminación e invasión en el tumor primario, proceso conocido como metástasis. 

Este proceso es complejo y se divide en varios pasos. Comienza con la generación de 

nueva vasculatura por parte del tumor primario (neoangiogénesis), seguidamente 

progresa hasta que comienza la invasión local a través de la matriz extracelular y las 

capas celulares del estroma circundante. Dentro de los vasos sanguíneos y linfáticos 

se produce una intravasación de células tumorales, que se diseminan a órganos 

distantes, este punto corresponde al paso donde se produce su extravasación al 

parénquima tisular. A partir de aquí las células comienzan a formar el nicho que 
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conducirá a la formación de micrometástasis y, en última instancia, de tumores 

macroscópicos, completando el proceso de colonización metastásica (Fig. 1.5) (12, 13). 

 

Figura 1.5: Proceso de colonización metastásica. 

Las células cancerosas adquieren un potencial de replicación ilimitado en un 

proceso conocido como inmortalización celular (6), atribuible a ciertos daños en los 

mecanismos de mantenimiento y reparación del ADN, así como a la disfunción 

telomérica (8). Algunas células cancerosas serán destruidas con éxito por las células 

inmunitarias del huésped, pero otras lograrán sobrevivir por medio de varios 

mecanismos, el sistema inmunitario por tanto presenta dos vías de actuación 

diferentes en la oncogénesis, tanto en la promoción como en la prevención del cáncer 

(14).  

Las células tumorales son capaces de evitar la apoptosis, proceso altamente 

regulado de muerte celular programada que ocurre en organismos multicelulares que 

permite a las células eliminarse a sí mismas sin causar daño a las células circundantes. 

La apoptosis juega un papel fundamental en muchos procesos, como el desarrollo 

normal y el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. Su desregulación está 
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implicada en diversas enfermedades, como el cáncer, trastornos neurodegenerativos 

y enfermedades autoinmunitarias (15, 16). 

Importante papel el que ejerce el microambiente tumoral (TME) o también 

llamado nicho, referido al entorno inmediato que rodea al tumor. Aparte de la 

población heterogénea de células cancerosas dentro de la masa tumoral, TME consiste 

en una variedad de células huésped infiltrantes y residentes, proteínas de la matriz 

extracelular y factores secretados. El crecimiento y la progresión del tumor se 

encuentran bastante influenciados por las interacciones de las poblaciones de células 

inflamatorias con las células tumorales y estromales del nicho, que en última instancia 

determinan el desarrollo del tumor, el establecimiento de metástasis o 

micrometástasis latentes e incluso la resistencia al tratamiento (Fig. 1.6) (6, 17). 

 

Figura 1.6: Microambiente tumoral. 
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1.2 Carcinomas cutáneos y melanoma 

El carcinoma cutáneo es un tipo de cáncer que se desarrolla en la piel. Los 

cánceres de piel no melanoma (CPNM) se refieren a los tipos más comunes de cáncer 

de piel que se desarrollan lentamente en la epidermis, incluido el carcinoma de células 

basales (BCC), el carcinoma de células escamosas (SCC), así como otros tipos mucho 

más inusuales. 

*Carcinoma de Células Basales (CCB): 

   - Es el tipo más común de cáncer de piel. 

   - Suele desarrollarse en áreas expuestas al sol, como la cara y el cuello. 

  - Por lo general, crece lentamente y rara vez se propaga a otras partes del 

cuerpo. 

   - A menudo aparece como una lesión perlada o una úlcera que no cicatriza. 

*Carcinoma de Células Escamosas (CCE): 

   - Es menos común que el carcinoma de células basales, pero puede ser más 

agresivo. 

   - También se asocia con la exposición al sol, pero puede desarrollarse en áreas 

no expuestas al sol. 

   - Puede aparecer como una protuberancia roja, una úlcera que no cicatriza o 

una lesión escamosa  (18). 

El tratamiento del carcinoma cutáneo varía según el tipo y la etapa del cáncer. 

Las opciones de tratamiento pueden incluir la extirpación quirúrgica, la radioterapia, 

la terapia fotodinámica o, en algunos casos, medicamentos tópicos o sistémicos. La 

detección temprana y el tratamiento adecuado suelen tener buenos resultados en la 

mayoría de los casos. Además, la prevención, como el uso de protector solar y la 
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protección contra la exposición excesiva al sol, es crucial para reducir el riesgo de 

desarrollar carcinoma cutáneo (19). 

El término CPNM tiene por objeto distinguir estos tipos más comunes de 

cáncer de piel del menos frecuente: el melanoma (19). El melanoma es una forma 

agresiva de cáncer de piel que se origina en los melanocitos (células productoras de 

melanina). Aunque es el tipo menos común de tumores cutáneos (~1%), es más 

agresivo y letal, y representa el mayor número de muertes causadas por cánceres de 

piel (16). 

El melanoma cutáneo generalmente se debe a la exposición a la radiación 

ultravioleta de la luz solar natural y al bronceado en interiores, aunque existen varios 

subtipos que no están relacionados con la exposición a la radiación ultravioleta. Los 

melanomas primarios suelen tener una pigmentación oscura, pero pueden ser 

amelanóticos y el diagnóstico se basa en los resultados clínicos e histopatológicos. El 

melanoma primario se trata con escisión, con márgenes determinados por el grosor 

del tumor. El tratamiento depende del estadio de la enfermedad (después del examen 

histopatológico y, cuando esté indicado, de la biopsia del ganglio linfático centinela) 

y puede incluir cirugía, radioterapia, terapia dirigida o inmunoterapia de punto de 

control. Las terapias farmacológicas sistémicas se recomiendan como complemento 

de la cirugía en pacientes con metástasis locorregionales resecables y son la base del 

tratamiento en el melanoma avanzado. El tratamiento del melanoma avanzado es 

complejo, particularmente en aquellos con metástasis cerebral. La atención 

multidisciplinaria es esencial. Las terapias farmacológicas sistémicas, desde 2011 en 

adelante han aumentado la supervivencia en melanoma, en particular los inhibidores 

de puntos de control inmunológico (20).  

 

1.2.1 Epidemiología 

El melanoma cutáneo, es un problema de salud pública creciente en todo el 

mundo, la incidencia del melanoma cutáneo ha ido aumentando en los últimos años 
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con un incremento en la incidencia del 0.6% anual entre los adultos (21), hasta 

convertirse en la tercera neoplasia cutánea maligna más común (22), representa el 1% 

de los casos de cáncer de piel y es el tumor cutáneo con el comportamiento biológico 

más agresivo por su alto porcentaje de mortalidad debido a su capacidad de inducir 

metástasis de manera precoz (23) con aproximadamente 10-25 casos por 100.000 

habitantes en la población europea. En los Estados Unidos, ha experimentado un 

aumento considerable en su incidencia en las últimas décadas. En la actualidad, más 

de 100.000 personas son diagnosticadas anualmente con melanoma invasivo (24). En 

particular, en el año 2022 se diagnosticaron en España 7500 nuevos casos de 

melanoma cutáneo. A nivel mundial, el melanoma supone el 3.4% del total de casos 

oncológicos detectados. A pesar de representar sólo un bajo porcentaje de los casos 

de cáncer de piel, el melanoma es responsable del 90% de las muertes asociadas a 

tumores cutáneos (25).  

La AIRC en su informe de 2022 estimó que el melanoma de piel fue responsable 

de 331.649 nuevos casos y 58.644 muertes en todo el mundo en 2022 en su registro de 

incidencias y mortalidad en el registro de GLOBOCAN (26) (Fig. 1.7).  
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Figura 1.7: A) Gráficos circulares del número estimado de nuevos casos y B)  de muertes por 

melanoma,  en el mundo en 2022 para ambos sexos. Fuente: GLOBOCAN 2022. 
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Figura 1.8: Gráfico dual sobre el ratio de incidencia y mortalidad en el mundo comparado por sexo. 

Incidencia (azul) y mortalidad (rojo). Fuente: GLOBOCAN 2022. 

 

Cabe resaltar que la incidencia de melanoma también depende de la edad y el 

sexo. Se ha visto que aumenta exponencialmente con la edad, alcanzando los picos 

más altos en la séptima y octava décadas de la vida. Al observar la incidencia del 

melanoma en las distintas áreas geográficas esta diferencia se ve más clara entre la 

mayoría de las poblaciones de alto riesgo, como Australia y Nueva Zelanda, y el norte 

de Europa (27, 28) (Fig. 1.8). Además, a pesar de que el melanoma es menos común 

entre las personas menores de 40 años, se está convirtiendo en uno de los cánceres 

más notificados entre los adolescentes y adultos jóvenes en los Estados Unidos (29). 

La melanina es un pigmento que se encuentra en la piel, el cabello y los ojos, y 

tiene la capacidad de absorber la radiación ultravioleta (UV) del sol. La melanina 

actúa como un filtro natural que proporciona cierta protección contra los daños 

causados por la radiación UV. Las personas con piel más clara tienen niveles más 

bajos de melanina, lo que significa que están menos protegidas contra la radiación 
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UV. La exposición crónica a la radiación UV proveniente del sol, se considera un 

factor de riesgo importante para el desarrollo de cáncer de piel, incluido el melanoma 

(30). 

Las diferencias geográficas se atribuyen a diferentes factores. Por ejemplo, los 

relacionados con la radiación UV incidente, la latitud o altitud así como las 

características atmosféricas, donde encontramos una mayor tasa de incidencia de 

melanoma en regiones como Nueva Zelanda, América del Norte y el norte de Europa 

(Fig. 1.9). De acuerdo con la razón mortalidad-incidencia (MIR), el melanoma es uno 

de los cánceres más tratables (MIR=21%), pero existe una diferencia entre los 

diferentes países en los resultados del tratamiento. En general, las personas en países 

con un índice de desarrollo humano (IDH) alto tienen más probabilidades de ser 

diagnosticadas con melanoma, pero las personas en países con un índice de desarrollo 

humano más bajo tienen más probabilidades de morir a causa de él (26, 31, 32). 

 

Figura 1.9: Mapa global del ratio estimado en el mundo en 2022 de incidencia de melanoma en 

ambos sexos. Fuente: GLOBOCAN 2022. 
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Con respecto a la distribución anatómica del melanoma, generalmente se 

localizan en piel expuesta a la luz solar intensa, como  cabeza y cuello, así como en 

extremidades. Sin embargo, también se han informado algunas diferencias 

dependientes de la edad, el sexo o la ubicación geográfica (33, 34). 

 

1.2.2 Etiología 

La etiología del melanoma es compleja y multifactorial. Se cree que la 

interacción de factores genéticos y ambientales contribuye al desarrollo de esta 

enfermedad. Algunos aspectos clave relacionados con la etiología del melanoma: 

- Exposición al sol: La exposición excesiva a la radiación ultravioleta (UV) del sol es un 

factor de riesgo importante para el melanoma. La radiación UV puede dañar el ADN 

en las células de la piel y aumentar la probabilidad de mutaciones genéticas que 

pueden llevar al desarrollo de melanoma. El papel cancerígeno de los rayos UV es 

ampliamente conocido y representa un factor de riesgo clásico asociado con varios 

tipos de cáncer, incluido el melanoma. En este sentido, el daño solar acumulado (DSC)  

sirve de base para la actual clasificación de los melanomas de la OMS (35). 

- Predisposición genética: Se ha observado que existe una predisposición genética al 

desarrollo de melanomas. Las personas con antecedentes familiares de melanoma 

tienen un mayor riesgo de desarrollarlo. Se han identificado varios genes asociados 

con un mayor riesgo de melanoma, como los genes CDKN2A y CDK4 (36, 37). 

Alrededor del 10% de las personas diagnosticadas con esta neoplasia cutánea tienen 

uno o más familiares de primer grado que han tenido melanoma anteriormente. 

Además, este tipo de SC tiende a ocurrir a edades más tempranas cuando tienen una 

presentación familiar. 

- Fototipos de piel: Las personas con piel, ojos y cabello claros tienen un riesgo 

aumentado de desarrollar melanoma en comparación con aquellas con tonos de piel 

más oscuros. Los individuos con menor capacidad para broncearse y mayor 

propensión a quemarse también pueden tener un mayor riesgo (19). 
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- Nevus Atípico o displásico: La presencia de nevus atípicos o displásicos (irregulares en 

forma, tamaño o color) se ha asociado con un mayor riesgo de melanoma. Además, la 

presencia de un gran número de nevus en el cuerpo también puede aumentar el riesgo.  

Un 20-30% de los melanomas se originan en lesiones pigmentadas preexistentes (38). 

- Inmunosupresión: Las personas con sistemas inmunológicos debilitados, ya sea debido 

a condiciones médicas o medicamentos inmunosupresores, tienen un riesgo 

aumentado de desarrollar melanoma (19).  

- Edad: Aunque el melanoma puede ocurrir a cualquier edad, el riesgo aumenta con la 

edad. 

- Género: En general, los hombres tienen un mayor riesgo de desarrollar melanoma en 

comparación con las mujeres. Sin embargo, las tasas en mujeres están aumentando más 

rápidamente (19).   

- Historial de quemaduras solares: Experiencias pasadas de quemaduras solares, 

especialmente en la infancia, aumentan el riesgo de melanoma (19, 37). En promedio, 

una persona tiene el doble de posibilidades de desarrollar un melanoma si ha tenido 

más de 5 quemaduras solares a lo largo de su vida (37) o si solo ha sufrido una 

quemadura solar con ampollas durante su infancia o adolescencia (39).  

Actualmente, no existe un conocimiento completo de los mecanismos 

moleculares que subyacen a la tumorogénesis, ni de la transformación de nevus a 

melanoma. Pero si se han determinado mutaciones asociadas con el desarrollo del 

melanoma; unas son adquiridas por la persona a lo largo de su vida y otras heredadas. 

La mayoría de los melanomas son debidos a mutaciones somáticas adquiridas, 

asociadas a la radiación UV. Algunas de las mutaciones más comunes en melanoma 

son: 

-BRAF: Las mutaciones en el gen BRAF son muy frecuentes en el melanoma. 

La mutación V600E es la más común. BRAF es parte de una vía de señalización celular 

llamada MAPK, que regula el crecimiento y la proliferación celular. La activación 

anormal de BRAF puede contribuir al desarrollo del melanoma. Esta vía de 

señalización, y BRAF en particular, el interés en este oncogén es debido a que 
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solamente se encuentra activo en células malignas, por lo que sería fácil de abordar 

su tratamiento (40, 41). 

-CDKN2A (p16): Las mutaciones en el gen CDKN2A, que produce la proteína 

p16, son comunes en el melanoma. La proteína p16 regula el ciclo celular y la 

estabilización de TP53, su pérdida de función puede conducir a una proliferación 

celular no controlada. Entre las mutaciones hereditarias, que representan el 5-12% de 

los melanomas, las más comunes se encuentran en la vía CDKN2A que está presente 

en el 40% de los melanomas hereditarios (41). 

-NER: Las mutaciones en los genes NER, que están asociados con la reparación 

del daño del ADN inducido por la radiación, dan como resultado mutaciones 

acumuladas en la piel causadas por la radiación UV o los cancerígenos químicos y, 

por lo tanto, un mayor riesgo de CP (40, 41). 

-NRAS: Las mutaciones en el gen NRAS también son comunes en el melanoma. 

NRAS pertenece a la misma vía de señalización MAPK que BRAF. Las mutaciones en 

NRAS pueden activar la vía MAPK y promover el crecimiento celular descontrolado 

-KIT: Algunos melanomas, especialmente aquellos que se desarrollan en áreas 

del cuerpo que no están expuestas al sol, pueden tener mutaciones en el gen KIT. KIT 

está involucrado en la regulación del crecimiento y la diferenciación celular.  

-PTEN: Las mutaciones en el gen PTEN también pueden estar presentes en el 

melanoma. PTEN es un supresor tumoral que regula la proliferación celular y la 

supervivencia celular (40, 42). 

 

1.2.3 Estadios 

El American Joint Committee on Cancer (AJCC) es una organización que 

desarrolla y publica sistemas de estadificación para varios tipos de cáncer, incluido el 
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melanoma. La estadificación es un proceso que ayuda a determinar la extensión del 

cáncer en el momento del diagnóstico, lo que es crucial para planificar el tratamiento 

y prever el pronóstico del paciente.  

La octava edición del sistema de estadificación del melanoma de la AJCC (2017) 

clasifica el melanoma en estadios según varios factores, como el grosor del tumor, la 

ulceración, la presencia de metástasis ganglionares y la presencia de metástasis a 

distancia. Estos factores se utilizan para asignar un número de estadio del I al IV al 

melanoma (19). 

◉ Estadio 0: Se refiere a melanoma in situ, que implica que las células de melanoma se 

encuentran confinadas a la epidermis sin atravesar la capa basal. Es muy poco 

probable que esta etapa disemine a distancia. 

◉ Estadio I: El tumor primario aún es muy delgado (<1 mm), localizado pero invasivo, 

llegando a capas más profundas de la piel. Este estadio se subdivide en 2 subgrupos, 

IA o IB, según el grosor (<0.8 o >0.8 mm) y se tiene en cuenta la presencia o ausencia 

de ulceración. 

Los estadios 0 e I se consideran melanomas tempranos localizados, no 

diseminados (Fig. 1.10). 

◉ Estadio II: el tumor primario es más grueso (>1 mm), se extiende a través de la 

epidermis y en profundidad de la dermis papilar. En estos casos, se recomienda una 

biopsia de ganglio centinela para verificar si las células de melanoma se han 

diseminado a los ganglios linfáticos locales. El estadio II se divide en 3 subgrupos, IIA, 

IIB o IIC, dependiendo también del grosor y la ulceración, lo que condiciona el riesgo 

de propagación y la pauta de tratamiento. 

Los melanomas en estadio II se consideran melanoma de riesgo intermedio o alto, 

todavía localizados, pero con más probabilidades de diseminación. 

◉ Estadio III: este estadio corresponde al melanoma que ha diseminado localmente en 

la propia piel a más de 2 cm del tumor primario, o a través del sistema linfático a uno 

o más ganglios linfáticos locales (ganglio centinela). Este fenómeno se denomina 
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metástasis en tránsito o metástasis satélite. Esta etapa también se puede dividir en 4 

subgrupos (IIIA, IIIB, IIIC o IIID) según el tamaño y la cantidad de ganglios linfáticos 

involucrados, si el tumor primario tiene metástasis satélite o en tránsito y la presencia 

de ulceración. 

◉ Estadio IV: esta etapa describe los melanomas que se han diseminado a través del 

torrente sanguíneo a áreas distantes, y también se pueden subclasificar según si ha 

diseminado solo a piel o tejidos blandos distantes (M1a), a otros órganos distantes 

como el pulmón (M1b) o a otras localizaciones no relacionadas o relacionadas con el 

sistema nervioso central (M1c o M1d, respectivamente). 

Los estadios III y IV se consideran melanomas avanzados, se diseminan más 

allá del tumor primario a partes distantes del cuerpo y, por lo tanto, se asocian con un 

mal pronóstico y peores resultados del tratamiento (11, 20) (Fig. 1.10). 

 

Figura 1.10: Etapas de la progresión del tumor en el melanoma según la AJCC. 

 

Gracias a la identificación de factores moleculares implicados en la 

patogénesis de la transformación maligna y a los datos preclínicos del perfilado 
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genético de los melanocitos, están surgiendo nuevas dianas terapéuticas. En la 

actualidad se plantean nuevos desafíos diagnósticos, de biología molecular y 

genéticos, así como la búsqueda de biomarcadores del melanoma y nuevas opciones 

terapéuticas para estos pacientes (34). 

 

 

1.2.4 Melanoma, subtipos histopatológicos 

El “gold standard” para el diagnóstico del melanoma es la histopatología a día 

de hoy, a pesar de los rápidos y recientes avances en el análisis molecular de los 

tumores, que permiten el estudio genómico a gran escala y de alta resolución, en 

conjunto con las características clínicas y el estudio histogenético de la 

inmunohistoquímica. Los descubrimientos, como las mutaciones BRAFV600E que son 

en su mayoría comunes en melanomas en piel expuesta al sol y los estudios seminales 

sobre la progresión y evolución del melanoma, fueron el fundamento para la nueva 

Clasificación de melanoma de la OMS (43): es una clasificación de los melanomas con 

criterios histológicos, epidemiológicos, clínicos y genéticos. Los melanomas se 

dividen en aquellos etiológicamente relacionados con la exposición crónica al sol y los 

que no, según sus firmas mutacionales, localización anatómica y epidemiología. Sobre 

la base del grado de elastosis solar asociada, los melanomas en la piel expuesta al sol 

se dividen según el grado histopatológico de daño solar acumulativo (DSC) de la piel 

circundante, en bajo y alto DSC. En el grupo de melanomas con baja DSC se incluyen 

los Melanomas de Extensión Superficial (MES), mientras que los melanomas con alto 

DSC abarcan el Melanoma Lentigo Maligno y los Melanomas Desmoplásicos. La 

clasificación "no CSD" incluye Melanomas Acrales, algunos Melanomas sobre Nevus 

Congénitos Gigante, Melanomas sobre Nevus Azules Celulares, Melanomas de Spitz, 

Melanomas de las Mucosas y Melanomas Uveales. El Melanoma Nodular y el 

Melanoma Nevoide pueden ocurrir por cualquier vía. Se propone un grupo de 

tumores intermedios denominado Melanocitoma para tumores que, además de 

mutaciones que activan la vía MAPK, albergan múltiples mutaciones conductoras y 
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son de bajo o alto grado, para indicar que pueden conllevar un mayor riesgo de 

transformación en cáncer (38).  

En el diagnóstico histopatológico general de los melanomas se tiene en cuenta 

los siguientes criterios: La pobre circunscripción de la lesión; la asimetría; la variación 

tamaño, forma y confluencia de los nidos de melanocitos; la ausencia de fenómenos 

de maduración; la atipia celular con  núcleo y nucléolo eosinófilo prominente; el 

incremento de la relación núcleo/citoplasmática; la actividad mitótica; necrosis 

individual de melanocitos y la presencia de infiltrado inflamatorio (42). 

Los 4 subtipos más frecuentes de melanoma reconocidos por la Organización 

Mundial de la Salud (Elder et al. 2018) (39) son: 

- Melanoma de Extensión Superficial (MES), que es el subtipo más frecuente, 

representando el 70% de los melanomas. Por lo general, se desarrolla a partir de un 

melanoma in situ en fase de crecimiento radial, presentan el característico crecimiento 

pagetoide intraepitelial; variabilidad en el tamaño de  los nidos tumorales en la unión 

dermoepidérmica, melanocitos atípicos con incremento del tamaño nuclear y 

prominente nucléolo; ligera pigmentación citoplasmática; posible extensión a lo largo 

de folículos  pilosebáceos o conductos ecrinos; el melanoma puede invadir con células 

aisladas en la dermis papilar superficial con escasas mitosis  o puede formar nidos 

expansivos grandes  con mitosis (fase de crecimiento vertical); presencia de infiltrado 

inflamatorio  a lo largo del frente de crecimiento y en ocasiones puede ulcerar la 

superficie epidérmica (43).  

- Melanoma Léntigo Maligno (MLM), que tiende a ocurrir en ancianos. Se encuentra 

comúnmente en lugares más expuestos a la luz solar, como la cara, pabellón auricular 

o extremidades superiores y generalmente muestra elastosis solar severa. En su 

historia natural comienza en una fase previa de crecimiento radial in situ (Léntigo 

Maligno) con proliferación de melanocitos atípicos a lo largo de la membrana basal 

(lentiginoso) más que pagetoide para  posteriormente infiltrar a lo largo de la unión 

dermoepidérmica los melanocitos epitelioides o nevoides atípicos con escasas mitosis, 
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que producen adelgazamiento de la epidermis y pérdida de las crestas epidérmicas 

(43). 

- Melanoma Nodular (MN), que representa alrededor del 15% de todos los 

melanomas, el segundo en frecuencia. A menudo se desarrolla rápidamente como un 

nódulo en la piel y suele ser muy pigmentado adoptando un color negruzco, pero 

puede ser rosado o rojizo en caso de ulceración. El MN solo muestra crecimiento 

vertical y está compuesto por células neoplásicas pleomórficas, más a menudo 

epitelioides, pero también están presentes células fusiformes y/o mixtas con 

citoplasma pálido, núcleos escotados con nucléolo eosinófilo prominente, presencia 

de pseudoinclusiones nucleares y fenómenos de multinucleación dispuestas en 

grupos o crecimiento en sábana localizadas en la unión dermoepidérmica y en 

profundidad en la dermis. La presencia de melanófagos con abundante pigmento es 

habitual. El patrón de  crecimiento pagetoide es inusual (43).   

- Melanoma Lentiginoso Acral (MLA), cuya localización en áreas cutáneas 

desprovistas de pelos como son las palmas de las manos, plantas de los pies o el lecho 

ungueal y no está tan relacionado con la exposición al sol como otros subtipos. 

Constituido por una proliferación (a lo largo de la base de la epidermis) de 

melanocitos atípicos con núcleos hipercromáticos que incluye diferentes tipos de 

células (fusiformes, epitelioides) y  en  ocasiones con reacción  desmoplásica (Fig. 1.11) 

(43). 
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Figura 1.11: Tipos de melanoma. Los 4 subtipos más frecuentes de melanoma reconocidos por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS). 

 

1.3 Genética del melanoma 

1.3.1 Mutaciones de la línea germinal 

Las mutaciones de la línea germinal son alteraciones genéticas que ocurren en 

el ADN de las células reproductivas (óvulos y espermatozoides) y pueden 

transmitirse de una generación a otra.  Estas mutaciones están presentes en todas las 

células del cuerpo de un individuo y pueden aumentar el riesgo de desarrollar ciertas 

enfermedades, incluido el melanoma. 

CDKN2A, CDK4 y la proteína 1 asociada a BRCA1 (BAP1) son genes 

clasificados como de alto riesgo de susceptibilidad para el desarrollo del melanoma. 

Son genes autosómicos dominantes por lo que la transmisión de la enfermedad es 

vertical. 

◎ CDKN2A (p16INK4a o p16) mencionada anteriormente, actúa como 

supresor de tumores regulando el crecimiento celular y evitando el desarrollo de 
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cáncer. Las mutaciones o cambios en el gen CDKN2A pueden provocar una alteración 

de la capacidad para suprimir el crecimiento tumoral, lo que puede aumentar el 

riesgo de cáncer. Se ha demostrado que las mutaciones de CDKN2A son más comunes 

en los melanomas que han diseminado (melanoma metastásico) que en los 

melanomas localizados que no se han diseminado. Las personas de piel clara y 

personas con antecedentes de exposición crónica tienen más posibilidades de portar 

las mutaciones CDKN2A. Su presencia afecta al pronóstico y al tratamiento del 

melanoma y determina el tratamiento a seguir.  Se han encontrado variables 

modificadoras del huésped en familias propensas a melanoma con mutaciones 

CDKN2A: nevus atípicos/displásicos, mayor número de nevus y tendencia a 

quemarse por el sol. La radiación UV modifica el riesgo de melanoma en familias con 

mutación CDKN2A (36). En comparación con los pacientes sin estas mutaciones 

aquellos pacientes con mutaciones CDKN2A tienen una peor respuesta a las terapias 

dirigidas a BRAF y MEK o a los inhibidores de puntos de control inmunológico (anti-

PD-1) (40). 

◎ El gen CDK4 codifica la proteína quinasa 4 dependiente de ciclina, está 

implicada en la regulación del ciclo celular. Cuando se encuentra sobreexpresada, 

puede provocar un exceso de proteínas fosforiladas, acelerando el ciclo celular y por 

lo tanto aumentando la proliferación de células de melanoma. (44). 

  ◎ MC1R (receptor de melanocortina 1) es una proteína ubicada en la superficie 

de los melanocitos. MC1R juega un papel en la determinación del tipo y la cantidad 

de pigmento producido por los melanocitos y participa en la respuesta de la piel a la 

radiación ultravioleta. Las personas con la variación de este gen tienen un mayor 

riesgo de desarrollar melanoma, y más pronunciado si portan también mutaciones 

de CDKN2A (39).  

◎ BAP1 es una proteína codificada por el gen BAP1. Está implicada en la 

regulación del crecimiento y la división celular y también participa en la reparación 

del daño del ADN. BAP1 puede interactuar con vías de señalización implicadas en la 

regulación del crecimiento y la división celular, como las vías MAPK y PI3K. Algunos 

estudios han sugerido que BAP1 puede desempeñar un papel en el desarrollo y 
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progresión del melanoma, además de interactuar con otras proteínas implicadas en 

la reparación del daño del ADN, como BRCA1 y TP53. Los melanomas con mutación 

BAP1 tienen características clínicas y patológicas distintas, incluida una edad de 

presentación más joven en el momento del diagnóstico, una mayor frecuencia de 

melanomas primarios múltiples, melanoma uveal y un perfil de expresión genética 

distinto (41). 

◎ MITF (factor de transcripción asociado a microftalmia) desempeña un papel 

fundamental en el desarrollo de los melanocitos, así como en su función, 

supervivencia y proliferación, y se considera el gen maestro de la homeostasis de los 

melanocitos y un factor crítico en la biología del melanoma. MITF interactúa con la 

vía MAPK en melanomas, que participa en la regulación del crecimiento y la división 

celular. MITF también puede interactuar con otras proteínas implicadas en la 

regulación de la pigmentación, como MC1R, y con proteínas reparadoras de daños 

en el ADN, como TP53 (45). Niveles bajos de expresión de MITF se asocian con la 

resistencia a la quimioterapia en líneas celulares de melanoma (46). 

 

1.3.2 Mutaciones somáticas 

Además de las alteraciones de la línea germinal descritas anteriormente, 

pueden ocurrir muchas alteraciones somáticas. Las mutaciones somáticas son 

alteraciones en la secuencia de ADN que ocurren en células no reproductoras, 

también conocidas como células somáticas. Estas mutaciones pueden surgir de 

diversas fuentes, como la exposición a factores ambientales como la radiación o 

productos químicos, errores durante la replicación del ADN o daños espontáneos en 

el ADN. A diferencia de las mutaciones germinales, que ocurren en las células que 

dan origen a los óvulos y espermatozoides y pueden transmitirse a la descendencia, 

las mutaciones somáticas no se heredan y no afectan a las generaciones futuras. 

Las mutaciones somáticas pueden tener implicaciones significativas para la 

salud de un individuo, ya que pueden contribuir al desarrollo de diversas 

enfermedades, incluido el cáncer. A menudo, el cáncer se asocia con la acumulación 
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de mutaciones somáticas en genes que regulan el crecimiento celular, la proliferación 

y la reparación del ADN. Estas mutaciones pueden alterar los procesos celulares 

normales, lo que lleva a un crecimiento descontrolado y la formación de tumores. 

BRAFV600E, la mutación BRAF es la más común en el melanoma (40 a 50% de 

los casos). Esta mutación conduce a la activación constante de la vía RAS-RAF-MEK-

ERK-MAPK, (vía de señalización implicada en el crecimiento y la división celular. Se 

activa mediante factores de crecimiento y otras moléculas de señalización, y 

desempeña un papel fundamental en el desarrollo del cáncer), que se asocia con la 

forma más agresiva de melanoma. Los ensayos clínicos de fase III como el ensayo 

BRIM-3, BREAK-3, COMBI-d, COMBI-v y COLUMBUS son ejemplos importantes de 

la lista completa de ensayos centrados en el tratamiento del melanoma con la 

mutación BRAFV600E. Combinar inhibidores de BRAF con inhibidores de MEK, 

conduce a mejores tasas de respuesta y resistencia retardada en comparación con la 

monoterapia con inhibidores de BRAF, como en los ensayos COMBI-d y COMBI-v, 

pero la resistencia a los inhibidores de BRAF a menudo implica la activación de vías 

de señalización paralelas. También la combinación de inhibidores de BRAF con 

inhibidores dirigidos a la vía PI3K/AKT/mTOR o la vía del receptor tirosina quinasa 

(como los inhibidores de EGFR o MEK) se ha mostrado prometedora en estudios 

preclínicos (47). 

La mutación BRAFV600K ocurre cuando la valina en la posición 600 en la 

proteína BRAF se reemplaza por lisina. Es menos común que la mutación V600E y 

ocurre en aproximadamente 5 a 10% de los melanomas. La mutación en V600E y 

V600K da como resultado una activación anormal de la proteína BRAF dando 

respuestas al tratamiento menos efectivas, con un efecto mayor en pacientes con la 

mutación V600K si son comparados con los que portan la mutación V600E (48). 

Las mutaciones puntuales, mutaciones de inserción y deleción y amplificación 

en el gen NRAS o KRAS, miembro de la familia de proteínas RAS, activan factores de 

crecimiento y otras moléculas de señalización en el melanoma y pueden conducir a 

la activación constante de la vía RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK (49).  
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Las vías MAPK (proteína quinasa activada por mitógenos) son vías de 

señalización que transmiten señales desde estímulos extracelulares al interior de las 

células. Las vías MAPK se activan mediante una variedad de estímulos, incluidos 

factores de crecimiento, hormonas y señales de estrés, y desempeñan funciones 

importantes en muchos procesos celulares, incluida la proliferación, diferenciación y 

supervivencia celular. Hay varios tipos diferentes de vías MAPK, incluida la vía ERK 

(quinasa regulada por señales extracelulares), la vía JNK (quinasa N-terminal c-Jun) 

y la vía p38. Cada una de estas vías consta de una serie de proteínas que transmiten 

la señal desde la superficie celular al interior de la célula, lo que en última instancia 

conduce a cambios en la expresión genética y otras respuestas celulares. Dos 

mutaciones en las vías MAPK pueden desempeñar un papel en el desarrollo del 

melanoma. Una de estas mutaciones es una mutación en el gen BRAF, que codifica 

una proteína que es un componente clave de la vía MAPK. Esta mutación conduce a 

la activación de la vía MAPK, que puede promover la proliferación y supervivencia 

de las células cancerosas. La otra mutación está en el gen NRAS, que codifica otra 

proteína implicada en la vía MAPK. Esta mutación también activa la vía MAPK y 

puede contribuir al desarrollo del melanoma. 

PTEN (Phosfatase and Tensin Homolog) es un gen que codifica la proteína 

PTEN, que es una proteína supresora con un papel crucial en la regulación del 

crecimiento, la división y la supervivencia celular. Las mutaciones puntuales, 

deleciones, inserciones y reordenamientos están asociadas con varios tipos de 

cánceres, incluido el melanoma. PTEN regula negativamente la vía de señalización 

PI3K/AKT, que participa en el crecimiento, la supervivencia y el metabolismo 

celular. La pérdida de la función PTEN conduce a un aumento de la señalización de 

PI3K/AKT, lo que promueve la proliferación y supervivencia celular y contribuye 

potencialmente al crecimiento y la progresión del melanoma y además se ha 

correlacionado con melanomas primarios más gruesos, estadio avanzado de la 

enfermedad y peor pronóstico. 

KIT es un receptor tirosina quinasa. Se activa mediante la unión de un factor 

de crecimiento llamado factor de células madre. Se han identificado mutaciones 
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activadoras en el gen KIT en el melanoma y pueden conducir a la activación constante 

de la vía RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK. C-KIT es un receptor tirosina quinasa que 

actúa como receptor del ligando del factor de células madre (SCF), y la señalización 

de c-KIT-SCF es necesaria para el desarrollo melanocítico. Las mutaciones en el gen 

c-KIT son poco comunes en el melanoma, con una incidencia de aproximadamente 1 

a 2%. Sin embargo, cuando ocurren, las mutaciones somáticas específicas más 

frecuentes en el gen c-KIT en el melanoma incluyen la mutación KIT D816V. D816V es 

importante ya que esta mutación implica la sustitución de un aminoácido valina por 

un ácido aspártico en la posición 816 de la proteína c-KIT. Sin embargo, en el 

melanoma, la mutación D816V en el gen KIT es mucho menos común y típicamente 

se asocia con melanomas acrales o de las mucosas (50). 

También se observan mutaciones somáticas de NF1 (neurofibromina 1) en un 

subconjunto de melanoma (10-25% de los casos). En el melanoma se identificaron 

muchas mutaciones somáticas, como mutaciones sin sentido, mutaciones de cambio 

de marco, mutaciones en el sitio de empalme o grandes deleciones en el gen, lo que 

resulta en la pérdida de función de la proteína NF1. Esto conduce a la desregulación 

de las vías de señalización posteriores, como la vía Ras-MAPK que promueve el 

crecimiento y la supervivencia celular. Las mutaciones somáticas de NF1 a menudo 

coexisten con otras alteraciones genéticas, en particular las mutaciones BRAF y 

NRAS, que son comunes en el melanoma. La presencia simultánea de mutaciones de 

NF1 con mutaciones BRAF o NRAS puede influir en la progresión de la enfermedad 

y la respuesta a las terapias dirigidas (51).  

La tasa de mutación en ERBB4 en melanoma es relativamente baja en 

comparación con otras alteraciones genéticas como las mutaciones. Suelen ser 

mutaciones puntuales, cambios en un solo nucleótido en la secuencia del gen.  

El gen TERT, también conocido como telomerasa transcriptasa inversa, 

codifica la subunidad catalítica de la telomerasa, una enzima implicada en el 

mantenimiento de la longitud de los telómeros. Una de las alteraciones genéticas del 

gen TERT más comunes en el melanoma es la presencia de mutaciones en la región 

promotora de TERT. Estas mutaciones dan como resultado un aumento de la 
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expresión de TERT y la activación de la telomerasa, lo que lleva al mantenimiento de 

la longitud de los telómeros y a una mayor proliferación celular. Múltiples estudios 

han informado una alta prevalencia de mutaciones del promotor TERT en el 

melanoma, particularmente en casos con características clínicas agresivas y mal 

pronóstico (52).  

  

1.3.3 Regiones no codificantes 

Las técnicas como la secuenciación por inmunoprecipitación de cromatina 

(ChIP-seq) y la secuenciación de ARN (RNA-seq) han sido fundamentales para 

investigar estas regiones no codificantes y su implicación en el melanoma. Por 

ejemplo, la ChIP-seq permite identificar las regiones de unión del ADN a proteínas 

específicas, como factores de transcripción, lo que proporciona información sobre 

cómo se regulan los genes en las células de melanoma. Mientras que la RNA-seq 

permite analizar la expresión de ARN no codificante y codificante, lo que ayuda a 

comprender cómo los cambios en la expresión génica pueden influir en la progresión 

del melanoma y en la respuesta al tratamiento. 

En el contexto del melanoma, los miARN han ganado una atención 

significativa como posibles biomarcadores y objetivos terapéuticos debido a su 

participación en el inicio, la progresión y la metástasis del melanoma. La 

desregulación de los miARN en el melanoma puede ocurrir a través de varios 

mecanismos, incluidas alteraciones genéticas, modificaciones epigenéticas y cambios 

en su maquinaria de procesamiento. Se han observado perfiles de expresión de 

miARN alterados en el melanoma en comparación con la piel normal, y se han 

identificado miARN específicos como oncogenes o supresores de tumores en función 

de sus efectos sobre el crecimiento, la invasión y la respuesta inmunitaria de las 

células del melanoma. 

Los miARN en el melanoma participan en la regulación de varias vías de 

señalización clave y pueden modular la expresión de genes diana involucrados en 

estas vías, afectando procesos celulares críticos para el desarrollo y la progresión del 
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melanoma. Además, los miARN se han implicado en los mecanismos de evasión 

inmunitaria del melanoma, así como en la regulación de la expresión de moléculas 

de puntos de control inmunitarios como PD-L1, CTLA-4 y TIM-3, modificando de 

esta forma la respuesta inmunitaria contra las células de melanoma. Los miARN 

desregulados en el melanoma también pueden afectar el microambiente del tumor, 

incluida la regulación de la angiogénesis, la inflamación y la remodelación de la 

matriz extracelular (53). 

Los melanomas suelen tener una patogenia genómica limitada, que afecta a un 

grupo reducido de vías moleculares siendo las principales:  

1. La vía MAPK/ERK (cinasas MAP, también conocidas como ERK), que comprende 

varias cinasas MAP2K1, MAP3K, MAP2K o TRK reguladas por factores 

extracelulares. En esta ruta, la señal es transmitida hasta el núcleo a través de 

proteínas como RAS o RAF y factores de transcripción como MYC. 

2. La vía PI3K/AKT/mTOR de la fosfatidilinositol-3-cinasa. 

3. La vía del oncogén p53. 

4. La vía del MITF. 

5. La vía del NFkß. 

6. La vía del ciclo celular (Punto G1/S). 

7. La vía WNT y la regulación apoptótica. 

8. La vía de la remodelación de cromatina SWI/SNF.  (54–58) 

 

1.4 Rutas patogénicas en neoplasias melanocíticas 

A pesar de que los nevus son tumores con mutaciones, estas son insuficientes 

para transformar a la célula en invasiva o metastásica. Por el contrario, los nevus 

melanocíticos tienen un crecimiento limitado debido al proceso de senescencia, 

mediante el cual una célula fracasa en su reingreso en el ciclo celular, no perpetuando, 

por lo tanto, el proceso mitótico (59). Varios mecanismos se encargan de inducir 

senescencia, los mecanismos más conocidos son el representado por los genes 

supresores de tumores p53 y p16 (60). 
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Si un nevus experimenta cambios genéticos y epigenéticos adicionales, puede 

escapar a los mecanismos de senescencia, convirtiéndose en una lesión intermedia 

con bajo o alto riesgo de progresar o, finalmente, en un melanoma. Mediante esta 

interpretación se han identificado varias rutas patogénicas (60, 61). Algunas de las 

rutas están relacionadas con la exposición solar como causa etiológica, pero otras no. 

El surgimiento de novo de un melanoma que posea directamente propiedades 

infiltrantes es difícil de explicar genéticamente, ya que requeriría un cúmulo de 

eventos genéticos catastróficamente ocurridos de golpe, como la cromoptisis o la 

cromoplexia (62) ambas infrecuentes. Alternativamente, algunos autores han 

sugerido que melanocitos histológicamente normales, podrían, sin embargo, tener 

mutaciones iniciales que no induzcan proliferación (p. ej., en CDKN2A o en el 

promotor de TERT) (62,63). 

Las rutas reconocidas por la OMS se detallan a continuación  (Fig. 1.12) (64). 

 

Figura 1.12: Rutas patogénicas implicadas en los distintos tipos de melanoma.  
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Tomado de (59) Fernández-Flores y colaboradores han resumido las rutas en el 

melanoma: 

◉ Ruta I (baja exposición solar): acaba en el melanoma tradicionalmente conocido como 

«de extensión superficial». El 90% de los tumores melanocíticos de esta ruta presentan 

mutaciones en el gen BRAF, siendo la más frecuente la mutación V600E. Las 

mutaciones en NRAS son mucho menos frecuentes. 

A este tipo de melanoma se puede llegar por distintos caminos: 

·    A través de una displasia de bajo grado primero y de alto grado después. 

·    A través de la inactivación del gen BAP1. 

·    A través de un nevus penetrante profundo. 

·    A través de un melanocitoma epitelioide pigmentado, 

A estas tres situaciones previas le seguirían mutaciones adicionales después. 

En esta ruta no es infrecuente que en las fases próximas a la malignidad pierda 

la expresión de p16 por alteraciones del gen CDKN2A (65). Sin embargo, la evaluación 

de p16 requiere algunas consideraciones. Aunque p16 se considera un marcador de 

senescencia y, por lo tanto, tranquilizador cuando se expresa (66, 67) no está, sin 

embargo, expresado, en melanocitos normales. Su expresión puede inducirse frente 

al estrés celular (67). Puede haber nevus que expresen poco p16, sin que eso signifique 

una inactivación de CDKN2A. 

◉ Ruta II (alta exposición solar): acaba en el melanoma de tipo lentigo maligno, 

iniciándose en el lentigo maligno o en otros tipos de melanoma in situ. 

◉ Ruta III (también de alta exposición solar): acaba en el melanoma desmoplásico, 

iniciándose como melanoma in situ. 

◉ Ruta IV: acaba en el melanoma de Spitz, iniciándose en el nevus de Spitz benigno 

(68,69). Suele tener mutaciones activadoras de HRAS, reordenamientos de los genes 
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del receptor de las tirosin-cinasas o reordenamientos de los genes de las 

serin/treonin-cinasas involucradas en la ruta MAPK. En ocasiones, en los genes 

adyacentes a las zonas reordenadas de los tumores de Spitz, incluso benignos, 

pueden producirse cambios numéricos, sin necesidad de que impliquen mayor riesgo 

de progresión. 

Una característica peculiar de la ruta de los tumores de Spitz, es que pueden 

presentar inactivación del gen CDKN2A (en muchos casos como única alteración 

genética), con pérdida de la expresión de p16, un hecho que sería preocupante en 

tumores melanocíticos de cualquier otra ruta (70). Se necesitan, por lo tanto, 

mutaciones adicionales a la inactivación de CDKN2A para la transformación maligna.  

Otra característica común de este grupo es que las lesiones malignas pueden 

conservar las mutaciones previas de las lesiones benignas precursoras. Por lo tanto, 

aunque las mutaciones HRAS son típicas de los nevus de Spitz, demostrarlas no es 

garantía de benignidad: un melanoma de Spitz puede también tenerlas (71). Sin 

embargo, puesto que las mutaciones en HRAS están presentes en menos de un 1% de 

melanomas (63) su evidencia resulta tranquilizadora en un tumor de morfología 

Spitz. 

Ha habido intentos de correlacionar las alteraciones genéticas evidenciadas en 

los tumores de Spitz, con los hallazgos histopatológicos en la hematoxilina-eosina (72) 

empezando por la sugerencia de que las mutaciones HRAS activan con más vigor la 

vía PI3K/AKT/mTOR que las mutaciones BRAF o NRAS y, por lo tanto, inducen 

células tumorales de mayor tamaño y menos pigmentación que las vistas en los nevus 

comunes o congénitos  (63). Aunque esas correlaciones no son siempre fáciles de 

evaluar, se sabe que las mutaciones en HRAS están asociadas con caracteres 

desmoplásicos; los reordenamientos en MAP3K8, con predominio de células 

epitelioides, células multinucleadas y ulceración; los reordenamientos en RET con un 

patrón. tumoral en placa y con nidos celulares poco cohesivos; los reordenamientos 

en NTRK3, con tumores pigmentados; los reordenamientos e NTRK1 con presencia 
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de pseudorrosetas; los reordenamientos en ROS1, con abundancia de cuerpos de 

Kamino, y los reordenamientos en ALK, con tumores grandes polipoides o 

cupuliformes, muchas veces con un hábito arquitectural fasciculado y en ocasiones 

con prominente depósito mixoide. Sin embargo, estas correlaciones no son completas. 

Así, por ejemplo, un fenotipo desmoplásico puede encontrarse sin asociación a 

mutación de HRAS o amplificación 11p y, por el contrario, asociarse a fusiones de 

cinasas como ROS1. 

◉ Ruta V: acaba en el melanoma acral, iniciándose quizá en nevus acrales o en lesiones 

precursoras acrales malignas in situ. 

◉ Ruta VI: se inicia en la melanosis con displasia y acaba en el melanoma lentiginoso 

de mucosas. Se desconoce si la melanosis no displásica podría ser el inicio de la ruta. 

◉ Ruta VII: esta ruta se refiere a los melanomas originados sobre nevus congénito. 

Sobre estos últimos pueden aparecer nódulos de crecimiento, debidos a mutaciones 

adicionales a las del nevus, por lo que se consideran melanocitomas de riesgo 

bajo/intermedio de evolución a melanoma. La ruta acaba en el melanoma sobre 

nevus congénito.  

◉ Ruta VIII: se inicia con el nevus azul, pasando por el nevus azul celular (incluido 

dentro de los melanocitomas de riesgo bajo/intermedio de evolución a melanoma), 

el nevus azul celular atípico y, finalmente, el melanoma sobre nevus azul, una entidad 

rara. En las últimas fases de malignización puede mostrar mutaciones en el gen 

supresor de tumores BAP1. 

◉ Ruta IX: esta es la ruta del melanoma uveal. Se desconoce cuáles puedan ser los 

pasos histológicos previos hasta su transformación en melanoma. Puede presentar 

mutación del gen supresor de tumores BAP1. 
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1.5 Biomarcadores serológicos, tisulares, 

inmunohistoquímicos y moleculares 

Los biomarcadores del cáncer se pueden clasificar en tres grandes categorías: 

diagnósticos, pronósticos o predictivos. Los biomarcadores diagnósticos se utilizan 

para identificar y confirmar la aparición del cáncer y pueden facilitar la detección 

precoz de la recurrencia. Los biomarcadores pronósticos se utilizan para predecir el 

curso probable y los resultados esperables de la enfermedad. Por último, los 

biomarcadores predictivos se utilizan para evaluar la posible respuesta de un 

tratamiento específico y personalizado (73, 74).  

Hasta la fecha, no disponemos de un biomarcador adecuado para el melanoma,  

y los biomarcadores circulantes aunque son tendencia no han cubierto todas las 

expectativas (132). Diferentes trabajos demuestran modificaciones en la expresión de 

proteínas que regulan los procesos de proliferación, invasión y metástasis en 

melanoma (75, 76). Un factor que es esencial en la progresión del tumor y metástasis 

es la neoangiogénesis donde se ha visto que una gran variedad de factores de 

crecimiento tienen esta actividad (135). 

 

1.5.1 Biomarcadores serológicos de pronóstico 

Los biomarcadores pronóstico no histológicos del melanoma cutáneo son los 

biomarcadores tumorales serológicos para evaluar la presencia de enfermedad 

residual y la carga tumoral (74). Los marcadores serológicos pronósticos más 

estudiados son la proteína fijadora de calcio B de S100 (S100B), el antígeno de 

melanoma inhibidor de la migración (MIA), el factor de crecimiento de hepatocitos 

(HGF), la proteína catiónica de eosinófilos (PCE), la indolamina 2,3-dioxigenasa sérica 

(IDO),  los nivel de vitamina D y el lactato deshidrogenasa sérica (LDH).  
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◉ MIA es una proteína secretada por células tumorales de melanoma de masa 

molecular 12 kDa. Se ha demostrado que la MIA es un marcador pronóstico 

independiente para pacientes con melanoma cutáneo con mayor  sensibilidad y 

especificidad para la predicción de recurrencias y metástasis más que otros 

marcadores (77, 78).  

◉ La S100B es una proteína perteneciente a la familia de proteínas de unión al 

calcio. La S100B específicamente ha demostrado jugar un papel en la progresión y 

diferenciación del ciclo celular (79), se ha relacionado con la carga y la progresión 

tumoral. La medición de S100B en suero puede servir para monitorizar la respuesta o 

la progresión del melanoma (80).  

◉ El HGF es una citoquina que facilita la tumorogénesis del melanoma y la 

progresión del tumor mediante la activación de la vía MAPK (proteína quinasa 

activada por mitógenos), una cascada de señalización regulada positivamente en la 

mayoría de los pacientes con melanoma. Se ha demostrado que en melanomas 

metastásicos HGF guarda relación significativa con la supervivencia libre de 

progresión (SSP) y la supervivencia general (SG) (78). 

◉ Los  niveles séricos de PSE más bajos se han asociado con una mayor SG en 

los melanomas metastásicos (81). La enzima IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa), la 

actividad elevada de IDO se ha asociado con un mal pronóstico en muchos tipos de 

tumores. En melanoma, De Lecea y colaboradores. encontraron que los niveles séricos 

de IDO más bajos presentaban mejor SG (82).  

◉ Se ha demostrado que los receptores de vitamina D tienen un papel 

potencial en la regulación del sistema inmunológico y en la carcinogénesis (83). Los 

pacientes con niveles deficientes de vitamina D a lo largo del proceso tienen un peor 

pronóstico con mayor riesgo de fallecimiento (84).  

Ninguno de los marcadores séricos comentados tienen el aval de la comunidad 

científica y hasta la fecha, solo la deshidrogenasa láctica (LDH) sigue siendo el único 
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biomarcador sérico de pronóstico que se ha incorporado al sistema de estadificación 

del American Joint Committee on Cancer (AJCC) para el melanoma señalando que 

los pacientes con niveles elevados de LDH muestran una supervivencia 

significativamente peor y tiene utilidad para establecer el pronóstico y la progresión 

de la enfermedad en pacientes con melanoma metastásico (85). 

 

1.5.2 Productos tumorales circulantes obtenidos por biopsia 

líquida (PTC) 

Los productos tumorales circulantes (PTC) mediante biopsia líquida, 

constituyen una herramienta emergente de pronóstico que pueden tener importancia 

en la monitorización y respuesta al tratamiento del melanoma y otros tipos de cáncer. 

Los PTC son macromoléculas de ADN, ARN, MiARN o células procedentes de   los 

tumores y liberadas en la circulación sanguínea. A diferencia de algunos marcadores 

séricos que pueden tener otro origen, los PTC son específicos de las células tumorales 

y pueden proporcionar información relevante y más precoz sobre la biología y la 

progresión del tumor. Se dividen en tres subgrupos principales: 

 

1.5.2.1 Células tumorales circulantes (CTC) 

Las CTC son células que se desprenden del tumor sólido primario y circulan 

por el torrente sanguíneo. Se ha establecido el papel de las CTC como biomarcadores 

diagnósticos, pronósticos y de respuesta al tratamiento aprobado por la FDA 

americana utilizando moléculas de adhesión de células epiteliales (EpCAM) en 

tumores de próstata, mama y colorrectal. Los melanomas tienen origen en la cresta 

neural y no expresan el marcador de superficie EpCAM y constituye un reto técnico 

poder diferenciar entre las propiedades físicas de las células de melanoma circulantes 

(86). Datos a favor de su posible utilidad han sido aportados en melanomas: En 
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pacientes con melanoma metastásico menos de 2 CTC/7.5 mL se asocia a mejor 

supervivencia global (87); las subpoblaciones de CTC de melanoma utilizando 

citometría de flujo con marcadores específicos de melanoma y marcadores de células 

madre  son más adecuadas para fines pronóstico que el número total de CTC (88). 

Asimismo el empleo de tecnología “Cytophone” en melanoma, que tiene un límite de 

detección de 1 CTC/litro, parece una herramienta más eficaz para detectar con éxito 

CTC de melanoma (89). 

 

1.5.2.2 Ácidos nucleicos circulantes 

Además de las células tumorales, también se ha demostrado que los ácidos 

nucleicos circulantes derivados de tumores tienen importancia pronóstica. Estos 

marcadores incluyen ADN tumoral circulante (ctADN), ADN libre de células 

(cfADN) y ARNm, ARN y microARN circulantes (miARN). 

El ADN tumoral circulante puede llegar a tener un papel esencial en el 

pronóstico y la estratificación de los pacientes con melanoma. La detección de ctDNA 

se asocia significativamente con una disminución de la supervivencia específica del 

melanoma (90). La mitad de todos los casos de melanoma cutáneo presentan 

mutaciones BRAF (protooncogén serina/treonina quinasa B-Raf) y entre 15% y 20% 

de los casos tienen mutaciones NRAS (91). En un estudio de cohorte con melanomas 

la presencia de  niveles detectables de ctADN de BRAF o NRAS mutado por PCR se 

asociaron a menor intervalo libre de metástasis, menor intervalo libre de enfermedad 

y menor SG y fueron factores pronósticos independientes en el análisis multivariado 

(92).  

El cfADN circulante son fragmentos cortos de ADN y sus niveles elevados 

están asociados con el cáncer, pero no son totalmente específicos de él.  Un estudio 

realizado por Valpione et al. demostraron que el cfDNA puede servir como un 

marcador sustituto de la carga tumoral en pacientes con melanoma metastásico, de 
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hecho los niveles iniciales de cfDNA se correlacionan positivamente con la carga 

tumoral y negativamente tanto con el riesgo de muerte como con la SG (93).  

 

Dos estudios han mostrado resultados consistentes con la detección de ARNm 

de células tumorales circulantes y el pronóstico en melanoma en estadio IV. En el 

estudio de Hoshimoto et al., se encontró que los pacientes que expresaban al menos 

uno de tres biomarcadores de ARNm asociados al melanoma (MART-1, MAGE-A3 y 

PAX3) generalmente tenían una supervivencia libre de enfermedad y una SG 

menores.  Y en otro estudio independiente se demostró que los niveles elevados de 

biomarcadores de ARNm (MART-1, MAGE-A3, PAX3 y GalNAc-T) se 

correlacionaron negativamente con la supervivencia libre de recaídas y la SG. Esto 

avala la idea de que la detección de células tumorales circulantes y la expresión de 

biomarcadores de ARNm podrían ser indicadores útiles para la predicción del 

pronóstico en pacientes con melanoma en estadio avanzado (94). 

 

1.5.2.3. MicroARN (miARN) y exosomas de melanoma circulantes 

Los miARN son pequeñas moléculas de ARN no codificantes que desempeñan 

un papel importante en la regulación postranscripcional de la expresión génica al 

unirse a secuencias específicas de ARN mensajero (ARNm) y regular su estabilidad 

y traducción (95, 96). Los microARN son muy estables y pueden ser fácilmente 

detectados en tumores y circulando en la sangre. Los niveles séricos de miR-16 

disminuyeron en casos de melanomas con mayor espesor de Breslow, ulceración y 

altas tasas de mitosis (97) y es un factor de pronóstico independiente para la SG del 

melanoma (98).  Los niveles séricos de miR-221 están relacionados con el estadio y  

aumentan significativamente durante la progresión y recurrencia del melanoma lo 

que sugiere que miR-221 puede servir como un biomarcador potencial para el 

pronóstico del melanoma (98, 99). Friedman et al. (100) examinaron 355 miARN en 

sueros de 80 pacientes con melanoma primario; una firma de cinco miARN (miR-150, 
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miR-15b, miR-199a-5p, miR-33a y miR-424) permitía clasificar a los pacientes con 

melanoma de alto y bajo riesgo de recurrencia con diferencias significativas. 

Los exosomas son vesículas extracelulares de 30 y 150 nm de diámetro con una 

membrana bicapa lipídica que contienen componentes de ácido nucleico de la célula 

(101). En una serie de casos/control de melanomas avanzado, las concentraciones de 

exosomas con los dos biomarcadores séricos MIA y S100B, estaban significativamente 

elevadas en pacientes con melanoma metastásico en comparación con pacientes libres 

de enfermedad y estaban relacionadas con una mediana de supervivencia más corta. 

Estos hallazgos sugieren para la MIA exosomal una mayor sensibilidad y 

especificidad para distinguir a los pacientes con melanoma avanzado (102).  

Los exo-miARN-532-5p y exo-miARN-106b encapsulados en exosomas están 

aumentados en los melanomas metastásicos. Estos hallazgos sugieren que los miARN 

exosomales en sangre podrían tener un valor diagnóstico y pronóstico para 

identificar la presencia de metástasis y predecir el curso del melanoma (103). Sin 

embargo, aún no se ha investigado todo el potencial de los exosomas como factores 

pronósticos. 

 

1.5.3 Biomarcadores epigenéticos en tejido 

La modificación epigenética como un mecanismo regulador puede contribuir 

a la transformación celular maligna, y la metilación del ADN, los miARN, los ARN 

largos no codificantes (lncRNA) y los biomarcadores de modificación de histonas son 

objetivo de identificar biomarcadores emergentes. 

1.5.3.1 Biomarcadores de metilación del ADN 

La metilación del ADN es una alteración epigenética frecuentemente 

estudiada en el melanoma. El  gen supresor de tumores INK4A (p16) está 

hipermetilado en un porcentaje significativo de melanomas, lo que contribuye a la 

inactivación de su función y el grado de metilación del ADN del gen PON3,  se han 
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sugerido como biomarcadores pronósticos independiente del melanoma primario 

por su relación con el grosor del tumor y la presencia de ulceración y la supervivencia 

del paciente (104). En el melanoma primario, la hipermetilación de RAR-β2 y los 

niveles de metilación de genes relevantes como PTK7, ABCB4, HOXA9 e IRAK3 han 

mostrado correlaciones positivas con el espesor de Breslow y son posibles 

biomarcadores alternativos (105). Sigalotti et al. (106) identificaron una firma de 

metilación de 17 genes que se correlacionaron con la SG en pacientes con melanoma 

cutáneo en estadio avanzado.  

De manera similar a la metilación, la hidroximetilación del ADN es una 

modificación epigenética que conduce a la formación de 5-hidroximetilcitosina (5-

hmC).  Lian et al. (107) observaron una correlación negativa entre los niveles de 5-

hmC y la profundidad de Breslow en 98 pacientes con melanoma primario; sin 

embargo, son insuficientes los estudios hasta el momento para determinar 

feacientemente si los niveles de 5 hmC pueden servir como un factor pronóstico 

independiente. 

1.5.3.2 MicroARN (miARN) en tejidos 

Los miARN también desempeñan un papel importante en la tumorogénesis y 

la progresión tumoral en diferentes neoplasias, incluido el melanoma (108).  

La expresión aumentada de miR-182 durante la progresión del melanoma primario a 

metastásico sugiere que miR-182 puede desempeñar un papel importante en la 

promoción de la invasión y la metástasis en el melanoma. La comprensión de cómo 

los miARN, incluido miR-182, regula los procesos asociados con la progresión del 

melanoma puede tener implicaciones importantes en el desarrollo de terapias 

dirigidas y en la identificación de biomarcadores pronósticos y predictivos (109). 

1.5.3.3 ARN largos no codificantes (lncARN) en tejidos 

Los ARN largos no codificantes (lncRNA) con longitudes superiores a los 200 

nucleótidos. Recientemente se les ha atribuido un papel esencial en la regulación del 

desarrollo y la progresión neoplásica. El lncRNA activado por BRAF (BANCR) es un 
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ARN oncogénico que promueve la migración y proliferación  y se ha asociado con 

una peor tasa de supervivencia en melanomas (110). 

1.5.3.4 Biomarcadores de modificación de histonas 

La acetilación y desacetilación son modificaciones postraduccionales 

epigenéticas de las histonas que desempeñan un papel crucial en la represión de la 

expresión génica y, por lo tanto, en la historia natural de los tumores. En un estudio 

realizado por Wilmott et al., se evaluó la expresión de las proteínas HDAC clase 1 y 

sus reguladores en muestras de melanoma en estadio IV con mutación BRAF o NRAS. 

Se observó que la histona HDAC8 estaba metilada solo en melanoma con mutación 

BRAF. Además, en un análisis multivariado, se encontró que el aumento de la 

expresión citoplasmática de HDAC8 se correlacionó de forma independiente con una 

mejor supervivencia sin enfermedad (SSE) y supervivencia específica del melanoma 

(111).  

 

1.5.4 Biomarcadores de la vía de señalización tisular 

La cuarta categoría de biomarcadores de pronóstico consiste en biomarcadores 

de vías de señalización en el tejido tumoral. Es conocido que el melanoma es una 

neoplasia heterogénea que puede resultar de la alteración de múltiples vías y redes 

reguladoras como hemos comentado anteriormente.  

 

1.5.4.1 Biomarcadores asociados con oncogenes, genes supresores de 

tumores y genes supresores de metástasis 

Las mutaciones de los oncogenes BRAF y NRAS son las alteraciones genéticas 

más comunes en el melanoma cutáneo, mientras que las mutaciones en NRAS están 

asociadas a un comportamiento más agresivo las mutaciones de BRAF se asocian a 

una mejor supervivencia (112).  En un estudio de cohorte de 677 pacientes con 

melanoma, las mutaciones BRAF o NRAS son más propensas a metástasis cerebrales 
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(113). La proteína de unión a la caja Y 1 (YB-1) es un factor de transcripción 

oncogénico y un regulador de la transición epitelial-mesenquimatosa (EMT), la 

proliferación celular y la metástasis (114). Kosnopfel y colaboradores, han 

demostrado que la mayor expresión de YB-1 en una cohorte de 270  melanomas se 

correlaciona con una disminución en la supervivencia global (SG) de los pacientes 

(115).  

El factor de transcripción de microftalmia (MITF) es un gen maestro 

melanocítico regulador de la supervivencia, proliferación y diferenciación celular, y 

puede desempeñar un papel oncogénico en un subgrupo de melanomas (116). Entre 

los objetivos posteriores de MITF, sólo TRPM1 (potencial receptor transitorio de 

melastatina-1) tiene importancia pronóstica conocida en el melanoma cutáneo (117). 

El melanoma primario y metastásico se asocian con pérdida focal de ARNm de 

TRPM1 y pérdida focal o completa de ARNm de TRPM1, respectivamente (118). Los 

niveles y patrones de expresión de TRPM1 pueden ayudar a diferenciar los nevus de 

melanomas (119). Duncan y colaboradores (117) encontraron que la regulación 

negativa del ARNm de TRPM1 en lesiones de melanoma cutáneo primario es un 

marcador pronóstico adverso e independiente de metástasis en pacientes con 

melanoma I. Un microARN (miR-211) dentro de un intrón del gen TRPM1 es el 

responsable de la actividad supresora de tumores (120).  

FOXQ1 (proteína Q1 de la caja Forkhead) desempeña un papel importante en 

la regulación de la proliferación celular, la diferenciación y la tumorigénesis.  FOXQ1 

actúa como un supresor de tumores en el melanoma inhibiendo la invasión y 

metástasis al reprimir el gen de la N-Cadherina lo que sitúa a FOXQ1 comoprotector 

en la progresión del melanoma al regular negativamente la expresión de genes 

asociados con la invasión y la metástasis (121). Además, FOXQ1 inhibe la 

transformación neoplásica de los melanocitos a través de la represión de MITF 

inducida por BRAF V600E (116).   

Las mutaciones presentes en el promotor del gen TERT que codifica para la 

telomerasa han sido recientemente descritas en el melanoma como responsable de la 

tumorigénesis (122). Las mutaciones inducidas por  los rayos UV en el promotor 
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TERT se encuentran entre las alteraciones genéticas más frecuentes en el melanoma 

(123).  Griewank y colaboradores (120) evaluaron 410 biopsias de melanoma para 

investigar las  mutaciones del promotor TERT mediante secuenciación tipo Sanger  

observando que están presente con mayor frecuencia en melanomas cutáneos no 

acrales y estas mutaciones se asociaron de forma independiente con una disminución 

de la SG en estos pacientes (123). En un estudio de cohorte reciente de 194 pacientes 

con melanomas nodulares primarios, se encontró que las mutaciones del promotor 

de TERT se correlacionan con lesiones de más espesor, con recuentos mitóticos más 

elevados que aquellos en los casos de TERT no mutado. La expresión de la proteína 

TERT en el melanoma primario se asoció con una supervivencia reducida del 

paciente y no se ha relacionado con el estado de mutación del promotor del gen TERT 

(124).  

1.5.4.2 Biomarcadores de proliferación celular 

 En la práctica clínica se utilizan múltiples marcadores de proliferación para 

evaluar la actividad proliferativa, como Ki-67, fosfohistona H3 (PHH3), proteína de 

mantenimiento de minicromosomas 4 (MCM4) y mitosina. 

El más popular es el antígeno Ki-67 una proteína nuclear que está asociada con 

la proliferación celular y con la transcripción del RNA ribosómico y a la fase de 

síntesis de ADN. Ki-67 es un marcador de proliferación celular expresado durante las 

fases G1, S, G2-Mitosis del ciclo celular y ausente en fase G0. Es un contrastado 

marcador para medir la fracción de células proliferantes en los tumores con un 

indudable valor pronóstico. Ki-67 sigue siendo la herramienta complementaria  más 

útil para distinguir tumores melanocíticos benignos y malignos (149). 

Recientes estudios indican que Ki-67 controla la organización de la 

heterocromatina y la expresión génica (150). La proliferación celular está 

correlacionada con la progresión del melanoma. El estudio de Nielsen  y 

colaboradores incluyó 153 melanomas en estadio I/II y demostró que la expresión de 

Ki-67/MART1 tuvo un riesgo aumentado para la supervivencia libre de tumor y para 

la muerte específica por melanoma (125). 
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En un estudio de melanomas cutáneos nodulares, una mayor positividad de 

Ki-67 se correlacionó con mal pronóstico en el análisis multivariado. Además, se 

descubrió que la expresión de Ki-67 era un indicador de pronóstico más eficiente que 

los recuentos mitóticos. También otros marcadores de proliferación celular, incluidos 

PHH3, MCM4 y mitosina (128) y la proteína de mantenimiento de minicromosomas 

3 (MCM3) han demostrado tener valor pronóstico en el melanoma primario. En una 

evaluación inmunohistoquímica de MCM3 en 224 casos de melanoma primario, el 

aumento de la expresión de MCM3 se asoció en un análisis multivariado con una 

reducción significativa de la SSE y de la supervivencia específica del melanoma (127).  

1.5.4.3 Biomarcadores de autofagia 

La autofagia es un proceso celular fundamental que actúa para eliminar 

componentes celulares dañados, defectuosos o no deseados, como proteínas mal 

plegadas, orgánulos disfuncionales o cuerpos extraños. La autofagia es esencial para 

la adaptación de las células a condiciones de estrés, como la privación de nutrientes, 

la hipoxia o el daño celular.  La autofagia puede tener efectos tanto supresores como 

promotores del tumor dependiendo de las etapas específicas del desarrollo tumoral. 

La acumulación de p62 está involucrada en la regulación de la degradación selectiva 

de proteínas y orgánulos y se cree que contribuye a la tumorigénesis. La expresión de 

p62 aumenta significativamente en el melanoma en comparación con los nevus; sin 

embargo, la expresión de p62 es mayor durante los estadios I/ II d que en los estadios 

III/IV del melanoma (128).   

AMBRA1 (activating molecule in Beclin1-regulated autophagy), es una proteína 

esencial para la regulación de la autofagia y la diferenciación celular. La reducción o 

pérdida completa de la expresión de AMBRA1 en la epidermis que recubre los 

melanomas cutáneos se asocia con una disminución de la tasa de SSE  (129). AMBRA1 

se comporta como marcador de diferenciación en la epidermis; Además la pérdida 

combinada de expresión de AMBRA1/loricrina es un predictor negativo significativo 

de SSE en melanomas en estadio precoz. En un estudio de  cohorte retrospectiva de 

379 pacientes con melanoma se encontró en el análisis multivariado que el índice de 
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riesgo de pérdida de AMBRA1/loricrina es superior a la profundidad de Breslow 

como predictor de SSE, lo que sugiere que la expresión epidérmica de 

AMBRA1/loricrina es una herramienta de pronóstico prometedora en los melanomas 

en estadio I  (129).   

1.5.4.4 Biomarcadores de respuesta inflamatoria e inmune 

La inflamación crónica se reconoce cada vez más como un factor importante 

en el desarrollo y la progresión del cáncer. Se estima que la inflamación crónica puede 

contribuir hasta el 25% de los cánceres humanos. La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es una 

enzima clave involucrada en la cascada de la síntesis de prostaglandinas, que son 

mediadores importantes de la inflamación y juegan un papel crucial en numerosos 

procesos fisiológicos y patológicos. Kuźbicki et al. (130) encontraron que una mayor 

expresión de COX-2 en melanomas primarios está relacionada con un mal pronóstico.  

CD74 es una proteína de tráfico y procesamiento de HLA clase II con funciones 

proinflamatorias. Debido a su expresión específica en ciertos tipos de cáncer y su 

función en la presentación de antígenos, CD74 se ha considerado como un objetivo 

terapéutico potencial para el desarrollo de terapias dirigidas contra el cáncer, como 

la inmunoterapia y la terapia dirigida. La inhibición de CD74 puede ayudar a 

modular la respuesta inmune contra las células tumorales y potenciar la eficacia de 

la inmunoterapia en el tratamiento del cáncer (131). 

CD2 es una molécula de adhesión celular que se encuentra en la superficie de 

los linfocitos T y las células asesinas naturales (NK).  El recuento de CD2  en 

melanomas cutáneos se correlaciona con la cuantificación de linfocitos infiltrantes de 

tumores (TIL)(132) En el análisis multivariado, los recuentos más bajos de CD2 en 

tumores primarios podrían predecir de forma independiente la recurrencia de la 

enfermedad locorregional y sistémica y la disminución de la SG. Sivendran y 

colaboradores. desarrollaron un panel de 53 genes relacionados con el sistema 

inmune que predijo la supervivencia específica de la enfermedad y la supervivencia 

libre de recurrencia en pacientes con melanomas cutáneos, confirmando el papel 

pronóstico del CD2 en los melanomas cutáneos (133).  
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CD10 es una metaloproteasa multifuncional de la superficie celular que 

desempeña un papel fundamental en el desarrollo de los linfocitos B. Se considera 

que CD10 puede promover la progresión del melanoma al estimular la proliferación 

celular, la supervivencia celular y la angiogénesis.  La expresión de  CD10 es 

significativamente mayor en el melanoma metastásico que en los melanomas 

primarios (134).  

Thomas-Pfaab y colaboradores investigaron el papel pronóstico del CD10 

(135), y demostraron que la expresión de CD10 en melanomas se asociaba con una 

reducida SG y una progresión más rápida de la enfermedad. Oba y colaboradores 

encontraron una correlación positiva significativa entre la expresión de CD10 y 

parámetros pronósticos como el espesor de Breslow, el nivel de Clark y la presencia 

de ulceración. Además, la expresión de CD10 en el melanoma cutáneo fue un factor 

pronóstico independiente de mala evolución en un análisis multivariado (136).  

El Immunoscore, descrito inicialmente por Galon et al., es un sistema de 

puntuación basado en la cuantificación de dos poblaciones de linfocitos 

(CD3/CD45RO, CD3/CD8 o CD8/CD45RO) intratumorales, en la superficie del 

tumor y el margen invasivo (MI) (137).   No existe consenso sobre la definición de 

Immunoscore en el melanoma, debido a la compleja reacción inmune intratumoral. 

Así, la infiltración densa de células B, células T activadas y células dendríticas en el 

melanoma cutáneo se ha correlacionado con un pronóstico favorable, mientras que la 

infiltración mayoritaria de neutrófilos, macrófagos y mastocitos muestra un 

pronóstico adverso; por ello se han incorporado biomarcadores adicionales, como 

CD20, FOXP3, IL17, CD68 y GZMB en la evaluación de Immunoscore en melanoma. 

Un metanálisis reciente revela que el aumento de linfocitos infiltrantes de tumores 

CD3+, CD4+, CD8+, FOXP3+ y CD20+ podría predecir una supervivencia general 

favorable de los pacientes con melanoma (138). La carga mutacional tumoral (TMB), 

definida como mutaciones somáticas por megabase (Mb) del área codificante de un 

genoma tumoral, es un marcador pronóstico emergente asociado con el desarrollo de 

inmunidad antineoplásica y la respuesta a la terapia con inhibidores de puntos de 

control inmunitarios (139).  
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Los datos publicados, hasta el momento, son contradictorios, Edwards y 

colaboradores (140) demostraron que la TMB no está relacionada con la inmunidad 

antitumoral protectora en el melanoma sin tratamiento previo. En el melanoma 

avanzado, el TMB-alto se correlaciona con mejor SG después del tratamiento con 

bloqueo anti-PD-1/PDL-1 y/o CTLA-4 (141). Sin embargo, algunos melanomas con 

TMB-alto no responden a la terapia, lo que sugiere que TMB por sí solo puede no ser 

suficiente para ser un biomarcador independiente en la práctica clínica (142). 

1.5.4.5 Biomarcadores mitocondriales 

Principalmente son tres marcadores mitocondriales (anticuerpos 

antimitocondriales, proteína de fisión 1 [FIS1] y mitofusina 2 [MFN2]) en melanomas 

cutáneos. Los resultados del estudio de Soares revelaron que un alto contenido 

mitocondrial es un factor pronóstico independiente negativo para la supervivencia 

sin enfermedad (SSE) en pacientes con melanoma cutáneo (143).  

 

1.6 Biomarcadores tisulares que predicen el estado de 

los ganglios linfáticos en el melanoma cutáneo  

Estos biomarcadores de posible utilidad en melanoma han  sido ampliamente 

revisados en 2022  por Rizzetto y colaboradores (25). 

 

1.6.1 Invasión linfovascular (ILV) 

La invasión linfovascular (ILV) consiste en la observación histopatológica de 

células neoplásicas en el interior de vasos linfático o hemáticos en el seno del 

melanoma lo que guarda relación con unas expectativas clínicas peores (144). La 

combinación de biomarcadores específicos y sensibles para melanoma (S-100, Mart-

1), para proliferación celular (Ki-67, PCNA) y para vasos linfáticos (LYVE-1, 

Podoplanina) permite una mejor evaluación de la ILV en el melanoma cutáneo. Los 
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biomarcadores de vasos linfáticos (Prox-1, LYVE-1 y Podoplanina)  permiten además 

establecer la densidad de vasos linfáticos (DVL) y la formación de nuevos vasos 

linfáticos peritumorales (144,145). La inmunolocalización de estructuras linfáticas 

incrementa un 50% la identificación de ILV con respecto a la valoración con tinción 

de hematoxilina/eosina  (146–148).  

Algunos estudios sugieren que la ILV y la DLV intratumorales o peritumorales 

pueden correlacionarse con la metástasis del ganglio centinela y de ganglios linfáticos 

locorregionales,  así como con la supervivencia del paciente, pero los resultados no 

son concluyentes (97, 125, 149).  

  

1.6.2 VEGF 

Las glicoproteínas de la familia del factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF) desempeñan un papel crucial en el proceso de linfangiogénesis  estimulando 

la formación de nuevos vasos linfáticos y la propagación tumoral (150). Gallego y 

colaboradores  (151) se centraron en el papel de VEGF-C en relación con la positividad 

del ganglio centinela en melanoma (SLN).  Se ha publicado que la detección de VEGF-

C, VEGF-D y VEGFR-3 mediante inmunohistoquímica y PCR puede ser un buen 

predictor de la positividad de SLN (152). Contrariamente, otros estudios no han 

encontrado una asociación consistente entre la expresión de receptores y la 

positividad del ganglio centinela en melanoma (153, 154). 

Recientemente, en el estudio de Toberer y colaboradores. (155) demostraron 

de manera estadísticamente significativa en una serie de 58 pacientes con melanoma 

que la expresión de VEGFR-3 era un predictor independiente de la positividad del 

GC y podría usarse en el futuro para seleccionar a los pacientes a los que someter a 

la técnica de  GC. También se demostró de forma estadísticamente significativa que 

VEGF-A se expresaba más en el tejido tumoral de pacientes con GC positivo; sin 

embargo, en la regresión logística, no resultó ser un factor independiente para el 
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resultado del GC. Los resultados ambiguos requieren más estudios prospectivos 

multicéntricos para aclarar mejor el papel de VEGF y VEGFR en la predicción de la 

invasión del GC. 

1.6.3 Tetraspanina CD9 

La tetraspanina CD9 es una proteína transmembrana que juega un papel clave 

en la progresión tumoral ya que funciona como un supresor de metástasis (156). Una 

expresión reducida se correlaciona con la progresión metastásica y mal pronóstico. 

CD9, cuando se sobreexpresa puede causar en parte la actividad de invasión de las 

células de melanoma (157, 158). 

Un estudio reciente (159) realizado en melanomas cutáneos evaluaron la 

expresión de CD9 mediante inmunohistoquímica e inmunofluorescencia, y 

demostraron que CD9 no se expresaba en melanomas delgados, mientras que en el 

46% de los melanomas intermedios y gruesos se observa en áreas  de invasión dentro 

de estructuras vasculares o vasos linfáticos. Todos los melanomas inmunoteñidos con 

CD9 mostraron un GC positivo, lo que sugiere que la expresión de CD9 puede un 

excelente biomarcador para evaluar el estado de GC. 

Aunque CD9 se expresa uniformemente en los nevus melanocíticos, en el 

melanoma invasivo, como ya se ha visto en otros tumores  (160–163), un aumento de 

CD9 se correlaciona con metástasis en los ganglios linfáticos, metástasis a distancia y 

una peor evolución (159). Esto puede explicarse considerando que las tetrasparinas 

pueden actuar como supresores y promotores de metástasis dependiendo del estado 

de la membrana celular y las estructuras vesiculares (164). Algunos estudios in vitro 

sobre la migración transendotelial de células de melanoma mostraron un papel 

importante de CD9 en la interacción tumor-célula endotelial/linfática y la 

diseminación vascular de las células tumorales (165). Por lo tanto, el papel de CD9 en 

la determinación del estado del GC parece interesante, como también confirmaron 
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Erovic y colaboradores (166) demostrando que esta tetraspanina es capaz de 

promover la transmigración de las células tumorales a través de la adherencia a los 

vasos linfáticos (Fig. 1.13). No obstante, se necesitan más estudios para evaluar su 

papel como biomarcador del GC, especialmente en melanomas intermedios y 

gruesos. 

 

Figura 1.13: Modelo hipotético de participación de tetraspanina CD9 en la diseminación metastásica 

de células de melanoma a los ganglios linfáticos. CD9, localizado en el área de contacto de la célula 

del melanoma con la célula endotelial/linfática durante la transmigración activa de las células 

tumorales a través de los vasos endoteliales/linfáticos, facilita la invasión de los ganglios linfáticos 

(modificado de Rizzetto y cols., 2023). 

 

1.6.4 LYVE-1 y PODOPLANINA (D2-40) 

El receptor-1 de hialuronano endotelial de vasos linfáticos (LYVE-1) y 

Podoplanina (D2-40), son marcadores selectivos de vasos linfáticos,  de utilidad para 
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evaluar LVI en melanomas cutáneos. Usando estos dos biomarcadores, no se 

encontró correlación entre ILV y la positividad de GC (167). Sin embargo, si la ILV se 

asociaba con la presencia de vasos linfáticos intratumorales, aumenta la posibilidad 

de predecir el estado del GC, con un valor predictivo positivo del 80% y un valor 

predictivo negativo del 72%. 

D2-40 se ha usado solo para evaluar ILV mostrando una buena capacidad 

predictiva para GC positivo en melanomas  cutáneos >2 mm (168). Estos datos 

apoyan que la evaluación de ILV implementada con LYVE-1 y D2-40 puede ser un 

indicador del estado de GC 

1.6.5 Prueba de perfil de expresión génica (test 31-GEP) 

“Decision Dx-Melanoma 31-gene expression profile test” (31-GEP) es una 

prueba utilizada para estratificar el riesgo de positividad del ganglio centinela (GC), 

identificando pacientes de alto riesgo (>5%) que son candidatos para una biopsia de 

GC. 31-GEP permite la evaluación de firmas de expresión molecular para guiar la 

estadificación en pacientes con melanoma y estratifica a los pacientes según su riesgo 

de morir por melanoma (169–174). 

31-GEP se realiza en una muestra de melanoma primario normalmente fijado 

en formalina e incluido en parafina. Está basado en la reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real para la evaluación de los genes expresados. Desde un 

punto de vista clínico, este método se puede utilizar al mismo tiempo que el examen 

histológico. 31-GEP se basa en evaluar, directamente sobre la muestra de tejido de 

melanoma, la expresión de los niveles génicos de un panel que contiene un número 

muy limitado de genes. En concreto, podemos encontrar marcadores de migración 

celular/quimiotaxis/metástasis, moléculas secretoras, adhesión, invasión de 

linfocitos, factores de transcripción, proteínas estructurales de 

diferenciación/proliferación y receptores de superficie (CXCL14, SPP1, CLCA2, 
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S100A9, S100A8, BAP-1, MGP , GJA1, DSC1, PPL, LTA4H, TRIM29, KRT6B, KRT14, 

CRABP2, SPRRIB, TACSTD2, CLCA2, ROBO1, CST6, SAP130, ID2, EIF1B, ARG1, 

AQP1, RBM23) (175). 

Las pruebas genéticas pueden identificar un riesgo bajo de clase 1 de 

positividad de GC o un riesgo alto de clase 2. Se considera que la clase 1 tiene un 

riesgo muy bajo tanto de metástasis como de mortalidad (173). 

31-GEP se ha propuesto recientemente como un parámetro de evaluación de 

riesgo adicional para la positividad de GC, integrando la prueba 31-GEP con otros 

aspectos clínicos/patológicos para la evaluación de GC en pacientes con melanoma 

delgado (64,176). Esto podría, en un futuro próximo, introducir una nueva variable a 

tener en cuenta, destacando los grupos de población con un riesgo >5% de 

positividad del GC, optimizando el tratamiento.  

Los biomarcadores en melanoma se pueden clasificar en diferentes categorías 

de las mencionadas anteriormente. En general, la mayoría de ellos se están utilizando 

como biomarcadores de diagnóstico, ya que se encuentran sobreexpresados en las 

células del melanoma. Otros biomarcadores muestran una mayor expresión en 

estadios avanzados de la enfermedad y sirven como indicadores de respuesta a la 

terapia o riesgo de recurrencia, por lo que se consideran pronósticos o predictivos. 

Algunos marcadores serológicos e histológicos típicamente asociados con melanoma 

incluyen lactato deshidrogenasa (LDH), tirosinasa, la familia S100 de proteínas de 

unión a calcio, ciclooxigenasa-2 y metaloproteinasas de matriz. En realidad, algunos 

marcadores de melanoma también se utilizan para identificar algunas subpoblaciones 

de células que muestran un potencial significativo para impulsar la carcinogénesis, la 

metástasis y la resistencia a los medicamentos (75, 177–179). 

A pesar de todos los avances significativos realizados en los últimos años con 

el fin de proporcionar información sobre el comportamiento y el resultado del 

melanoma, esta neoplasia sigue siendo impredecible. Por lo que se deben realizar más 
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esfuerzos para encontrar biomarcadores adecuados para la detección temprana, la 

estadificación correcta, evitar el sobrediagnóstico y la discriminación de otras 

neoplasias malignas de la piel, y también beneficiar el pronóstico de los pacientes y 

los tratamientos personalizados. 

  

1.6.6 Subunidad 1 alfa del factor inducible por hipoxia (HIF1α) 

La subunidad 1 alfa del factor inducible por hipoxia (HIF1α) es una proteína 

codificada por el gen del mismo nombre (HIF1α). La hipoxia induce la expresión de 

numerosos cambios en la expresión de genes que contribuyen a la progresión de 

muchos tipos de cáncer, incluyendo el melanoma. El factor de transcripción HIF1α es 

un regulador crítico de la respuesta de hipoxia celular, sin embargo, los genes que 

responden a la hipoxia y la señalización de HIF1α son altamente específicos del tejido. 

Hay cambios de expresión de genes que ocurren bajo hipoxia y son regulados 

directamente por HIF1α en los melanocitos. Los tumores no pueden crecer más de 1-

2 mm3 en ausencia de angiogénesis debido a la falta de suministro de oxígeno, por lo 

que el centro del tumor entra en apoptosis y las respuestas a la hipoxia están mediadas 

principalmente por HIF1α, el cual es el principal mediador de las respuestas a la 

hipoxia debido a la regulación de muchas proteínas inducibles por hipoxia aunque 

este hecho sigue estando en controversia. Se ha visto también que la expresión de 

HIF1α se expresa más en los melanocitos de los alrededores de las áreas necróticas. El 

gen HIF1α de señalización directa de tejido específico y la hipoxia son unos de los 

responsables de la regulación de la progresión del tumor, la invasión y la metástasis. 

Se ha demostrado que HIF1α aumenta la capacidad de invasión del tumor mediante 

la regulación negativa de E-Cadherina, ya que esta reduce la invasión tumoral. Con 

respecto a la relación con la E-Cadherina se ha visto que una sobreregulación de 

HIF1α provoca una disminución en la expresión de la E-Cadherina tanto 

transcripcional como en la traducción (180) (Fig. 1.14). 
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Figura 1.14: Rutas de activación HIF-1α. A la derecha en condiciones de normoxia y a la izquierda en 

condiciones de hipoxia. Imagen diseñada en Biorender.com. 

  

1.6.7 E-Cadherina y N-Cadherina 

La adhesión celular tiene un papel muy importante en la progresión del 

melanoma. En la piel normal, los melanocitos se adhieren alrededor de los 

queratinocitos en la epidermis.  Sin embargo, en el melanoma y sus metástasis, las 

células de melanoma se separan de la epidermis y se adhieren a las células estromales 

y endoteliales. Estos cambios son probablemente debidos por la alteración de la 

expresión de moléculas de adhesión celular como las cadherinas, que participan en la 

adhesión célula-célula y señalización celular. En melanoma hay dos cadherinas de 

especial atención. En primer, lugar la E-Cadherina, que es expresada por 

queratinocitos y melanocitos y media las interacciones queratinocito/queratinocito y 

queratinocitos/melanocitos. En segundo, lugar N-Cadherina, que normalmente no se 

expresa en los melanocitos de la epidermis. La N-Cadherina interviene en las 

interacciones célula a célula, entre las células de melanoma y células de melanoma, 

fibroblastos y células endoteliales (181). La fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt (PI3K) es 

la vía, mediante la cual se lleva a cabo la regulación de funciones celulares críticas 

mediadas por Akt activada. La pérdida de expresión de PTEN conduce a reducción 
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de la apoptosis y la activación constitutiva de la vía PI3K, que es el interruptor de la 

N-Cadherina en líneas celulares de melanoma (182). La regulación a la baja de la 

expresión o función de la E-Cadherina es un factor crítico de la progresión del tumor, 

así como la interrupción de la E-Cadherina mediada por la adhesión celular está 

vinculado con la invasión tumoral lo que fuerza la reexpresión resultado de la 

reversión del fenotipo tumorigénico. Hay un interruptor entre la E-Cadherina y la N-

Cadherina, ya que la primera se deja de expresar en melanoma y la segunda aumenta 

su regulación en melanoma por lo que se relaciona con la progresión del tumor (Fig. 

1.15) (183). 

 

 

Figura 1.15: Adhesión de melanocitos y células de melanoma. A) Unión de los melanocitos a los 

queratinocitos mediante la E-Cadherina y desmogleina 1, comunicándose entre sí a través de las 

uniones específicas con las células en su entorno. (B) La E-Cadherina, en las células de melanoma está 
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regulada negativamente.  A través de la N-Cadherina interactúan entre sí varios ligandos y conexinas. 

Imagen modificada de (183). 

  

1.6.8 Proteína de unión a ARNm de factor de crecimiento 

similar a insulina II (IMP3) 

Es una proteína de unión a ARNm de factor de crecimiento similar a insulina 

II (IMP3) también conocida como L523S que se sobreexpresa en células neoplásicas 

(184). IMP3 es una proteína oncofetal de 580 aminoácidos con dos motivos de 

reconocimiento de ARN y cuatro dominios de homología K que están codificados por 

un transcrito de mRNA de 4350 pb producido por el gen IGF2BP3 en el cromosoma 

7p11.5 (185). Se le considera una proteína oncofetal debido a su participación en la 

embriogénesis y su sobreexpresión en una variedad de neoplasias malignas. Los 

estudios han encontrado que IMP3 se asocia especialmente con cánceres agresivos y 

avanzados, y su expresión se ha observado específicamente en tumores malignos, 

pero no en tejidos normales adyacentes. Investigaciones in vitro han revelado que 

IMP3 puede promover la proliferación, adhesión e invasión de células tumorales, lo 

que sugiere un papel importante en la progresión del cáncer (186). 

Chen y colaboradores en un metaanálisis donde se incluyeron un total de 53 

estudios que contenían 8.937 pacientes con tumores sólidos encontraron una 

asociación significativa entre la alta expresión de IMP3 con una peor supervivencia 

general (SG) de los tumores sólidos (HR=2.08, IC del 95%: 1.80-2.42, p<0.001); en la 

supervivencia específica del cáncer; en la supervivencia libre de enfermedad; en la 

supervivencia libre de recurrencia; en la SSP y la supervivencia libre de metástasis. 

Un análisis de subgrupos adicional estratificado por tipo de tumor mostró que la 

expresión elevada de IMP3 se asociaba con una SG deficiente en el carcinoma de 

células renales, el cáncer de pulmón, el cáncer oral, el carcinoma urotelial, el 

carcinoma hepatocelular, el cáncer colorrectal, el cáncer de páncreas, el cáncer 

gástrico y colangiocarcinoma intrahepático, concluyendo que la evidencia actual 

sugiere que la alta expresión de IMP3 se asocia con un mal pronóstico en la mayoría 
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de los tumores sólidos. IMP3 es un factor pronóstico potencialmente valioso y podría 

servir como un biomarcador prometedor para guiar las decisiones clínicas en tumores 

sólidos humanos (187). 

  En el estudio de Pryor et al. (186) sugieren que IMP3 es un nuevo biomarcador 

de progresión en el melanoma maligno. IMP3 se expresa en mayor proporción en 

melanomas que en nevus y en melanomas metastásicos más que en melanomas 

delgados. IMP3 parece estar involucrado en la progresión del melanoma maligno y 

puede desempeñar un papel importante en la regulación del comportamiento 

biológico de este tumor (185, 186). 

 

1.6.9 Poli-ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP-1) 

El enzima poli-ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP-1), también conocido como 

ADP-ribosiltransferasa-1, ADPRT-1, o poli (ADP-ribosa) sintasa-1 es uno de los 

enzimas nucleares más abundantes presentes en células eucariotas. Desempeña 

diversos papeles en muchos procesos moleculares y celulares, incluidos detección y 

reparación del daño en el ADN. PARP-1 es un sensor interruptor molecular de daño 

de ADN. Como resultado de la inestabilidad inherente de la cadena sencilla de  ADN 

bien por causas endógenas como productos tóxicos del metabolismo o exógenas, 

además si estás roturas persisten pueden convertirse en daño permanente en la  doble 

hélice (188). 

El alelo rs321090 T está asociado con un menor riesgo de melanoma (189). Law 

y colaboradores han estudiado la variación de PARP-1 y la supervivencia del 

melanoma (190) y señalan coincidiendo con el trabajo previo de Davies et al. (191), 

que alelos protectores de PARP-1 se asocian significativamente con reducción de la 

supervivencia específica del melanoma. Según se ha demostrado en estudios la 

inhibición de PARP-1 puede inducir efectos antineoplásicos cuando se utilizan como 

monoterapia o en combinación con quimioterapia o radioterapia; sin embargo, la base 

para las actividades anti-metastásicas resultantes de la inhibición de PARP-1 sigue 

siendo desconocida. Los inhibidores de la PARP-1 pueden también actuar como 
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moduladores de la angiogénesis tumoral. En las células del melanoma, la inhibición 

de la PARP reduce los marcadores pro-metastásico (192). 

  

1.6.10 EMP1 

EMP1, también conocida como proteína 1 epitelial de membrana, es una 

proteína que desempeña un papel en la formación y mantenimiento de las 

membranas celulares. Se encuentra principalmente en células epiteliales. Aunque 

EMP1 no ha sido tan extensamente estudiada como otras proteínas de unión a ARN 

como IMP1, IMP2 e IMP3, se ha encontrado que está implicada en diversos procesos 

biológicos y patológicos como la regulación de la proliferación celular, la adhesión 

celular y la migración celular en diversos contextos  (192). 

Incluye varias isoformas, EMP1, EMP2 y EMP3, que corresponden a los genes 

funcionales 1, 2 y 3 respectivamente. Pertenecen a la familia de genes de la proteína 

de mielina periférica de 22 kDa (PMP22), que codifica un grupo de proteínas con una 

homología de secuencia de aminoácidos de aproximadamente el 40%, cuatro 

dominios putativos asociados a la membrana y una cadena unida a carbohidratos en 

el dominio extracelular. El miembro más destacado de esta familia de genes es el gen 

PMP22, que está implicado en la formación y el mantenimiento de la mielina y se ha 

propuesto participar en el control del crecimiento celular (193). 

Tanto EMP1 (proteína de membrana epitelial 1) como PMP22 (proteína de 

mielina P22) son proteínas de membrana que contienen dominios extracelulares que 

están sujetos a glicosilación ligada a N. La glicosilación ligada a N en el dominio 

extracelular de estas proteínas puede ser comparable en términos de su naturaleza y 

función, aunque pueden haber diferencias específicas dependiendo de las secuencias 

de aminoácidos y la estructura tridimensional de los dominios extracelulares de 

EMP1 y PMP22 (154). EMP1 lleva la glicosilación ligada a N en la misma posición que 

PMP22, lo que implica que EMP1 interviene en la proliferación y diferenciación 

celular. EMP1 se ha aislado de tejidos de humanos, de conejos, ratas, y ratones y se ha 

etiquetado con varias denominaciones: EMP1, Tmp, PAP, CL-20 y B4B. Aunque 
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ambas proteínas están implicadas en la formación y mantenimiento de las membranas 

celulares, y se expresan en tejidos que contienen células epiteliales y nervios 

periféricos, existen diferencias en cuanto a su distribución tisular específica y sus 

funciones específicas (194).   

Similar a PMP22, el perfil de expresión de EMP1 en el cáncer es mixto, con 

resultados contradictorios entre estudios de ARNm y proteínas. Por ejemplo, se 

analizó el perfil de expresión génica de 50 gliomas humanos utilizando una 

plataforma de micromatrices de cADN. El ARNm de EMP1 se reguló positivamente 

y se correlacionó con un aumento en el oncogén MYC (195). En otros tipos de cáncer 

se han observado resultados similares como en el cáncer de mama, las células 

epiteliales luminales mamarias humanas inmortalizadas que expresan niveles 

moderados y altos del receptor ERBB2 y se observó que la expresión del gen EMP1 

estaba significativamente elevada en las células que sobreexpresaban ERBB2 (196). La 

sobreexpresión de EMP1 se investigó también como un nuevo factor de mal 

pronóstico en  leucemias que puede regular la resistencia a la prednisolona, la 

proliferación celular, la migración y la adhesión (197). Los pacientes con BCP-ALL 

con altos niveles de EMP1 mostraron una supervivencia libre de eventos de cinco años 

significativamente más pobre en comparación con los pacientes con baja expresión 

con un análisis de vía que sugiere que EMP1 emite señales a través de las quinasas de 

la familia Src (197). 

Algunos estudios han encontrado evidencia de que EMP1 puede actuar como 

un supresor tumoral en ciertos tipos de cáncer. Por ejemplo, se ha demostrado que 

EMP1 inhibe la proliferación, la invasión y la migración celular en modelos 

experimentales de cáncer de mama, cáncer de colon, así como en carcinoma oral de 

células escamosas (OSCC), el carcinoma nasofaríngeo y el cáncer de próstata (194, 198, 

199).  
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1.7 Tratamiento del Melanoma en modelos experimentales  

1.7.1   Radioterapia 

La radioterapia (RT) es una herramienta fundamental para tratamiento y 

control efectivo del cáncer. Se estima que alrededor de la mitad de los pacientes con 

enfermedad localizada (200) y en fase paliativa (201) se tratarán con radioterapia (RT). 

El éxito de la RT en la erradicación de los tumores depende de la dosis de radiación 

total que se aplica (202). Sin embargo, hay dosis límites de RT que se pueden aplicar 

de forma segura, dependiendo de la tolerancia de los tejidos normales que rodean el 

tumor (203, 204) y la elevada sensibilidad intrínseca de los tejidos normales a las 

radiaciones ionizantes a menudo impide la aplicación de dosis de radiación curativa 

(205, 206). Los avances tecnológicos en el suministro de radiación han sido 

fundamentales para el desarrollo de protocolos de tratamiento de alta precisión en 

radioterapia. Estos avances han mejorado significativamente la precisión y la eficacia 

de la radioterapia, al tiempo que reducen al mínimo los efectos secundarios y la 

toxicidad en los tejidos sanos circundantes (207), y el mismo progreso se ha logrado 

en el desarrollo de modelos predictivos en los resultados del tratamiento (208). 

Sin embargo, la recurrencia local y las metástasis a distancia son las principales 

causas de muerte en muchos pacientes con cáncer. Además, la radioterapia y la 

cirugía no curan los cánceres metastásicos. Por lo tanto, existe una creciente necesidad 

de desarrollar terapias más eficaces y menos tóxicas, y cualquier mejora en la eficacia 

de la radioterapia, particularmente en cáncer metastásico, sin duda beneficiará a un 

número significativo de pacientes (209–211). 

Los mecanismos a través de los cuales la radiación induce la muerte y sobre las 

consecuencias que este daño genera a nivel celular en tumores y en tejidos normales 

(203, 212) se han extraído de los datos de la supervivencia y el daño celular después 

de la radiación. Los modelos actuales para explicar el resultado del crecimiento 

tumoral y los efectos adversos de la RT han evolucionado para reconocer que no solo 

el daño directo del ADN en las células irradiadas es relevante, sino que también los 
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procesos de señalización celular en las células no irradiadas pueden desempeñar un 

papel crucial en el efecto de la RT. Este fenómeno se conoce como el efecto "bystander" 

o efecto espectador de la radiación (212) (Fig. 1.16). 

 

Figura 1.16: Efecto bystander o efecto espectador de la radiación. Esquema modificado de Lara y cols. 

(213).  
 

Los nuevos modelos deberían combinar los factores predictivos y pronósticos 

de datos clínicos, moleculares y otras fuentes para lograr la mayor precisión 

predictiva de la respuesta del tumor y el seguimiento de las tasas de recidiva (208, 

210). En consecuencia, modelos que incluyen el efecto bystander parecen ser necesarios 

(213). De hecho, la comunicación célula-célula entre las células dañadas 

subletalmente, que sobreviven después de la RT conduce a una reducción de las 

células cancerosas viables restantes (214). Por lo tanto, los efectos de radiación a 

distancia podrían considerarse como la respuesta del tumor (215) y los tejidos 

normales a la tensión inducida por la radiación en la zona diana (216). 

Los mecanismos a través de los cuales la radiación induce la muerte y sobre las 

consecuencias que este daño genera a nivel celular  en tumores y en tejido normal 

(203, 210) se han extraído de los datos de la supervivencia y el daño celular después 

de la radiación (217–219). Los modelos que se proponen hasta ahora para explicar el 



 

1. Introducción       Natividad Martín Morales 

 
 

67 
 

resultado del crecimiento tumoral y los efectos adversos de la radioterapia han 

llevado a los conocimientos actuales de que no sólo el daño del ADN, sino también 

los procesos de señalización celular en las células no radiadas (efecto bystander o 

espectador) pueden ser cruciales para el efecto de la radioterapia. Los nuevos modelos 

deberían combinar los factores predictivos y pronósticos de datos de la clínica, 

molecular y otras fuentes para lograr la mayor precisión para predecir la respuesta 

del tumor y el seguimiento de las tasas de recidiva (208, 210, 212). 

  

1.7.2 Células Madre o Progenitoras 

Las células madre o progenitoras se denominan así debido a que a partir de las 

mismas se pueden generar todos los tipos celulares que encontramos en un 

organismo. Son las madres y progenitoras de su descendencia celular dirigida hacia 

la formación de tejidos y órganos hasta la formación de un individuo completo. Por 

lo tanto, una célula madre tiene la función de convertirse en célula de la piel, neurona 

o célula del pulmón, dependiendo de su camino hacia la especialización. A esta 

capacidad de ser cualquier célula es conocida como pluripotencialidad y podría ser 

una característica exclusiva de las células madre embrionarias. Por lo tanto, pueden 

formar cualquier tipo celular, desde un adipocito hasta un glóbulo rojo pero no 

generar al individuo completo. 

El paso a la diferenciación implica especialización y en este punto reducen su 

capacidad de ser potentes. La especialización no es fruto del azar por lo tanto cada 

paso hacia la diferenciación se controla hasta en el más mínimo detalle a través de 

complejas combinaciones de sustancias químicas y señales genéticas. A medida que 

avanzan en su ciclo de diferenciación, su plasticidad se va viendo disminuida y pasan 

de ser células pluripotenciales a multipotenciales. Las células multipotentes pueden 

convertirse en diferentes tipos celulares, pero no en todos, y serían por tanto potentes 

o capaces para ciertos fines. Podríamos llamarlas células organoespecíficas, es decir, 

que pueden originar cualquier tipo de células pero de un órgano concreto (de hígado, 

riñón o el cerebro). El término de la diferenciación es el momento en el que se 
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especializan y pasan a ser una célula con una función determinada dentro de un tejido 

o de un órgano concreto. En este instante ha finalizado su ciclo de diferenciación y ya 

no disponen de ninguna plasticidad. Son, sencillamente, células especializadas (220). 

1.7.2.1   Tipos 

Las células madre se pueden clasificar de distintas formas: 

a)      Según su potencialidad o capacidad de diferenciación (220): 

a.1)   Totipotentes: Pueden diferenciarse en tejido embrionario (por ejemplo: 

corazón, pulmón, etc.) como en tejido extraembrionario (placenta y anejos 

placentarios). Solo las células en estadio inicial de desarrollo como el zigoto, 

blastómeros y células de la mórula). 

a.2)   Pluripotentes: Dentro de este grupo tenemos a aquellas que tienen la 

capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular de los tejidos del individuo adulto 

correspondería a los tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias 

(ectodermo, mesodermo y endodermo) y las células germinales. 

a.3)   Multipotentes: Son aquellas capaces de llevar a cabo la diferenciación a 

distintos tipos celulares, dentro de una misma capa embrionaria nos encontraríamos 

con los tejidos derivados del ectodermo, mesodermo o endodermo. 

a.4)   Unipotentes: Tienen capacidad para diferenciarse solamente en un 

único linaje celular. 

  

b)     Según su origen, se pueden dividir en: 

b.1)  Embrionarias: en sus primeras fases de desarrollo (células madre de 

origen embrionario) (221–223),  

b.2)    Adultas: En el caso de las células madre adultas pueden obtenerse bien 

a partir de las reservas que el organismo adulto mantiene con el fin de reparar los 

daños que se producen en los tejidos, o bien de las células presentes en el cordón 

umbilical (221–223). 

Dentro de las células madre adultas, nos encontramos con las células madre 

mesenquimales, también llamadas células progenitoras mesenquimales, las cuales se 
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encuentran repartidas en el tejido conectivo de diversos órganos, como la médula ósea 

(224), la sangre periférica (225), el cordón umbilical (226), el hueso trabecular (227), el 

tejido adiposo (228), el tejido sinovial (229), en los dientes deciduales (230), en el 

músculo esquelético (231) y en algunos tejidos del feto (232). Hasta el momento, y 

desde un punto de vista terapéutico, las células mesenquimales de la médula ósea han 

sido las más estudiadas en diversas enfermedades, ya sea en la reparación de distintos 

tejidos dañados (233) o en la terapia génica (234); e incluso, en la práctica clínica se 

utilizan como tratamiento de algunas enfermedades hematológicas y oncológicas 

tales como la anemia aplásica (235), y el linfoma maligno (236). Sin embargo, desde 

un punto de vista práctico, estas células presentan dos inconvenientes 

fundamentalmente: 1) el método de obtención es invasivo y doloroso para el donante, 

2) su capacidad proliferativa y su potencial de diferenciación decrece con la edad (237, 

238). Por esos motivos, es necesario estudiar otras fuentes de células mesenquimales 

que no tengan esas desventajas, como son las células madre del cordón umbilical 

objeto de esta tesis. 

1.7.2.1.1 Células Madre Mesenquimales 

Entre las poblaciones de células madre, las células madre mesenquimales 

(MSC) son las más estudiadas y consiguen resultados óptimos para la investigación 

médica regenerativa. Las MSC son ubicuas y no están limitadas a los tejidos de origen 

mesodérmico, como tejido medular, adiposo, óseo y muscular (239) (Fig. 1.17). Estas 

poblaciones han sido caracterizadas en base a que son adherentes, son capaces de 

diferenciarse a osteoblastos, condrocitos y adipocitos en cultivo, y expresan los 

marcadores característicos de las células MSC como son CD73, CD90 y CD105, siendo 

negativas para marcadores de células del linaje hematopoyético y epitelial (239, 240). 
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Figura 1.17: Las dos fuentes principales de MSC: fuentes adultas y perinatales. Las fuentes adultas 

de MSC son tejidos específicos del cuerpo humano donde se pueden aislar MSC, incluida la médula 

ósea, el tejido adiposo, la pulpa dental, la sangre periférica, la sangre menstrual, los músculos, etc. Las 

fuentes perinatales de MSC consisten en componentes derivados del cordón umbilical, como cordón 

umbilical, gelatina de Wharton, sangre de cordón umbilical y estructuras placentarias, como 

membrana placentaria, amnios, membrana corion, líquido amniótico, etc. La figura creada con 

BioRender.com (241). 

 

Las MSC tienen capacidades de autorrenovación y diferenciación hacia 

diferentes tipos celulares (242). Las MSC del cordón umbilical (UC-MSC) en 

comparación con otro origen, pueden ser una fuente de MSC interesante debido a que 

se pueden aislar de manera no invasiva, tienen menos limitaciones éticas, mayor 

accesibilidad y disponibilidad, mayor capacidad de expansión, capacidad 

inmunomoduladora, no producen teratomas in vivo, son consideradas como la 

población más primitiva de MSC, que las derivadas de tejidos más maduros, por lo 

que podrían tener propiedades intermedias entre las células madre embrionarias y 

las células madre adultas (243, 244). El cordón umbilical contiene dos arterias 

umbilicales y una vena umbilical, ambas están rodeadas de un tejido mucoso 

conectivo llamado gelatina de Wharton de donde se extraen estas células UC-MSC. 



 

1. Introducción       Natividad Martín Morales 

 
 

71 
 

Las células destinadas a la terapia celular pueden provenir del mismo origen 

que el receptor (origen autólogo) o de un donante diferente al receptor (origen 

alogénico). Las opciones de terapia autóloga son ideales porque aseguran la 

histocompatibilidad y hacen que el rechazo sea muy improbable. Por otro lado, las 

MSC alogénicas conllevan un riesgo mínimo de rechazo ya que expresan bajas 

cantidades de MHC-I (245), se consideran inmunes privilegiadas porque son también 

negativas para HLA de clase II, CD80 y CD86 y son capaces de modular la reacción 

inmune in vitro e in vivo, a través del contacto célula-célula y la secreción de citocinas 

solubles (246,247). Por lo tanto las MSC tienen el potencial para ser utilizadas en 

nuevas terapias para el tratamiento de una amplia gama de enfermedades sin 

tratamiento eficaz hasta el momento (246). 

  

1.7.2.2 Seguridad en el uso de las MSC 

Las MSC se han utilizado en diversos ensayos clínicos de diferentes patologías 

neoplásicas y no neoplásicas. En el año 1995, Lazarus y cols. demostraron que la 

utilización de MSC era segura y efectiva para reducir las neoplasias malignas 

hematológicas (248). En este estudio se infundieron con MSC autólogas de médula 

ósea cultivadas, a 23 pacientes con neoplasias hematológicas, y se detectó una 

reducción completa y ningún efecto adverso en la administración de las MSC. En otro 

estudio, se utilizó MSC con éxito para tratar a niños con osteogénesis imperfecta. Tres 

meses después del injerto de los osteoblastos, las muestras representativas del hueso 

trabecular mostraron cambios histológicos indicativos de la formación de hueso 

nuevo. Todos los pacientes presentaron aumentos en el contenido mineral total óseo. 

Estas mejoras se asociaron con aumentos en la velocidad de crecimiento y reducción 

en la frecuencia de fractura ósea (249). Desde entonces se han utilizado MSC 

autólogas y heterólogas de diversos orígenes para el tratamiento de diversas 

enfermedades (Tabla 1.1). 
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Tabla 1.1: Ejemplos de ensayos clínicos en los que se utilizaron MSC para tratar 

diferentes enfermedades. 

Tejido de origen Donante Condición Referencia 

-Médula ósea Heterólogo Enfermedad grave de injerto contra huésped (200,201). 

-Médula ósea Autólogo Cardiomiopatía isquémica (202).  

-Cordón umbilical Heterólogo Rechazo agudo tras trasplante de hígado (203). 

-Médula ósea Autólogo Lesión cerebral traumática (256).   

-Médula ósea Autólogo Infarto del miocardio antiguo (257). 

La capacidad de las MSC de acumularse en los tumores las hace 

extremadamente atractivas para la terapia dirigida contra el cáncer. Se han observado 

migración dirigida e incorporación de MSC hacia el microambiente tumoral primario 

y metastásico con casi todos los tipos de cáncer examinados, incluidos cáncer de 

pulmón (248), cáncer S.N.C. (250), cáncer de mama (251), cáncer de colon (252), cáncer 

de páncreas (253) y cáncer de ovario (254). Estos estudios demuestran un tropismo 

evidente de las MSC hacia el microambiente tumoral, pero los mecanismos 

subyacentes responsables del potencial migratorio de las MSC están poco estudiadas 

y deberían conocerse por completo antes de su paso a la práctica clínica como cita 

Hong, Lee y Kang. Por lo que, aunque el uso de MSC para la terapia del cáncer se 

considera como una herramienta útil, se ve limitado por la variabilidad de los 

donantes, su limitada capacidad de expansión y en algún caso por su potencial 

inducción de neoplasias al modular la vigilancia inmunológica, pudiendo favorecer 

la metástasis y mediando en la transición epitelio-mesenquimal (255). Además, como 

las MSC no son simples vectores inertes, el posible efecto directo de las MSC sobre el 

crecimiento tumoral no puede ser descartado. El desarrollo de una terapia nueva 
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generalmente requiere prudencia y un diálogo constante entre los científicos básicos 

y los médicos, para llevar a cabo ensayos clínicos cuidadosamente diseñados (256). 

1.7.2.3 Riesgos del uso de las MSC 

En la actualidad, la terapia con MSC se está utilizando en numerosos ensayos 

clínicos en los campos de la medicina regenerativa, la inmunoterapia y el trasplante 

de órganos (256). Los medicamentos basados en células se deben fabricar de acuerdo 

con las normas de las autoridades reguladoras, que evalúan los datos de calidad y 

seguridad antes de su uso en humanos (14, 257). En cuanto a la calidad del producto, 

la Sociedad Internacional de Terapia Celular ha establecido una serie de criterios 

mínimos para definir la identidad y la potencia de las MSC humanas (258). Sin 

embargo, los lotes de MSC difieren en sus características como resultado del tipo de 

tejido de origen, de la variabilidad del donante y por último de la diversidad existente 

de procedimientos para su aislamiento, expansión, almacenamiento y formulación 

final (259–261). Se debe garantizar la seguridad y eficacia de las MSC, cualquiera que 

sea la fuente de células, y por lo tanto, los estudios de dosis y biodistribución son 

fundamentales en las pruebas de seguridad. Es importante el hecho de demostrar que 

las MSC no tengan un efecto no deseado y que puedan conducir a una diferenciación 

anómala en algún órgano o propiciar el desarrollo de alguna neoplasia. 

Con respecto a la forma de administrar las MSC se ha visto que la inyección 

intravenosa (IV) de MSC está limitada por el atrapamiento de las células en los 

pulmones (254). Esto podría limitar la biodisponibilidad de las células, su tráfico a los 

tejidos y, posiblemente, sus efectos terapéuticos (262). Otros estudios demuestran 

claramente la supervivencia a corto plazo de las MSC infundidas y la falta de 

distribución viable más allá de los pulmones (263, 264). Estos datos sugieren que este 

proceso puede a partir de los pulmones y convertirse en una respuesta inmunológica 

en las zonas de inflamación y lesión. La investigación futura tendrá que revelar qué 

señales conducen esta respuesta a través del organismo (262). 

Varios estudios demuestran que la biodistribución de MSC xenogénicas 

inyectadas por vía intraarterial (IA) permite la mejor biodistribución cuando es 
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comparada a la inyección por vía IV (265, 266). En modelos en los que se utiliza la 

inyección local, por ejemplo, intraarticular (267) e intramuscular (268), las células 

permanecen durante más tiempo en el lugar de la inoculación (265). En humanos hay 

pocos datos disponibles sobre la biodistribución de MSC infundidas. Los resultados 

pueden ser similares a los encontrados en los modelos de roedores en términos de 

atrapamiento pulmonar, con diferencias que podrían estar relacionadas con la 

enfermedad o especie (269). 

La influencia de la irradiación en la migración y la biodistribución de MSC en 

un estudio en ratones de François y cols. mostraron que tanto la irradiación corporal 

total como la irradiación local afectaron la distribución de UC-MSC infundidas por 

vía IV en ratones NOD/SCID en comparación con animales no tratados. Las MSC 

infundidas por vía IV se encontraron en cantidades mínimas exclusivamente en el 

pulmón, la médula ósea y los músculos en animales control no irradiados. En los 

ratones después de la irradiación corporal total el número de MSC en cerebro, 

corazón, médula, ósea y músculos se ve incrementado, además, la radiación selectiva 

de las extremidades o el abdomen produjo mayor presencia de MSC en la piel o los 

músculos expuestos, que con la irradiación corporal total sola. La presencia de MSC 

fuera de las regiones localmente irradiadas también se incrementó, lo que sugiere los 

efectos locales y sistémicos de la irradiación en el tropismo de las MSC (270). Sémont 

y cols. estudiaron el tropismo y la eficacia de las MSC trasplantadas en un modelo de 

ratón inmunodeficiente de falla del tracto gastrointestinal inducida por la radiación. 

Demostrando recuperación acelerada en el grupo que recibió MSC, con disminución 

de la apoptosis de células epiteliales y mayor proliferación dentro de la mucosa del 

intestino delgado. Sin embargo, las MSC trasplantadas no se detectaron en cantidades 

significativas (271, 272). 

De las metodologías utilizadas para la detección de MSC en tejidos, la PCR 

cuantitativa en tiempo real (qPCR) muestra detección específica y la sensibilidad más 

adecuada. La combinación de qPCR y análisis histopatológico para obtener 

información del posicionamiento espacial en muestras positivas resultantes de 

análisis de qPCR es lo más recomendable (272, 273). 
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1.7.2.4 Terapia combinada de MSC con RT 

Las células MSC pueden ser reclutadas por los tumores y una vez en su 

interior, las MSC se incorporan al estroma y podrían permanecer en el nicho de los 

pericitos, en las paredes de los vasos que nutren el proceso neoplásico (216). Las MSC 

migran al tejido dañado o focos de inflamación en respuesta a citoquinas secretadas. 

Del mismo modo, el entorno del tumor consiste en un gran número de células 

inmunes, que junto con las células tumorales secretan factores solubles tales como 

VEGF, PDGF, IL-8, IL-6, factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF o FGF2), 

derivadas de células estromales factor 1 (SDF-1), factor estimulante de colonias de 

granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos 

(GM-CSF), proteína 1 quimioatrayente de monocito (MCP1), factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGF), TGF-βreceptor del activador del plasminógeno de tipo 

uroquinasa (UPAR), que atrae a las MSC. Aunque, las rutas moleculares exactas que 

gobiernan este tropismo no se conocen en su totalidad (274). 

Se ha descrito que el tropismo tumoral de MSC aumenta con la RT (275). Araújo 

Farias y cols. han demostrado, recientemente, que la combinación de la terapia con 

células MSC y RT reduce significativamente el tamaño de melanomas 

xenoimplantados en ratones NOD/SCID-gamma (NSG) y de los tumores distantes 

que no recibieron irradiación. Además de conocer que las MSC tras exposición con 

radiación in vitro, secretan citoquinas y proteínas supresoras de tumores como TRAIL 

y DKK3 (276). TRAIL es una citoquina, producida y secretada por la mayoría de las 

células de tejido normales, implicada en la apoptosis principalmente en células 

tumorales, y la proteína DKK3 cuya expresión está disminuida en numerosas líneas 

celulares de cáncer y está relacionada con la supresión de tumores (277). La mejora 

significativa del efecto de la radiación que se obtiene in vivo, probablemente se deba 

al efecto de la activación por radiación de las MSC inyectadas a los ratones. Según 

Klopp y cols. la radiación aumenta la expresión de mediadores inflamatorios que 

podrían mejorar el reclutamiento de MSC en el microambiente tumoral. En su 
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experimento, carcinomas de mama 4T1 se inyectaron bilateralmente en modelo de 

ratón (expresando luciferasa de renilla) se irradiaron unilateralmente (1 ó 2 Gy). 

Veinticuatro horas después, se inyectaron 2×105 MSC por vía IV. Se monitorizaron los 

ratones con imágenes bioluminiscentes para la expresión de renilla luciferasa de 

luciérnaga tanto en el tumor como en MSC. Cuarenta y ocho horas después de la 

irradiación, los niveles de injerto de MSC fueron un 34 % más alto en los tumores que 

recibieron 2Gy que en la rama contralateral no irradiada. La tinción 

inmunohistoquímica de secciones tumorales de ratones tratados unilateralmente con 

2Gy reveló niveles más altos de MSC en el parénquima de tumores irradiados, 

mientras que una mayor proporción de MSC permaneció asociada a la vasculatura en 

tumores no irradiados. Los ensayos de migración in vitro mostraron un aumento del 

50% al 80% en la migración de MSC hacia medios acondicionados de 1 a 5 células Gy 

4T1 irradiadas en comparación con células 4T1 no irradiadas. Las células 4T1 

irradiadas tenían expresión aumentada de las citoquinas, TFG1ff, VEGF y PDGF-BB 

(278). 

1.7.2.5 Transformación de las MSC 

El uso potencial de las MSC para aplicaciones terapéuticas implica un cultivo 

in vitro a gran escala, aumentando la probabilidad de inestabilidad y transformación 

genética, lo que aumenta la probabilidad de una transformación maligna. Algunos 

investigadores han descubierto que las células madre pueden sufrir una 

transformación maligna de forma espontánea durante un período de tiempo en 

cultivo de más de 5 semanas (279). Por lo tanto, para la aplicación clínica de MSC en 

diferentes campos de la medicina, su bioseguridad debe ser cuidadosamente 

investigada. La ausencia de potencial de transformación en MSC cultivadas debe 

documentarse antes de que estas células puedan ser consideradas en el tratamiento 

de pacientes, particularmente sujetos inmunocomprometidos, en quienes la alteración 

de los mecanismos de vigilancia inmunitaria podría favorecer aún más el desarrollo 

de tumores in vivo. La transformación espontánea de MSC en ratones ha sido 

observada por varios autores Li y cols. Unit y cols. (280, 281), aunque la evidencia 
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contradictoria sugiere que este puede no ser el caso para UC-MSC. Hay estudios que 

indican que no hay transformación espontánea en cultivos de UC-MSC a largo plazo 

(282, 283). Se ha demostrado que las MSC derivadas de médula ósea de ratón 

experimentan una transformación espontánea después de un cultivo in vitro a largo 

plazo (284,285). Con respecto a las MSC derivadas de tejido adiposo se ha observado 

transformación maligna también in vitro. 

Según Chen y cols. aunque la capacidad de diferenciación de la actividad de la 

telomerasa en UC-MSC muestra una tendencia de disminución gradual con la 

duración del cultivo, estas células expandidas in vitro en medio libre de suero no 

muestran una aptitud para la transformación espontánea y pueden ser seguras ya que 

no muestran ningún signo de inmortalización o desarrollo de anormalidades 

cromosómicas (286). Lo que no se ha estudiado es si el comportamiento de las UC-

MSC irradiadas, tanto la biodistribución como su posible capacidad de 

transformación sigue el patrón del resto de estudios descritos en la literatura. 

  

 

1.8 Xenotumores 

El objetivo principal del desarrollo de modelos animales de xenoinjerto 

tumoral para la investigación es unir la investigación básica y la clínica y 

complementar el uso de sistemas modelo in vitro (287). El xenoinjerto hace posible el 

estudio in vivo de células tumorales humanas implantadas en ratones 

inmunocomprometidos donde son tumorogénicas y la posibilidad de rechazo de las 

células humanas es limitada. Los ratones son los animales más utilizados para los 

modelos de xenoinjerto tumoral por varias razones que los hacen especialmente 

adecuados para la investigación preclínica en oncología. Algunas de las características 

ventajosas clave de los ratones en este contexto incluyen: 

- Genoma comparable al humano: Aunque existen diferencias significativas 

entre el genoma humano y el de los ratones, los ratones tienen un tamaño de genoma 

comparable al de los humanos y comparten una cantidad significativa de genes con 
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nosotros. Esto hace que los modelos de ratón sean útiles para estudiar la biología del 

cáncer y probar terapias potenciales. 

- Ciclo reproductivo corto: Los ratones tienen un ciclo reproductivo corto, lo 

que significa que pueden reproducirse rápidamente y generar camadas en un período 

de tiempo relativamente corto. Esto permite la generación rápida de grandes cohortes 

de animales para experimentos, lo que aumenta la eficiencia de la investigación. 

- Gran tamaño de camada: Las camadas de ratones suelen ser grandes, lo que 

aumenta la disponibilidad de sujetos experimentales para estudios. Esto es 

importante para realizar experimentos con múltiples grupos de tratamiento y para 

obtener datos estadísticamente significativos. 

- Bajo costo de mantenimiento: Los ratones tienen costos de mantenimiento 

relativamente bajos en comparación con otros modelos animales más grandes, lo que 

los hace más accesibles para la investigación científica con presupuestos limitados. 

- Facilidad de manipulación: Los ratones son pequeños y fáciles de manejar, lo 

que facilita su manipulación en el laboratorio. Esto es importante para la 

administración de tratamientos, la toma de muestras y la observación de los animales 

durante el curso del experimento (288). 

Los ratones NOD/SCID son una cepa de ratones inmunodeficientes utilizados 

comúnmente en investigación biomédica, incluidos los modelos de xenoinjerto 

tumoral. Estos ratones son una variante del ratón SCID (deficiente en células T y B), 

pero presentan un nivel adicional de inmunodeficiencia debido a la ausencia o defecto 

en casi todos los tipos de células inmunes, incluyendo células B, células T, células 

dendríticas, macrófagos y células asesinas naturales (NK). Esta mayor 

inmunodeficiencia los hace especialmente útiles para estudiar la biología tumoral y 

evaluar la eficacia de las terapias antitumorales en un entorno inmunocomprometido 

(289). 

El modelo de xenoinjerto de tumor subcutáneo es un modelo animal clásico 

utilizado en investigación. Este modelo implica implantar células debajo de la piel de 

animales inmunodeficientes para desarrollar tumores subcutáneos. Aunque este 

método tiene varias ventajas, como su simplicidad técnica, la facilidad de seguimiento 
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del crecimiento tumoral, reproducibilidad y eficacia. Dentro de las limitaciones del 

modelo de xenoinjerto de tumor subcutáneo encontramos la heterogeneidad tumoral 

reducida y el microambiente tumoral no nativo lo que limita su utilidad para estudiar 

las interacciones tumor-estroma y otros aspectos del microambiente tumoral que son 

importantes en la progresión y respuesta al tratamiento (290).  

Nos encontramos con modelos de melanoma murino que demuestran que 

nuevos medicamentos o terapias contra el cáncer producen resultados de tratamiento 

muy efectivos e incluso espectaculares. Desafortunadamente, estos resultados 

preclínicos a menudo van seguidos del fracaso de este mismo fármaco/terapia en los 

ensayos clínicos, o revelan, en el mejor de los casos, resultados de eficacia modesta en 

comparación. A pesar de esta discrepancia, hay evidencia de que los modelos de 

melanoma murino pueden ser predictivos de la eficacia de ciertos tratamientos 

quimioterapéuticos citotóxicos en humanos. Estos medicamentos pueden tener un 

mecanismo de acción más directo que puede ser efectivo tanto en modelos murinos 

como en pacientes humanos. Una posible explicación de por qué algunos tratamientos 

quimioterapéuticos citotóxicos pueden ser efectivos en modelos murinos y en 

humanos es que actúan a través de mecanismos de acción más generales que pueden 

ser conservados entre especies. Estos medicamentos pueden tener como objetivo 

procesos celulares fundamentales para la proliferación y supervivencia de las células 

cancerosas, lo que les confiere actividad antitumoral independientemente de las 

diferencias específicas entre ratones y humanos. Una inspección minuciosa de los 

estudios retrospectivos y prospectivos en la literatura revela que estos modelos de 

melanoma murino pueden ser notablemente predictivos de fármacos 

quimioterapéuticos citotóxicos que tienen actividad en humanos (291). 

 

1.9 Líneas Celulares 

Existen multitud de líneas celulares de melanoma humano como A375, 

A375.MA1, A375.MA2, G361, HMV-1, MM8.1, WM115, SK-Mel5, LOX, MV3, FEMX-

1, MeWo, UISO-Mel6, etc., entre ellas hay grandes diferencias en la tasa de 
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crecimiento y el tiempo de duplicación de las células, el potencial tumorigénico y la 

capacidad para inducir metástasis. El tiempo de duplicación es más corto en el caso 

de las células A375, G361 y HMV-1, más largo en el caso de células MM8.1 y muy 

prolongado para las células A375.M2 y WM115. Además de diferencias en el tiempo 

de duplicación de las células en función de la densidad celular en la siembra (292). 

Por lo que las líneas de tiempo de duplicación cortas son las más adecuadas para su 

utilización experimental. 

La línea celular de melanoma humano G361, establecida a partir de un 

melanoma primario de una mujer caucásica de 31 años, posee baja capacidad 

metastásica al igual que la línea parenteral A375P que fue establecida por Giard DJ. a 

partir de un melanoma primario de una mujer de 54 años (293). Esta línea desarrolla 

tumores primarios en los ratones NOD, con un crecimiento del tumor a punto final 

de 40 días y un peso tumoral medio de 0.93 g (rango 0.4-1.4 g). G361 rara vez 

metastatiza a nivel pulmonar (tasa metastásica 30%) y desarrolla pocas metástasis, 

por ello esta línea celular puede considerarse como de baja capacidad metastásica 

(294).  

La línea celular A375P, parental es tumorogénica, pero escasamente 

metastásica en ratones inmunocomprometidos. Las líneas celulares A375MA1 y 

A375MA2 son la primera y la segunda derivadas de metástasis pulmonares. También 

son tumorogénicas y más agresivas; dando lugar a más metástasis pulmonares en 

ratones inmunocomprometidos en comparación con la línea A375 parental. Las líneas 

celulares más metastásicas (A375MA1, A375MA2) tienen un mayor potencial 

proliferativo y un patrón de crecimiento de propagación radial distintivo fuera de las 

placas multipocillos de cultivos (295). 

 

1.10 Plataforma de Transcriptómica espacial 

La histopatología es una rama de la patología que se enfoca en el estudio 

microscópico de los tejidos biológicos para diagnosticar enfermedades. Las 
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enfermedades pueden alterar la estructura y la organización de los tejidos a nivel 

celular y subcelular, lo que puede ser observado a través de la histopatología (296). 

Estos hallazgos son respaldados por métodos de biología molecular, incluida la 

hibridación in situ (ISH) (297) e inmunohistoquímica (298), los cuales proporcionaron 

la capacidad de visualizar los procesos biológicos más directamente mediante el 

mapeo de ADN, ARN y proteínas dentro de los tejidos. Sin embargo, estos métodos 

limitan el análisis a un grupo de genes o proteínas a la vez.  La revolución “ómica” 

ha cambiado profundamente nuestra capacidad para caracterizar las células. Los 

nuevos métodos analizan el genoma completo, el transcriptoma o proteoma en 

células (299–301). Esto ha llevado al descubrimiento de nuevos tipos de células y 

estados celulares y proporcionando una comprensión más detallada de los procesos 

biológicos en la salud y la enfermedad (302–304). 

Estas técnicas de alto rendimiento (multiplexado) hasta hace poco tiempo no 

podían aplicarse in situ, dando como resultado una pérdida de información sobre las 

relaciones espaciales entre las conocidas poblaciones celulares. Tomo-Seq es una 

técnica que combina la microscopía de fluorescencia con la secuenciación de ARN 

para mapear la conectividad cerebral a nivel de células individuales. Esta técnica 

permite la reconstrucción tridimensional de las proyecciones neuronales y la 

identificación de los tipos de células neuronales implicadas en la conectividad (292, 

294, 305). Las técnicas de microdisección láser son otro ejemplo de métodos utilizados 

para obtener información resuelta espacialmente en el ámbito de la transcriptómica. 

Estas técnicas implican el uso de un láser para aislar selectivamente áreas específicas 

de tejido bajo visualización microscópica. La microdisección láser se utiliza 

comúnmente para aislar células o regiones de interés de muestras de tejido complejas, 

como tejidos tumorales o tejidos neuroanatómicos. Una vez que se ha aislado la 

región de interés, se pueden extraer los ácidos nucleicos, incluido el ARN, para su 

análisis mediante técnicas de secuenciación de ARN de célula única (scRNA-Seq). Al 

combinar la microdisección láser con scRNA-Seq se pueden obtener perfiles de 

expresión génica de alta resolución espacial, lo que permite identificar los tipos 
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celulares presentes en regiones específicas del tejido y caracterizar sus estados de 

activación o diferenciación. Esto proporciona información valiosa sobre la 

heterogeneidad celular y la organización espacial dentro de un tejido (306–310).  

El perfilado espacial digital GeoMX® DSP (Nanostring) tiene como función 

capturar la totalidad de los transcritos específicos en regiones de interés seleccionadas 

manualmente (311). Existen varias técnicas creativas en el campo de la 

transcriptómica que se basan en la disociación parcial de tejidos para reconstruir las 

relaciones espaciales entre células vecinas. Algunas de estas técnicas incluyen 

ProximID, PICseq y ClumpSeq. 

- ProximID: Esta técnica se basa en la proximidad física de células vecinas en 

un tejido. Utiliza oligonucleótidos que se unen a células vecinas y que luego pueden 

ser secuenciados para determinar las interacciones entre ellas. Es útil para identificar 

células que interactúan directamente en un tejido. 

- PICseq (Proximity-ligation Informed Cell sequencing): Similar a ProximID, 

PICseq también se basa en la proximidad física de células. Utiliza sondas que se unen 

a células vecinas y luego se utiliza la secuenciación para analizar las interacciones 

entre ellas. Esto permite el estudio de las relaciones entre células en un contexto 

espacial. 

- ClumpSeq: En ClumpSeq, las células se disocian parcialmente y luego se 

agrupan nuevamente. La idea es que las células que estaban físicamente cerca en el 

tejido original tienden a agruparse nuevamente durante el proceso de clumpación. 

Luego, se secuencian las células agrupadas para obtener información sobre las 

relaciones espaciales entre células vecinas (312–314)  

Estas técnicas son importantes porque permiten comprender mejor las 

interacciones entre células en su entorno natural. Esto significa que se pueden 

seleccionar genes específicos conocidos por su importancia en ciertos procesos 
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biológicos o en la interacción entre células para estudiar su expresión en un contexto 

espacial. Esto proporciona una mayor comprensión de cómo la expresión génica varía 

entre células vecinas y cómo estas interacciones contribuyen a la función tisular o al 

desarrollo de patologías (315, 316). 

Las nuevas tecnologías completan los enfoques tradicionales de obtener 

información espacial (como IF, ISH) y las actuales metodologías multiplex con la 

capacidad de estudiar al mismo tiempo todo el transcriptoma en células individuales 

facilitando nuevos descubrimientos en diferentes ámbitos, desde la neurociencia al 

desarrollo del cáncer (317). 

1.10.1 Tecnologías de transcriptómica espacial 

La secuenciación de ARN espacial o transcriptómica espacial se caracteriza 

principalmente por su capacidad para medir los perfiles de expresión génica en una 

región de tejido a nivel de transcriptoma, es decir, analizar la expresión de múltiples 

genes simultáneamente en su contexto espacial (318, 319). Esta tecnología se 

caracteriza principalmente en los métodos basados en secuenciación de próxima 

generación (NGS), información de la codificación posicional en transcripciones antes 

de la NGS y los basados en enfoques de imágenes, que comprenden métodos basados 

en la secuenciación in situ (ISS), donde las transcripciones se amplifican y se 

secuencia el tejido, y métodos basados en hibridación in situ (ISH), donde las sondas 

de imagen hibridan secuencialmente en el tejido (320–324). 

1.10.1.1 Métodos basados en secuenciación de próxima generación 

(NGS): 

Los métodos basados en NGS derivan de las innovaciones conceptuales de 

RNA-Seq de una célula única, estas metodologías dependen de la adición de un 

código de barras espacial antes de la preparación de la biblioteca (319). En 2016, Stahl 
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et al. estableció el primer método basado en NGS para la transcriptómica espacial que 

permitió la captura de transcriptomas completos en secciones de tejido (324) y 

después asignar cada transcrito a su ubicación original en el tejido mediante el uso 

de un código de barras espacial. El proceso básico de este método implica: 

- Captura de ARN poliadenilado. Se extraen los ARN poliadenilados de las 

secciones de tejido. Los ARN poliadenilados son una fracción importante del 

ARN mensajero (ARNm), que contiene información sobre la expresión génica 

en las células. 

- Etiquetado con un código de barras espacial. Antes de la transcripción 

inversa, cada ARN individual se etiqueta con un código de barras espacial. 

Este código de barras contiene información sobre la ubicación espacial del 

ARN en la sección de tejido. 

- Transcripción inversa y amplificación. Los ARN etiquetados se someten a 

transcripción inversa para convertirlos en ADN complementario (cADN), que 

luego se amplifica mediante PCR (reacción en cadena de la polimerasa). 

Durante este proceso, los cADN conservan los códigos de barras espaciales 

que se les asignaron previamente. 

- Secuenciación y mapeo. Los cADN amplificados se secuencian utilizando 

tecnologías de secuenciación de próxima generación (NGS). Posteriormente, 

los datos de secuenciación se utilizan para mapear los transcritos a sus 

ubicaciones espaciales originales utilizando los códigos de barras moleculares 

posicionales únicos. 

Dado que cada portaobjetos consta de poco más de mil puntos (100 μm de 

diámetro, 200 μm en el centro), se pueden investigar grandes áreas de tejido de forma 

imparcial sin seleccionar una región o, lo que es más importante, un conjunto de 

objetivos genéticos (325, 326). La primera vez que se realizó este método fue con bulbo 

olfativo del ratón y ha sido utilizado desde entonces por otros grupos e incluso para 

melanoma (327–329). 
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1.10.1.2 Métodos basados en imágenes 

Se han desarrollado dos tipos principales de métodos basados en imágenes 

para la transcriptómica espacial. Los métodos basados en secuenciación in situ (ISS) 

e hibridación in situ (ISH) que leen directamente las secuencias de las transcripciones 

dentro del tejido. Los métodos basados en ISH son una categoría importante de 

técnicas utilizadas en transcriptómica espacial. Estas técnicas permiten la detección y 

visualización de ARN específicos en muestras de tejido utilizando sondas 

complementarias marcadas con fluoróforos. Los pasos de la técnica son: 

- Preparación de la muestra. Se prepara la muestra de tejido mediante fijación 

y corte en secciones delgadas. 

- Hibridación con la sonda. Se aplica una sonda de ARN marcada con un 

fluoróforo específico que es complementaria a la secuencia diana de ARN en 

la muestra de tejido. La sonda hibrida con la secuencia diana de ARN presente 

en la muestra. 

- Lavado y detección. Después de la hibridación, se realizan lavados para 

eliminar las sondas no unidas. Las sondas que se han unido se detectan 

mediante la emisión de fluorescencia del fluoróforo marcador. 

- Imagen y análisis. Las muestras de tejido se visualizan utilizando microscopía 

de fluorescencia para capturar imágenes de las sondas marcadas.  

Los métodos de ISH son útiles para estudiar la expresión génica a nivel 

espacial en muestras de tejido. Permiten la visualización directa de ARN específicos 

en su contexto espacial dentro del tejido, lo que proporciona información sobre la 

localización celular y los patrones de expresión génica en el tejido (330–332). 
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Tanto para los métodos basados en ISS como en ISH, la imagen se procesa para 

generar la matriz de expresión de genes. Para obtener una matriz a nivel de celda, la 

imagen se segmenta, ya sea manualmente en áreas pequeñas, o sistemáticamente 

usando un enfoque computacional. Mediante el uso de algoritmos, los núcleos 

teñidos con DAPI identifican los bordes celulares como regiones con baja densidad 

de ARN (333). Esto se debe a que las regiones con una baja densidad de ARN, que 

corresponden a los espacios entre las células, pueden ser identificadas como los 

bordes celulares. Aunque estos bordes identificados pueden no corresponder 

exactamente a los límites físicos de las células individuales, sirven como referencia 

para asignar cada ARNm a una célula específica. Este método es útil para analizar la 

expresión génica a nivel de célula única en tejidos complejos (334, 335). 

1.10.1.3 Perspectivas de la transcriptómica espacial sobre el desarrollo, 

la fisiología y la enfermedad 

Las tecnologías de transcriptómica espacial han sido fundamentales para 

generar atlas de tejidos, proporcionando una imagen imparcial de la composición 

espacial de los tejidos. Estos atlas representan valiosos recursos como mapas de 

referencia para comprender la expresión génica y la organización celular en 

diferentes tejidos y sistemas biológicos. Los enfoques basados en la técnica de 

secuenciación espacial (ST) han permitido establecer mapas detallados de todo el 

cerebro de modelos animales, como el ratón (336). Maynard et al. han identificado 

patrones espaciales de genes conocidos relacionados con la esquizofrenia y el autismo 

en su análisis de la corteza prefrontal dorsolateral, que condujo a los mecanismos 

propuestos de susceptibilidad genética a la esquizofrenia (337). Mediante los atlas de 

transcriptómica espacial con resolución temporal han sido de gran ayuda para 

conocer la dinámica espacial del desarrollo del corazón (322), espermatogénesis (338) 

y el desarrollo intestinal (339). Con el fin de servir como recurso efectivo para la 

comunidad investigadora, estos atlas han sido el foco de los esfuerzos comunitarios 

coordinados y son apoyados por el Human Cell Atlas Project (340) y el Instituto Allen 
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para la Ciencia del Cerebro (341). Más allá del desarrollo y la fisiología de los tejidos 

normales, la transcriptómica espacial se dirige mayormente al estudio de la 

desorganización de los tejidos en la enfermedad. Hay estudios sobre la 

transcriptómica espacial que han permitido la identificación de los mecanismos que 

subyacen en el cáncer (329, 342–344). La transcriptómica espacial ha sido de gran 

importancia para estudiar la  relación del microambiente tumoral con las células 

cancerosas (327, 328). 

1.10.2 Plataforma GeoMx® DSP (Nanostring) 

Aunque la cirugía, la quimioterapia y la radioterapia siguen siendo las 

principales opciones de tratamiento para muchos tipos de neoplasias, es importante 

reconocer que estas terapias "tradicionales" están dirigidas principalmente a las 

células tumorales y no pueden abordar completamente la complejidad del cáncer y 

su microambiente tumoral (TME) (345). Con el avance de la terapia dirigida y la 

oncología de precisión, se ha vuelto cada vez más importante identificar 

biomarcadores tanto en el tumor como en TME. Esto es especialmente relevante en el 

contexto de la inmunoterapia, donde la respuesta del paciente puede variar 

considerablemente y no todos los pacientes se benefician de manera igual de estos 

tratamientos (346, 347). 

El TME es una entidad dinámica compuesta por células malignas y las células 

y estructuras tisulares no malignas circundantes, esto incluye a las células 

inmunitarias, células del estroma, fibras nerviosas, vasos sanguíneos y la matriz 

extracelular. Las células tumorales son capaces de interactuar y manipular el TME 

para promover su propio crecimiento, invasión y diseminación metastásica. Estas 

interacciones entre las células tumorales y las células no malignas circundantes 

pueden remodelar el TME creando un ambiente favorable para la neoplasia (348–

350). El estudio del perfil inmunológico de los tumores es esencial para el desarrollo 

de nuevas estrategias terapéuticas contra el cáncer, como la inmunoterapia (346, 347). 
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El inmunoperfilado es una técnica que implica la medición y caracterización 

del sistema inmunitario con el fin de obtener información detallada sobre cómo las 

células inmunitarias pueden responder a diversas enfermedades y terapias. Esta 

técnica proporciona una visión integral del estado y la función del sistema 

inmunitario, lo que puede ser crucial para comprender la dinámica de la respuesta 

inmune. El inmunoperfilado en tejido tumoral puede representar un desafío cuando 

las muestras de tejido son pequeñas y la heterogeneidad de los tejidos limitan la 

evaluación de biomarcadores; por lo tanto, se necesita una selección estricta de 

muestras y suficiente material de alta calidad evaluado por un control de calidad de 

patología (351, 352). Con el propósito de corregir la limitación del tejido y obtener 

una comprensión más completa de la respuesta inmune en muestras biológicas, las 

tecnologías multiplexadas y de multiplex se han vuelto esenciales en la investigación 

de inmunoperfiles. Estas tecnologías permiten la identificación simultánea de 

múltiples proteínas específicas o expresiones moleculares en una muestra de tejido 

restringida, lo que proporciona una visión más detallada y completa del sistema 

inmunitario y su interacción con el entorno (353). El inmuperfilado basado en tejidos 

es una herramienta crucial en la investigación oncológica translacional, ya que 

permite la visualización de características patológicas y fenotípicas en muestras de 

tejido tumoral. Estos ensayos proporcionan información detallada sobre la 

composición celular, la actividad funcional y la expresión de biomarcadores en el 

microambiente tumoral, lo que puede ayudar a comprender mejor la biología del 

cáncer y a identificar nuevas dianas terapéuticas y biomarcadores predictivos (354, 

355). 

El GeoMx® ”Digital Spatial Profiler” (DSP) (NanoString Technologies,  Seattle 

Washington,  USA) es una nueva plataforma de multiplexado de ARN y proteína, 

especialmente útil en muestras limitadas de tejido. Es una tecnología emergente que 

permite cuantificar la abundancia de proteínas o ARN en muestras biológicas 

mediante la asignación de oligos de indexación únicos a cada objetivo de interés. 

Mediante el uso de oligonucleótidos permite realizar el estudio de un mayor número 
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de biomarcadores en comparación con otras técnicas como la inmunofluorescencia 

multiplex (mIF) o la co-detección por indexación (CODEX). Una de las ventajas de 

GeoMx DSP reside en que consiste en una técnica no destructiva, lo que significa que 

los portaobjetos se pueden utilizar para otros estudios una vez finalizado el ensayo. 

Además, proporciona una visión profunda de la inmunología tumoral y la 

heterogeneidad de los tejidos, lo que la hace atractiva para muchos campos de trabajo 

en la oncología translacional y el descubrimiento de biomarcadores. Sin embargo, 

GeoMx DSP tiene algunas limitaciones, como la incapacidad de realizar un análisis 

unicelular completo y el análisis espacial de las células en el tejido. Esto puede limitar 

su capacidad para estudiar la expresión unicelular y la distribución espacial de las 

proteínas o ARN de interés en el tejido tumoral. A pesar de estas limitaciones, la DSP 

sigue siendo una herramienta poderosa para el estudio de la biología tumoral y el 

descubrimiento de biomarcadores en el contexto de la inmunología y la oncología 

(356). 

El flujo de trabajo de la plataforma DSP incluye varios pasos clave para 

preparar, procesar y analizar las muestras de tejido (Fig. 1.18). 

 

Figura 1.18: Procedimiento esquemático de la plataforma de transcriptómica espacial. Tomada de 

NanoString (357). 
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1.10.2.1 Preparación de tejidos 

Esta técnica es compatible con tejidos congelados y fijados en formol e 

incluidos en parafina (FFPE). Para ambos tipos de muestras, deben obtenerse 

secciones de 5 µm de espesor siguiendo las especificaciones de las pautas de 

preparación de muestras de NanoString (manual GEOMX). Las secciones de tejido 

son desparafinadas y sometidas al proceso de recuperación de antígenos similar a la 

técnica de inmunohistoquímica estándar, usando la plataforma de tinción manual o 

automatizada. Posteriormente un cóctel de biomarcadores de inmunofluorescencia y 

sondas o anticuerpos vinculados a etiquetas de ADN fotoescindibles es aplicado a los 

tejidos. Seguidamente se aplican los marcadores de visualización (VM), se pueden 

utilizar hasta tres anticuerpos específicos o sondas de ARN conjugadas con 

fluoróforos y un marcador de ADN (SYTO13) (356, 358). 

Después de la incubación los portaobjetos se cargan en el instrumento DSP, y 

son escaneados para producir una imagen digital que muestra el tejido con las 

características histológicas resaltadas por el fluorescente. Los ROIs (áreas de interés) 

de diferentes tamaños (hasta 660 * 785 µm) y formas (círculos, rectángulos, cuadrados 

y polígonos) se pueden seleccionar y colocar en diferentes áreas definidas por la 

expresión de biomarcadores, la ubicación espacial y/o las características 

morfológicas. Es decir, en áreas inmunoenriquecidas, se puede seleccionar el ROI 

según la expresión de CD45 en la muestra de tejido o según la expresión de S100B en 

el tumor (359). 

Los ROIs se pueden segmentar utilizando los VM en más de un 

compartimento. Por ejemplo, estos compartimentos se pueden definir como células 

de melanoma vs. microambiente (basándose en la expresión de S100B/CD45), o en 

diferentes poblaciones leucocitarias dependiendo de los marcadores utilizados 

(353,354). Estos biomarcadores morfológicos son seleccionados histológicamente 
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dentro de los ROIs y permiten un análisis integrado de la expresión de proteínas o 

ARN con características patológicas. 

1.10.2.2  Colección de Oligos 

Después de seleccionar las regiones de interés (ROIs) y segmentar los 

compartimentos en las muestras de tejido, el siguiente paso implica la exposición de 

estas áreas a la luz ultravioleta (UV) utilizando un dispositivo de microespejo digital 

programable (DMD). Este proceso de exposición a la luz UV se realiza para escindir 

las etiquetas de ADN en una región específica. El DMD se utiliza para dirigir y 

controlar la exposición a la luz UV en las áreas seleccionadas de la muestra de tejido. 

Este dispositivo se autoconfigura para coincidir con el patrón exacto del espacio 

definido previamente en cada ROI de cada sección de tejido. En otras palabras, el 

DMD asegura que la luz UV se aplique con precisión a las áreas específicas de interés 

en las muestras de tejido, lo que permite la escisión controlada de las etiquetas de 

ADN en esas regiones específicas lo que es fundamental para la cuantificación precisa 

de los biomarcadores en las muestras de tejido mediante la plataforma DSP (357).  

1.10.2.3  Hibridación 

Después de que se haya realizado la recolección de oligos de indexación, se 

hibridan con códigos de barras ópticos fluorescentes o códigos GeoMx Hyb. 

Seguidamente, se cuentan digitalmente usando la fórmula de una sola molécula 

mediante el sistema de conteo nCounter o  usando las NGS (Illumina) (NanoString, 

Seattle WA) (360). 

1.10.2.4  Salida y Análisis de datos 

El dispositivo GeoMx® DSP (NanoString) se utiliza para asignar los recuentos 

obtenidos a las diferentes áreas seleccionadas en las muestras de tejido. Este 
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dispositivo está equipado con un software de análisis que facilita varias etapas del 

proceso de análisis de datos, incluido el control de calidad (QC), la visualización, la 

normalización y el análisis de los datos obtenidos.  

El control de calidad (QC) es el primer paso del análisis de datos y consiste en 

evaluar varios parámetros para garantizar la fiabilidad y la precisión de los 

resultados. Algunos de los parámetros que se evalúan durante el QC incluyen: 

-Densidad de unión: Se evalúa la densidad de las señales de unión en las áreas 

seleccionadas de las muestras de tejido para garantizar que haya una cantidad 

adecuada de señales. 

-Control de límite de detección: Se verifica la capacidad del dispositivo para 

detectar biomarcadores en diferentes niveles de expresión para garantizar la 

sensibilidad adecuada del ensayo. 

-Normalización de control positivo: Se realiza la normalización de los datos 

utilizando controles positivos internos para corregir las variaciones experimentales y 

técnicas entre las muestras. 

-Número mínimo de núcleos: Se establece un número mínimo de núcleos 

requeridos para la inclusión de un área en el análisis, lo que ayuda a garantizar la 

representatividad de los datos obtenidos. 

-Área de superficie: Se evalúa la superficie de las áreas seleccionadas para 

garantizar que sean adecuadas para el análisis y evitar problemas como la 

sobreposición o la falta de tejido. 

Una vez completado el control de calidad, se procede con la visualización, la 

normalización y el análisis de los datos utilizando el software proporcionado por el 

dispositivo GeoMx® DSP. El paso de normalización permite la normalización 
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propiamente dicha de los datos usando los recuentos de sondas como 

"Housekeepers" o "IgGs" para la corrección de fondo. El método de normalización 

debe decidirse en función del tipo de muestra y el objetivo del proyecto.  

La plataforma GeoMx® DSP (NanoString) proporciona diversas herramientas 

de visualización y análisis para interpretar los datos obtenidos. Algunas de las formas 

en que los datos pueden ser visualizados incluyen: 

-Mapas de calor (Heatmap): Estos gráficos muestran la distribución de la 

expresión de los biomarcadores en diferentes regiones de interés de las muestras de 

tejido. Los colores se utilizan para representar los niveles de expresión, lo que permite 

identificar patrones de expresión y diferencias entre las muestras. 

-Diagramas de caja: Los diagramas de caja muestran la distribución de los 

datos y resumen estadísticamente la variabilidad de la expresión de los 

biomarcadores en cada grupo de muestras. Esto proporciona información sobre la 

dispersión de los datos y los valores atípicos, así como las diferencias entre los grupos. 

-Diagramas de correlación: Estos diagramas muestran las relaciones entre los 

biomarcadores mediante la representación de la correlación entre sus niveles de 

expresión en las muestras de tejido. Esto puede ayudar a identificar asociaciones y 

patrones de coexpresión entre diferentes biomarcadores. 

-Gráficos de tipo volcán: los ejes representan el cambio en la expresión de los 

biomarcadores entre dos condiciones o grupos de muestras en el eje x (por ejemplo, 

log2 de la razón de expresión) y la significancia estadística de esos cambios en el eje 

y (por ejemplo, -log10 del valor de p). 

Además de las herramientas de visualización, la plataforma GeoMx®DSP 

también proporciona funciones de prueba estadística para realizar análisis 

comparativos y determinar la significancia de las diferencias observadas entre las 
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muestras. Estas pruebas estadísticas pueden incluir pruebas de hipótesis 

paramétricas o no paramétricas, así como análisis de varianza (ANOVA) y pruebas 

de correlación, entre otras (357). 

 

10.3    Perfilado de tumores con GeoMx®DSP 

Actualmente, las características histológicas y de biomarcadores de fenotipo 

celular son consideraciones fundamentales para desarrollar estrategias para perfilado 

en tejido tumoral, incluido el perfilado usando DSP. Los tumores muestran varios 

niveles de características histológicas, inmunitarias y heterogeneidad molecular, 

como diversidad morfológica características de las células tumorales; arquitectura del 

tumor, cantidades e infiltración espacial de las células del microambiente inmune 

tumoral; composición, distribución, y densidad de la matriz extracelular; o genómico, 

heterogeneidad transcriptómica y proteómica (361–363). Se observa heterogeneidad 

no sólo entre los individuos, sino también en diferentes áreas del mismo tumor; 

además, la heterogeneidad puede ser dinámica y temporal, y las características del 

tumor cambian en diferentes etapas de las enfermedades, en diferentes momentos de 

tratamiento, o incluso influenciado por el sistema nervioso o por el diversidad del 

microbioma intestinal del paciente (364–366). Al utilizar DSP para el inmunoperfilado 

en tejido tumoral, es esencial considerar las características histológicas específicas de 

cada tipo de tumor y seleccionar cuidadosamente los biomarcadores apropiados que 

permitan una identificación precisa de los tumores y una caracterización detallada de 

su fenotipo y arquitectura. Esto garantizará resultados de perfilado robustos y 

significativos (367–369). De manera similar, al perfilar las células inmunitarias, las 

estrategias para la selección de ROIs pueden ser diferentes incluso entre tumores que 

comparten un tipo histológico similar, y el microambiente del sistema inmunitario 

puede variar de tumores que son inmunológicamentes “fríos” a muy inflamados 

“calientes” con la presencia de agregados inmunes organizados en estructuras 
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linfoides terciarias (TLS). La distribución heterogénea del infiltrado inmune en los 

tumores es una característica importante que debe considerarse al diseñar estrategias 

de inmunoperfilado y análisis de tejidos tumorales. Algunos tumores pueden 

presentar una infiltración inmunitaria abundante en la periferia del tumor, mientras 

que el centro del tumor puede ser inmunológicamente "frío", es decir, tener una baja 

presencia de células inmunes. Este fenómeno se conoce como "tumor inmune 

excluido" (370, 371). 

10.4 GeoMx®DSP y Melanoma 

Como ya he comentado, el melanoma es una neoplasia producida a partir de 

la transformación maligna de melanocitos (372). Los melanomas son visualizados 

sobre portaobjetos de tejido FFPE teñidos mediante técnica inmunohistoquímica con 

anticuerpos frente a S100B (373), PMEL17 y HMB45 (anti-PMEL17/gp100) (374, 375). 

Los métodos digitales espaciales están siendo utilizados para este tipo de tumor con 

publicaciones que muestran la viabilidad de esta plataforma para descubrimiento de 

biomarcadores. Son escasos los trabajos empleando esta tecnología en melanomas, 

Vathiotis et al. utilizó una modalidad combinada de ARNm y de proteína con la 

plataforma DSP espacial para obtener información de la biología de datos 

relacionados con la regulación inmune y otros aspectos de la interacción tumor-

estroma en muestras de melanoma tratadas con inmunoterapia. Utilizaron un TMA 

teñido con un panel frente a 44 proteínas y los siguiente marcadores de visualización 

para segmentar melanocitos (S100/HMB45+), linfocitos infiltrantes de tumores 

(CD45+) y macrófagos infiltrantes (CD68+). Para ARNm, realizaron la expresión 

génica de ARNm, se observó una correlación positiva entre los recuentos de DSP de 

proteína y ARNm para la mayoría de los tejidos y fue mayor al comparar el ARNm y 

proteínas del compartimento tumoral; aunque algunos tejidos no se correlacionaron, 

o se correlacionó inversamente (376). Otros investigadores como Toky et al. 

realizaron el perfilado espacial utilizando un cóctel 44-plex de anticuerpos para 

buscar la expresión de proteínas con el fin de predecir la respuesta a la inmunoterapia 
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en melanoma, utilizaron anticuerpos frente a S100/HMB45, CD45 y CD68, para 

identificar y segmentar el ROI en células tumorales (S100/HMB45+), leucocitos 

totales (CD45+) y macrófagos (CD68+) (248). Realizaron la evaluación de la 

concordancia con datos anotados obtenidos por fluorescencia cuantitativa 

automatizada (AQUA) para validar la precisión y la fiabilidad de la tecnología, 

encontrando una correlación de varios biomarcadores con SG y SSE, así como la 

respuesta a inmunoterapia; a su vez encontraron una alta concordancia entre los 

recuentos de DSP y los datos obtenidos de AQUA. Entre las principales limitaciones 

del ensayo DSP destacar la resolución limitada, lo que resultó en celdas faltantes para 

perfilar y la pérdida de células en un compartimento diferente (377). Otro estudio 

realizado por Cabrita et al. proporciona una visión importante sobre el papel de las 

células B y las estructuras linfoides en la respuesta antitumoral en melanomas 

metastásicos. El objetivo del estudio fue investigar el papel de las células B en las 

respuestas antitumorales en melanomas metastásicos, centrándose en la presencia de 

estructuras linfoides organizadas (TLS) en el microambiente tumoral. Utilizaron 

anticuerpos específicos contra CD3, CD20 y HMB45, junto con S100B, como VM para 

segmentar las ROI en células B, células T y células de melanoma, respectivamente. El 

análisis reveló que los tumores sin TLS exhibían un fenotipo disfuncional en las 

células T, lo que sugiere que las TLS desempeñan un papel crucial en el 

mantenimiento de un microambiente inmunorreactivo. Esto indica una asociación 

entre la presencia de estructuras linfoides organizadas y una respuesta antitumoral 

más efectiva en melanomas metastásicos (378). En otro estudio similar, Helmink y 

colaboradores investigaron el efecto de la inmunoterapia neoadyuvante en el 

microambiente tumoral de muestras de melanoma resecables de alto riesgo, 

centrándose en la presencia de estructuras linfoides y su asociación con la respuesta 

de las células T. Utilizaron anticuerpos contra CD3, CD20 y HMB45, permitiendo la 

identificación y segmentación de células T, células B y células de melanoma en las 

muestras de tejido. Obtuvieron una mayor expresión de biomarcadores de activación 

de células T en las áreas tumorales asociadas con células TLS en comparación con las 

áreas no asociadas (379, 380). 
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CAPÍTULO 2 

Hipótesis y Objetivos 

 

 

2.1 Hipótesis de trabajo 

El tratamiento actual del melanoma no es eficaz en el cien por cien de los casos. 

La introducción de los inhibidores de puntos de control inmunológico (ICI) ha 

representado un avance significativo en el tratamiento del melanoma avanzado o 

metastásico. La combinación de anti-PD-1 y anti-CTLA4, con los fármacos nivolumab 

e ipilimumab, respectivamente, ha demostrado una tasa de respuesta del 60%, lo que 

indica una eficacia considerable en una proporción significativa de pacientes. A pesar 

de estos avances, la selección de pacientes que se beneficiarán de esta terapia sigue 

siendo un desafío. La falta de un método ampliamente aceptado para identificar a 

estos pacientes puede resultar en que algunos no se beneficien del tratamiento, 

mientras que otros pueden experimentar eventos adversos. En este contexto los 

biomarcadores pronósticos y de resistencia son especialmente importantes en el 

entorno adyuvante para ayudar a los médicos a decidir qué pacientes pueden evitar 

la terapia con ICI o cuales son subsidiarios de realizar la técnica de ganglio centinela. 

Aunque existe un consenso general sobre el tropismo de las células madre 

mesenquimales (MSC) hacia los microambientes tumorales, su función en estos 

entornos es compleja y multifacética. Los estudios han proporcionado resultados 
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contradictorios en diferentes tipos de cáncer, lo que refleja la diversidad de 

interacciones entre las MSC y las células tumorales. Cada vez se encuentran más 

evidencia de que las MSC ejercen efectos estimuladores o inhibidores sobre el 

crecimiento y la invasión del tumor a través de la interacción directa o indirecta con 

las células tumorales en función de cómo sean inoculadas. Por lo tanto, las MSC 

pueden suprimir o promover el crecimiento y la invasión tumoral. Si sus propiedades 

se modifican adecuadamente mediante ingeniería genética con sustancias exógenas; 

genes anticancerígenos para la expresión/secreción de una sustancia terapéutica 

deseada o por la inducción o activación por pretratamiento con radioterapia a bajas 

dosis, las MSC podrían emplearse como una nueva herramienta para la terapia de 

tumores malignos.  

 

La identificación de las alteraciones genéticas es en la actualidad fundamental 

para identificar el mecanismo patogénico del desarrollo del melanoma y la 

identificación de posibles biomarcadores con valor predictivo, diagnóstico o 

pronóstico.  La utilización de una herramienta novedosa y potente como la 

plataforma GeoMx®DSP puede ayudar de forma más eficiente en la identificación de 

biomarcadores pronósticos. 

Con estos antecedentes planteamos en la Tesis Doctoral las siguientes 

hipótesis: 

Hipótesis cierta 1: Los tratamientos muestran efecto en el crecimiento, en el 

desarrollo de metástasis e inducen cambios en la expresión inmunohistoquímica y en 

posibles biomarcadores, así como en el transcriptoma en los melanomas 

xenoinjertados en ratones. 

Hipótesis nula 1: Por el contrario la radioterapia y la aplicación de células madre no 

ejercen ningún papel beneficioso en el melanoma experimental ni induce cambios a 

nivel inmunohistoquímico, ni en el transcriptoma. 

Hipótesis cierta 2: En los dos melanomas cutáneos humanos más frecuentes se 

pueden observar diferencias clínicas, inmunohistoquímicas y en el transcriptoma así 

como es posible encontrar diferencia en el perfil de expresión inmunohistoquímica y 
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perfil transcriptómico entre los melanomas que han producido infiltración en 

ganglios linfáticos en comparación con los que se encuentran confinados en la piel. 

Hipótesis nula 2: No es posible detectar diferencias clínicas, inmunohistoquímicas ni 

en el transcriptoma en los dos melanomas cutáneos humanos más frecuentes. De 

igual modo no es posible encontrar diferencia en el perfil de expresión 

inmunohistoquímica y perfil transcriptómico entre los melanomas que han 

producido infiltración en ganglios linfáticos en comparación con los que se 

encuentran confinados en la piel. 
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2.2 Objetivos 

En la presente Tesis Doctoral hemos planteado como objetivo general valorar 

el efecto que diferentes tratamientos inducen sobre un modelo experimental de 

melanomas xenoinjertados en ratones, identificando posibles biomarcadores y 

constatar los cambios en el transcriptoma y finalmente completar con un estudio 

clínico-patológico sobre biopsias de pacientes con melanomas cutáneos aplicando las 

novedosas técnicas de transcriptómica espacial. 

Para ello hemos diseñados los siguientes objetivos específicos: 

1. Desarrollar un modelo de xenoinjerto de melanoma humano en ratones 

NOD/SCID gamma inmunocomprometidos. 

2. Analizar la biodistribución en los tejidos de las células madre mesenquimales 

de cordón umbilical inoculadas por vía parenteral.  

3. Identificar el efecto del tratamiento con Radioterapia y células madre 

mesenquimales de cordón umbilical y la terapia combinada sobre el modelo 

de xenoinjerto de melanoma. 

4. Establecer las modificaciones en la expresión génica mediante transcriptómica 

espacial en las muestras de tejido fijadas e incluidas en parafina. 

5. Identificar si IMP3 puede ser un candidato como biomarcador de mal 

pronóstico y su relación con el desarrollo de metástasis. 

6. Identificar si EMP1 puede ser un candidato como biomarcador de mal 

pronóstico y su relación con el desarrollo de metástasis. 

7. Estudiar el comportamiento de los melanomas cutáneos humanos más 

frecuentes en su vertiente clínico-patológica y verificar las diferencias en el 

transcriptoma tanto en las células tumorales como en el microambiente 

tumoral.  

8. Identificar si el perfil transcriptómico difiere entre los melanomas cutáneos 

que muestran metástasis ganglionar frente a los que permanecen localizados. 
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CAPÍTULO 3 

Material y Métodos 

 

 

3.1 Modelo experimental in vitro 

3.1.1 Células estromales mesenquimales (MSC) y líneas 

celulares de melanoma humano 

Las células MSC fueron obtenidas de la gelatina de Wharton de cordón 

umbilical (UC-MSC) y caracterizadas según el procedimiento previamente descrito 

por Farias y cols. (74). Se cultivaron en medio de cultivo DMEM (1 g/L de glucosa) 

suplementado con 10% de suero bovino fetal, 1% de aminoácidos no esenciales, 1% 

de Penicilina/Estreptomicina, y 10 ng/mL de factor de crecimiento de fibroblastos 

básico (bFGF). 

Las células MSC transformadas fueron cedidas por el Dr. Francisco Martín 

Molina (Genyo, Granada) y se cultivaron en Advanced DMEM (4.5 g/L de glucosa) 

suplementado con 10 % de suero bovino fetal y 1% de Penicilina/Estreptomicina. La 

línea celular es la hMSCs4-HITs-T (tMSC) transducida con el vector lentiviral SEWP 

para conseguir un 99% expresión de eGFP. La línea 4-HITs-T (4H) es una línea de 

MSC humana, derivada de médula ósea y generada por el grupo de Funes y cols. 
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mediante pases consecutivos de la línea 4-HITs. Utilizaron el retrovirus (que codifica 

para la subunidad catalítica de la telomerasa humana (hTERT)), HPV-16 E6 y E7, 

antígeno T pequeño de SV40 (ST) y un alelo oncogénico de H-Ras (H-RasV12) para 

inducir la transformación (381). 

Las líneas celulares de melanoma humano A375 y G361 fueron obtenidas de 

la American Type Culture Collection (G361 ATCC® CRL-1424™) (A375 ATCC® 

CRL. 1619™) a través del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de 

Granada. Fueron mantenidas en medio de cultivo DMEM suplementada con 10% de 

suero bovino fetal inactivado por calor renovado cada 2-3 días e incubadas en una 

estufa termorregulada a 37°C y humidificada con 5% de CO2. Todas las líneas 

celulares se testaron frente a la presencia de infección por micoplasma (280).  

3.1.2  Irradiación experimental de MSC 

Los cultivos de MSC en crecimiento exponencial al 70% de confluencia en 

medios de cultivo frescos se irradiaron a temperatura ambiente inmediatamente 

antes de su uso a una dosis de 2 Gy/minuto utilizando un irradiador de 137Cs. La 

radiación ionizante, aplicada por personal autorizado, se produjo mediante tubo de 

rayos X (XYLON, modelo Y, Tu-320 D03) en las instalaciones del CIBM de la 

Universidad de Granada. 

 

3.2 Modelo experimental en ratones 

3.2.1 Experimento crecimiento tumoral in vivo 

  Se inocularon un total de 64 ratones NOD/SCID gamma (Charles River, Lyon, 

Francia) de 7/9 semanas de edad y 21-24 g de peso con líneas celulares de melanoma 

humano A375 (n=32) y G361 (n=32). 
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Las líneas celulares de melanoma humano A375 y G361 se inocularon por vía 

subcutánea en pliegues cutáneos de las patas traseras de ratones gamma NOD/SCID 

(1 x 106 células en 0.1 mL de solución salina en la pata trasera izquierda). Los ratones 

fueron revisados regularmente (cada 2-3 días) con la medición de dos diámetros 

perpendiculares de los tumores para documentar el crecimiento del tumor. Los 

ratones se mantuvieron con condiciones de luz estables y acceso a agua y comida ad 

libitum. Todos los experimentos se realizaron tras la aprobación del Comité de 

Investigación Animal de la Universidad de Granada (CEEA 2014/357) y bajo la 

normativa de la Unión Europea y española sobre ética en la investigación animal 

(Directiva UE 63/2010 y RD español 53/2013) y siguiendo las pautas de ARRIVE. 

Se establecieron cuatro grupos de ocho ratones por línea celular inoculada, que 

fueron tratados con radioterapia (grupo RT); terapia con células estromales 

mesenquimales (grupo MSC); terapia combinada RT+MSC (grupo RT+MSC); y sin 

tratamiento (grupo Control). Una vez que los tumores alcanzaron un tamaño 

aproximado de 60 mm3, fueron tratados, según su grupo, una vez por semana 

durante cuatro semanas. 

◉ Grupos Control: Dos grupos (8 ratones en cada grupo) inoculados con las líneas 

celulares de melanoma A375 o G361 sin tratamiento. 

◉ Grupos RT: Dos grupos (8 ratones en cada grupo) inoculados con las líneas 

celulares de melanoma A375 y G361 fueron anestesiados con hidrocloruro de 

ketamina (Ketolar®, Sicmafarma) los tumores fueron tratados con una dosis de 

2Gy/minuto. 

La radiación ionizante, aplicada por personal autorizado, fue producida por el 

tubo de rayos X (YXLON, modelo Y, Tu-320 D03). Los tumores de ratón se colocaron 

directamente bajo un orificio de 10 mm de diámetro en una placa de acero de 8 mm 

de espesor. La placa de acero protegía el resto del cuerpo de cada ratón. La dosis de 

radiación a las áreas protegidas se midió a una distancia igual o superior a 10 mm de 

todo el centro y fue de 2.0 ± 0.4 mGy/min, como era de esperar según los cálculos 
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previos realizados de dosimetría. Esta tasa de dosis aseguró que la dosis corporal 

total recibida por los ratones durante la irradiación fuera inferior a 4.0 mGy. El 

tratamiento se repitió cada semana, durante cuatro semanas. Después de la última 

dosis, se dejó recuperar a los animales durante 3-4 días antes de finalizar el 

experimento. 

◉ Grupos MSC: dos grupos (8 ratones en cada grupo) con tumores mayores de 60 

mm3, inoculados con las líneas celulares de melanoma A375 y G361, se trataron 

mediante la administración intraperitoneal semanal repetida de 1•106 MSC durante 

4 semanas consecutivas 

◉ Grupos RT+MSC: dos grupos (8 ratones en cada grupo) inoculados con las 

líneas celulares de melanoma A375 y G361 se irradiaron cada semana como los 

grupos RT y se inocularon con MSC como el grupo de MSC descrito anteriormente 

(Fig. 3.1). 

Figura 3.1: Representación esquemática del protocolo de grupos y tratamientos del experimento de 

inducción de melanomas xenoinjertados en ratones NOD/SCID gamma. 
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3.2.2 Experimento de toxicidad/inducción de neoplasias  

        Se utilizaron 28 ratones hembra NOD/SCID gamma (Charles River, Lyon, 

Francia) mantenidos en el servicio de experimentación animal (CIBM) del Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada de 8 semanas de edad y 21g 

de peso, que fueron inoculados con 2x105 UC-MSC por la vena dorsal de la cola (IV). 

Se establecieron cuatro grupos de ocho ratones por tratamiento:  

◉  Grupo Control: 4 Ratones hembra NOD/SCID gamma sin tratamiento.  

◉  Grupo MSC: 8 Ratones hembra NOD/SCID gamma inoculados por vía IV por 

la cola con 2x105 de UC-MSC.  

◉  Grupo MSC-IR: 8 Ratones hembra NOD/SCID gamma inoculados por vía IV 

por la cola con 2x105 de UC-MSC, previamente irradiadas.  

◉  Grupo tMSC: 8 Ratones hembra NOD/SCID gamma inoculados por vía IV por 

la cola con 2x105 de tMSC. (Tabla 3.1) (Fig. 3.2).  

Tabla 3.1: Experimento toxicidad/inducción de neoplasias.  

Grupo Número ratones Tratamiento Duración 

Control 4 ratones NOD/SCID Sin tratamiento 90 días 

MSC 8 ratones NOD/SCID Inoculación 2x105 UC-MSC 90 días 

MSC-IR 8 ratones NOD/SCID Inoculación 2x105 UC-MSC-IR 90 días 

tMSC 8 ratones NOD/SCID Inoculación 2x105 tMSC 90 días 
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Figura 3.2: Representación esquemática del protocolo del experimento de toxicidad/inducción de 

neoplasias en ratones NOD/SCID gamma. 

Las células se inocularon por vía IV por la cola de los ratones NOD/SCID 

gamma (2x105 células/50 µL). Los ratones se controlaron regularmente cada 7 días 

mediante el peso. El tiempo de duración del experimento fue de 90 días. Los animales 

que durante el experimento sufrieron una pérdida ponderal superior a 10% de su peso 

inicial fueron sacrificados.  

3.2.3 Experimento de biodistribución  

          Se utilizaron 30 ratones hembra NOD/SCID gamma (Charles River, Lyon, 

Francia) mantenidos en el servicio de experimentación animal (CIBM) del Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada de 8 semanas de edad y 19g 

de peso, que fueron inoculados con 2x105 UC-MSC por la vena dorsal de la cola. La 

duración del tratamiento fue de 14 días, estableciéndose los siguientes grupos:  

◉  Grupo Control: 6 ratones hembra NOD/SCID gamma sin tratamiento.  

◉  Grupo 1 día: 6 ratones hembra NOD/SCID gamma inoculados por vía IV por la 
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cola con 2x105 de UC-MSC previamente irradiadas, fueron sacrificados a las 24h 

después de la inoculación.  

◉  Grupo 2 días: 6 ratones hembra NOD/SCID gamma inoculados por vía IV por 

la cola con 2x105 de UC-MSC previamente irradiadas, fueron sacrificados a las 

48h después de la inoculación. 

◉  Grupo 6 días: 6 ratones hembra NOD/SCID gamma inoculados por vía IV por 

la cola con 2x105 UC-MSC previamente irradiadas, fueron sacrificados a los 6 

días después de la inoculación.  

◉  Grupo 14 días: 6 ratones hembra NOD/SCID gamma inoculados por vía IV por 

la cola con 2x105 UC-MSC previamente irradiadas, fueron sacrificados a los 14 

días después de la inoculación (Tabla 3.2) (Fig. 3.3).  

Tabla 3.2: Experimento Biodistribución.  

Grupo Número ratones Tratamiento Duración 

Control 6 ratones NOD/SCID Sin tratamiento Tiempo 0 

1 día 6 ratones NOD/SCID Inoculación 2x105 UC-MSC-IR 24h 

2 días 6 ratones NOD/SCID Inoculación 2x105 UC-MSC-IR 48h 

6 días 6 ratones NOD/SCID Inoculación 2x105 UC-MSC-IR 6 días 

14 días 6 ratones NOD/SCID Inoculación 2x105 UC-MSC-IR 14 días 
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Figura 3.3: Representación esquemática del protocolo del experimento de biodistribución en ratones 

NOD/SCID gamma. 

  Estos estudios se realizaron en estricta conformidad con las recomendaciones 

de la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Comité de Bioética 

de la Universidad de Granada, y la aprobación por el Comité de Ética de 

Experimentación Animal de la UGR. Todo el manejo y sacrificio, fue realizado por 

personal autorizado (homologación B y C de la Junta de Andalucía) con eutanasia 

animal inyectable EUTANAX (Faro), cuando fue necesario y se realizaron todos los 

esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los ratones bajo supervisión de la 

responsable veterinaria del animalario del CIBM de la UGR. Según lo establecido en 

la actual normativa (EU directive 63/2010 y RD 53/2013).  
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3.2.4 Métodos Morfológicos 

En el momento de la eutanasia de los ratones se evisceraron todos los órganos 

en bloque. La mitad de la muestra tumoral se fijó en formalina tamponada al 10% a 

temperatura ambiente durante 48 horas y posteriormente se embebió en parafina. Las 

secciones de 3 µm de espesor se desparafinizaron y rehidrataron en baños sucesivos 

de xilol, etanol al 100%, etanol al 95%, etanol 70 %, etanol 50 % y agua destilada. Se 

tiñeron con la técnica convencional de hematoxilina-eosina (H&E) para valorar las 

posibles lesiones histopatológicas en los diferentes órganos y la presencia de células 

MSC. En el grupo tMSC se valoró también la presencia de metástasis, su número y 

localización, además de parámetros como apoptosis, fenómenos de colestasis, 

displasia nuclear, infiltrado inflamatorio y fenómenos de reparación (mitosis y 

binucleación).  

Para la valoración de la necrosis utilizamos una escala semicuantitativa de 0 a 

3 en función de la extensión de la necrosis (ausente 0, menos del 5%; leve 1, 5-25%; 

moderada 2, 26-50%; o intensa 3, >50%) y para la apoptosis basada en el porcentaje 

de células con morfología nuclear característica de apoptosis fuera de las áreas 

necróticas (0, 0%; 1, 1-5%; 2, 6-25%; 3, >25%). Las imágenes mitóticas se evaluaron 

como número por 10 campos de gran aumento (40x). El volumen de los tumores post-

fijación se calculó al final del experimento y se expresó como el porcentaje de 

reducción de volumen, mediante la fórmula: 

𝑽 =
𝒓𝒂𝒅𝒊𝒐 𝒍𝒂𝒓𝒈𝒐 × 𝒓𝒂𝒅𝒊𝒐 𝒄𝒐𝒓𝒕𝒐𝟐

𝟐
 

 

3.2.4.1 Micromatrices de Tejido (TMA) 

Una vez revisadas y clasificadas todas las muestras incluidas en el estudio, se 

seleccionó un área representativa sin necrosis de la preparación histológica del tumor 
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primario xenoinjertado y metástasis (se descartaron las micrometástasis [menos de 

10 células] del estudio). En el área seleccionada del portaobjetos con muestras de 

tejido teñidas con H&E, se dibujó un círculo con marcador indeleble, emparejando 

esta área con la obtenida con una aguja de 3 mm en el proceso de creación de TMA 

utilizando el microarreglo Tissue Arrayer 2 (Beecher Instruments©, Silver Spring, 

MD, EE. UU.). Una vez confeccionado el bloque se introdujo 30 minutos en una estufa 

a 37ºC para conseguir una correcta encastración del tejido con la parafina. Se crearon 

un total de 9 bloques para las muestras de tumores procedentes de los 3 experimentos 

y 2 bloques más, uno para muestras clínicas de pacientes con Melanoma Nodular 

(MN) y Melanoma de Extensión Superficial (MES) y otro para las dos líneas de 

melanoma xenoinjertadas con sus respectivos tratamientos para su estudio en la 

plataforma de transcriptómica espacial GeoMx®DSP. Posteriormente se realizaron 

cortes a 3 micras para la secciones teñidas con H&E, así como para cada una de las 

técnicas inmunohistoquímicas (Fig. 3.4). 
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Figura 3.4: Confección de los bloques TMA. 

  

3.2.5 Procedimiento de inmunohistoquímica para muestras de 

TMA embebidas en parafina 

Las muestras de TMA fueron desparafinadas, hidratadas y posteriormente 

desenmascarados los antígenos mediante tampón EDTA 1mM pH 8.0 (Vitro-Master 

Diagnóstica, Granada, España) en el módulo PT. Para cada anticuerpo las 
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inmunotinciones se realizaron simultáneamente en un inmunoteñidor automático 

Autostainer 480S (Thermo Fisher Scientific Inc) utilizando la técnica de 

micropolímero (anti-ratón+anti-conejo) conjugado con peroxidasa y revelado con 

diaminobencidina (Master Polymer, Vitro-Master Diagnóstica) con los anticuerpos 

detallados en la tabla siguiente (Tabla 3.3). 

 

Tabla 3.3: Procedimiento de inmunohistoquímica para muestras incluidas en 

parafina. 

Anticuerpo Clon Origen Concentración Casa comercial 

IMP3 EP286 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

E-Cadherina BS38 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

N-Cadherina FP90 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

PARP-1 A6.4.12 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

HIF-1α - 
 

Policlonal 1:100 Santa Cruz 

Ki-67 SP6 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

Vimentina V9 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

S100 PS100 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

Anti-Mitocondria M2 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

CD45 2B11&PD7/26 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

CD3 EP41 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

CD68 KP-1 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

CD20 L26 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

CD56 123C3 Monoclonal Prediluido Vitro-Master 
Diagnóstica 

CD45 - 
 

Policlonal  1:500 Abcam 

EML1 - 
 

Policlonal 1:100 Invitrogen 
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PD-1 NAT105 Monoclonal  1:50 Vitro-Master 
Diagnóstica 

PDL-1 CAL10 Monoclonal  1:50 Vitro-Master 
Diagnóstica 

 

3.2.5.1 Evaluación de la expresión de marcadores por 

inmunohistoquímica 

Evaluamos la tinción inmunohistoquímica de los anticuerpos de las siguientes 

dos formas (en cada caso, se evaluaron un mínimo de 500 células tumorales). 

3.2.5.1.1 Semicuantitativamente 

Se consideró todo el disco en estudio. La evaluación se realizó a doble ciego, 

dos investigadores estudiaron todos los casos mediante examen microscópico (BH2, 

Olympus Optical Company, Ltd. Tokio, Japón), contrastando y reevaluando los 

resultados con discrepancias. 

Los criterios evaluados fueron intensidad en una escala de 0 a 3 para medir la 

expresión de células tumorales (ausente 0, leve 1, moderada 2, intensa 3) y extensión 

en una escala de 0 a 3 para medir el nivel de inmunotinción de las células ( 0, <5%; 1, 

5-25%; 2, 26-50%; 3, >50%). 

Los resultados inmunohistoquímicos fueron valorados semicuantitativamente 

como presencia o ausencia de positividad para identificar células tMSC y UC-MSC y 

para el resto de variables en una escala de 0 a 3. 

3.2.5.1.2  Cuantitativamente 

Establecimos el número de células positivas para los diferentes anticuerpos 

testados según la fórmula:  
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𝑵º 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔/𝒎𝒎𝟐 =
𝑵º 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒑𝒐𝒔𝒊𝒕𝒊𝒗𝒂𝒔

𝑵º 𝒄𝒂𝒎𝒑𝒐𝒔 𝒆𝒔𝒕𝒖𝒅𝒊𝒂𝒅𝒐𝒔
𝟎. 𝟎𝟔𝟐⁄  

 

(0.062 = valor de corrección para aumento 40x). Para ello, utilizamos una escala 

milimétrica (Eyepiece, Olympus) dispuesta en el ocular de un microscopio (BH2, 

Olympus) y estudiamos aleatoriamente 5 campos del tumor con el objetivo 40x.  

 

3.2.6  Métodos Moleculares 

3.2.6.1  Desarrollo y cuantificación del ensayo de qPCR para 

detectar secuencias humanas de repetición Alu  

 

La qPCR se utilizó para detectar presencia y para establecer el patrón de 

distribución de las células MSC en los tejidos de los ratones NOD/SCID gamma. Los 

tejidos obtenidos se mantuvieron congelados a -80°C hasta que se pasó a aislar el 

ADN genómico total de distintos órganos de ratón (cerebro, corazón, hígado, pulmón, 

riñones y bazo) usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN), mediante QiaCube 

(QIAGEN). La qPCR se llevó a cabo utilizando el kit SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH 

Plus), Bulk (Takara) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Cada muestra 

se procesó por duplicado. Se utilizó el termociclador i-Cycler (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA) para el ensayo. Los ciclos de la qPCR consistieron en: un primer ciclo 

de una repetición de 95°C de 4 min, el segundo ciclo estaba formado por 40 ciclos 

compuestos por un primer paso de 94°C, un segundo de 60°C y un último de 72°C, 

durante 30s cada uno; continuando con un tercer ciclo de 95°C de un solo paso de 30s 

y otro de un único paso de 55°C de 1 min. Los primers fueron extraídos del artículo de  

Campbell y cols. (382) y se presentan  en la Tabla 3.4. 

Tabla 3.4: Parejas de cebadores validados previamente por Campbell y cols. y 

utilizados para la detección de ADN humano en muestras de tejidos de ratones 
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NSG en los estudios de biodistribución y tumorigénesis.  

Marcador Refseq Sentido Secuencia 

Actb Mm00607939_s1 Sentido ATGTCGTCCAGTTGGTAAC 

Actb Mm00607939_s1 Anti-sentido ATCCGATGCCGGTGCTAAG 

Alu YB8-ALU-S68 Sentido GTCAGGAGATCGAGACCATCCT 

Alu YB8-ALU-S68 Anti-sentido AGTGGCGCAATCTCGGC 

 

La cuantificación de la expresión de las secuencias Alu se normalizó con 

referencia a la cantidad de microgramos cargados para cada muestra. La qPCR se 

realizó en un volumen de 20 µL, que contenía 18 µL de SYBR Premix Ex Taq, junto los 

primers de Alu y Actb (como control endógeno) y 2 µL de muestra en cada pocillo.  

Para evitar la contaminación por restos de ADN humano, se utilizó material 

estéril y libre de ADNsas así como Nuclease free water (Promega, REF: P119E), 

además de las buenas prácticas de laboratorio y una atención escrupulosa a la técnica 

aséptica. Las mezclas de reacción de qPCR se realizaron en una cabina de flujo 

específica para evitar la contaminación aérea. La cabina estaba equipada con una 

fuente de luz ultravioleta que se encendía antes y después de la preparación de los 

reactivos para minimizar la contaminación durante el proceso de la qPCR.  

3.2.6.2 Estudio de la expresión de mARNs  

Se estudió la expresión de mARNs de TRAIL, DKK3 y ANXA1 tras la 

irradiación de las UC-MSC a 2 Gy. Las células fueron lisadas y homogenizadas con 

TRIzol® Reagent (Invitrogen, 15596018) sin irradiar y a las 0.5, 1, 2, 4, 6, 12, 24 y 48 

horas tras irradiación y se conservaron a -80°C, como mínimo 24 horas antes de la 

extracción de ARN. La extracción de ARN de las muestras recogidas se realizó en 

columnas con el kit Pure Link® ARN mini Kit (Life TechnologiesTM., 12183018A), 

durante la extracción se utilizó un tratamiento con Pure-Link® ADNse Set 
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(TechnologiesTM, 12185010) para eliminar la presencia de ADN genómico en las 

muestras, se siguió todas las instrucciones recomendadas por el fabricante. El ARN 

extraído de las muestras se cuantificó mediante espectrofotometría utilizando un 

NanoDrop (Thermo Scientific). Se trabajó solo con las muestras cuyos ratios 260/230 

y 260/280 eran superiores a 1.80. Para comprobar la integridad del ARN se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 2% en tampón TAE durante 30 min a 100V.  

Posteriormente se preparó cADN a partir de 1 µg de ARN mediante el kit iScripTM 

cADN Synthesis (Bio-Rad 1708891), siempre siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. El cADN obtenido se utilizó para estudiar por qPCR la expresión de: Trail, 

ANXA1 y DKK3. Como control interno se utilizó el gen RPL0 que codifica para una 

de las proteínas ribosomales de la subunidad 60s. En la siguiente tabla se encuentran 

las secuencias de primers y los tamaños de los amplicones que producían estos primers 

específicos (Tabla 3.5).  

Tabla 3.5: Secuencia de los primers utilizados para el estudio de los genes de interés.  

Marcador mARN Refseq Sentido Secuencia Tamaño 

RPLP0 NM_001002.3 FW CAGATTGGCTACCCAACTGTT 69 pb 

RPLP0 NM_001002.3 REV GGCCAGGACTCGTTTGTACC 69 pb 

TNFSF10 NM_003810.3 FW TAGCAGCTCACATAACTGGGAC 74 pb 

TNFSF10 NM_003810.3 REV AGCCTTTTCATTCTTGGAGTTTG 74 pb 

DKK3 NM_013253.4 FW TCATCACCTGGGAGCTAGAG 180 pb 

DKK3 NM_013253.4 REV CAACTTCATACTCATCGGGG 180 pb 

La qPCR se llevó a cabo utilizando el kit iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 

1708882) según las especificaciones del fabricante, cada muestra se procesó por 

triplicado. Se utilizó el termociclador i-Cycler de Bio-Rad para el ensayo. Los ciclos de 
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la PCR consistían: un primer ciclo de una repetición de 95°C de 2 min, el segundo 

ciclo programado para 40 ciclos compuestos por un primer paso de 94°C, un segundo 

de 60°C y un último de 72°C durante 30 s cada uno, al final del último paso se hacía 

la recogida de datos y el análisis a tiempo real. Continuaba un tercer ciclo de 95°C de 

un solo paso de 30 s y otro de un único paso de 55°C de 1 min. La cuantificación 

relativa de la expresión del gen de interés se hizo con respecto a la expresión del gen 

utilizado como control interno, mediante el análisis de los datos por el método 2–

CT(Livak & Schmittgen, 2001) (383).  

3.2.6.3 Evaluación de la expresión de IMP3 por Western Blotting 

Se homogeneizó tejido tumoral de xenoinjerto fresco del control y ratones 

tratados en tampón de lisis RIPA (Sigma-Aldrich) y cóctel inhibidor de proteasa 

(Sigma Aldrich). Se cuantificaron las proteínas utilizando el método BCA (Pierce™ 

BCA Protein Assay Kit, Sigma-Aldrich). Posteriormente se separaron los extractos de 

proteínas (30  μg/carril) en geles de poliacrilamida con SDS al 10% y fueron 

transferidos a membranas de difluoruro de polivinilideno (Millipore) usando un 

sistema semiseco. Se procedió a bloquear las membranas con PBS-Tween 0.1% y leche 

grasa 0.5% por 1  hora a temperatura ambiente para después incubarlas toda la noche 

a 4°C con anticuerpo primario IMP3 a dilución 1/500 (Vitro-Master Diagnóstica). 

Posteriormente, se dejaron las membranas durante una hora a temperatura ambiente 

con anticuerpo GAPDH anti-ratón de conejo a dilución 1/6000 (Invitrogen). La 

inmunodetección de los anticuerpos se realizó incubándolos con anticuerpo cabra 

anti-conejo IRDye 680RD a 1/10000, durante 1  hora a 4°C (Li-Cor Biosciences) y 

fueron desarrollados con el sistema de detección de quimioluminiscencia mejorado 

Odyssey (Li-cor). La representación de la expresión IMP3 se normalizó con el gen 

GAPDH como control interno. 
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3.3 Estudio clínico retrospectivo en melanomas cutáneos 

Realizamos un estudio retrospectivo que incluyó 114 biopsias histológicas de 

pacientes diagnosticados de Melanoma de Extensión Superficial cutáneo  (n=104) o 

Melanoma Nodular (n=10) con al menos cinco años de seguimiento. La edad media 

de los pacientes fue de 61.73 ± 14.13 años. El espesor medio de Breslow fue de 2.52mm 

± 1.98mm. El 93% de los casos fueron niveles de Clark 3 ó 4. No se observaron 

metástasis en los ganglios linfáticos en el 71.1% (n=81) de los casos (p=N0), se 

observaron metástasis ganglionares en el otro 28.9% (n=33) (p≠N0). 

El estudio clínico retrospectivo fue aprobado por la Comisión Provincial de 

Ética en Investigación. Comité de Granada (CEIc) a través del Comité Biomédico de 

Andalucía. Portal de Ética en Investigación (PEIBA) (ref#.0562-N-19). Se aprobó la 

exención del consentimiento informado escrito por CEIc por tratarse de un estudio 

retrospectivo sobre biopsias. La confidencialidad del material de estudio también se 

aseguró de acuerdo con Ley Orgánica 15/2018, de 5 de diciembre, de Protección de 

los datos de las personas, garantizando la anonimización de los datos. 

 

3.4 Transcriptómica espacial y Next Generation Sequencing 

3.4.1 GeoMx®DSP 

La plataforma GeoMx®DSP (NanoString) cuantifica la abundancia de ARN 

contando oligonucleótidos de indexación únicos asignados a cada gen de interés. 

Esos oligonucleótidos están unidos covalentemente a sondas de hibridación de 

ARNm con un conector fotoescindible por luz ultravioleta (16).  

3.4.1.1 Preparación de la muestra 

Primero, se realizaron las secciones de los TMA de los tejidos FFPE de 

pacientes con melanoma de extensión superficial (MES) y pacientes con melanoma 
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nodular (MN) y los TMA de los ratones con xenotumor de ambas líneas celulares de 

melanoma A375 y G361, todas las secciones con un espesor de 5 μm.  

Las secciones se montaron en portaobjetos tratados para inmunohistoquímica 

(Bond Plus; Leica Biosystems, Richmond, VA, USA.) con un máximo de 76 muestras 

de tejidos individuales por portaobjeto diseñado en un bloque TMA de FFPE. 

Después de montarlos se secaron en estufa a 37ºC durante 24h. Unos se almacenaron 

a 4°C, mientras que otros se desparafinaron y se usaron para tinción con 

hematoxilina-eosina (H&E) para obtener imágenes de microscopía posterior.  

Los portaobjetos FFPE almacenados a 4ºC se metieron en estufa durante una 

hora a 60°C antes de ser tratados con CitroSolv (Fisher 22-143-975), etanol 100%, 

etanol 95% y PBS en baños de 5 minutos cada uno. Seguidamente fueron tratados con 

Tris-EDTA pH 9.0 para exponer las dianas de ARN. Posteriormente se realizó la 

digestión con proteinasa K para eliminar las proteínas unidas al ARN y exponer 

mejor el tejido a las sondas de hibridación. Para preservar la integridad del tejido, se 

realizó una breve postfijación en NBF al 10% durante 5 min. La fijación se detuvo 

mediante incubación en Glicina 0.1 M, Tris 0.1 M, dos veces durante 5 minutos cada 

una, seguido de 5 minutos de lavado en  buffer PBS, después de lo cual se aplicaron 

las sondas inmediatamente según el protocolo de ensayo (360) (Fig. 3.5). 
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Figura 3.5: Esquema protocolo GeoMx DSP(Nanostring). 

3.4.1.2 Perfilador espacial digital  

Se seleccionó el panel comercial NanoString Human Whole Transcriptome 

Atlas (GeoMx WTA) (18.000 genes codificadores de proteínas). El reactivo de sonda 

WTA se diluyó en tampón R hasta una concentración final de sonda de 4 nM y se 

agregó a cada portaobjetos 200μL, posteriormente cada portaobjetos se cubrió con 

una cubierta Hybrislip (Grace Bio-Labs) y se incubó durante 15 horas a 37°C en un 

HybEZ System II, cámara hibridación con tampón 2×SSC (citrato salino-sódico). Al 

día siguiente, se realizaron 2 lavados en Stringent Wash (4xSSC y formamida 100%) 

a 37°C durante 25 minutos cada uno, seguido de 2 lavados en 2xSSC durante 2 

minutos a TA, para eliminar los residuos de las sondas que no se hibridaron y así 

poder reducir el background. 

Después se cubrieron los tejidos con la solución de los marcadores 

morfológicos con 200μL cada portaobjetos (Tabla 3.6), conteniendo los marcadores 
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morfológicos y buffer W, se dejó incubar 1 hora a TA en cámara húmeda, 

seguidamente se realizaron 2 lavados en 2xSSC a TA, de 5 min cada uno.  

Tabla 3.6: Descripción general de los marcadores de visualización utilizados para 

distinguir entre el compartimento de células tumorales y las de células 

inmunitarias. 

Marcador morfológico Canal Compartimento celular 

Syto 13 (Azul) FITC/525nm ADN (núcleos) 

S100B (Verde) Cy3/568nm Tumor  

CD45 (Magenta) Texas Red/ 615nm Células inmunes 

 

Seguidamente a la incubación, los portaobjetos se cargaron en el perfilador 

espacial digital GeoMx®DSP (Fig. 3.6), donde se escanearon los tejidos y se generaron 

imágenes digitales para la selección de ROIs. Cada disco del TMA correspondió a un 

ROI. Se seleccionaron utilizando la herramienta círculo. Las ROIs tenían un tamaño 

de 450 μm de diámetro y un área de 159043.1 μm2. Seguidamente se segmentaron en 

AOI (áreas de interés) según la inmunotinción para marcador de infiltrado 

inflamatorio CD45 y el marcador de melanoma S100B. Posteriormente, los ROIs se 

iluminaron con luz ultravioleta. y las etiquetas se liberaron en la capa acuosa justo 

encima del portaobjetos, donde las etiquetas desprendidas de los oligos se aspiraron 

a través de un tubo microcapilar y se almacenaron en un solo pocillo de una placa de 

96 pocillos (Fig. 3.7). Este proceso se repitió para cada ROI (357).  
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Figura 3.6: GeoMx®DSP (Nanostring). a) Los portaobjetos se cargan en una ranura y se cierran 

herméticamente para evitar fugas y minimizar la cantidad de reactivo usado; b) Una placa de 96 

pocillos se utiliza para colectar los oligos etiquetados de cada ROI.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7: Principio experimental del perfilado espacial en GeoMx®; 1) Aplicación del cóctel de 

biomarcadores de inmunofluorescencia y sondas o anticuerpos vinculados a etiquetas de ADN 

fotoescindibles 2) Selección de región de interés (ROI) se realiza en base a la señal fluorescente en el 

instrumento GeoMx® 3) Después de la selección de ROI, la luz induce la fotoescisión de oligos para 

contar sondas. 4) Los oligos se recogen y dispensan en una placa de 96 pocillos 5) La hibridación y la 

preparación de la muestra se realizan en la placa, y los recuentos finales se obtienen en Nextseq 2000. 

Adaptado de Nanostring (357). 
 

Después de la recolección de los aspirados que contenían las etiquetas de 

secuenciación, los pocillos se secaron a 65º durante 1 hora en un bloque calefactor. 
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Finalmente se resuspendió en 10 μL de agua libre de nucleasas (Ambion), para 

minimizar las diferencias debidas a la evaporación ambiental. 

3.4.1.3 Preparación y secuenciación de la biblioteca 

 

Los oligos derivados de los ROIs tenían cada uno un índice dual único 

utilizando el sistema i5 x i7 (Illumina, San Diego, CA, USA). Se resuspendió una 

alícuota de 4 µl de cada aspirado de ROI que contenía los oligos fotoescindidos, 

seguidamente se amplificó en una reacción de PCR que contenía cebadores i5 e i7 

1μM y 1 × NGS PCR Master Mix. La digestión UDG se realizó a 37°C durante 30 min, 

y luego se desactivó a 50°C antes de la desnaturalización a 95°C durante 3 minutos y 

18 ciclos de amplificación: 95°C durante 15 segundos, 65°C durante 1 minuto, 68°C 

durante 30 segundos. El paso de extensión final se realizó a 68°C durante 5 minutos. 

La reacción de PCR se purificó con perlas AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, 

USA) a 1.2 veces el volumen de cada tubo. La calidad de la biblioteca se analizó en la 

estación LabChip GX2 y se cuantificó en el fluorómetro QubitTM3 (TermoFisher 

Scientifc, Waltham, MA, USA) que dio como resultado un pico del amplicón de 150 

pb y una concentración de 17.5 nM. Teniendo un total de área de 2.7x105 μm2 

escogimos una flow cell para Nextseq 2000 (Illumina, San Diego, CA, ASA) P1 300 

que nos da una capacidad de 2x107 de lecturas (Fig. 3.8). Cargamos la flow cell a una 

concentración de 400 pM, con un 1% de PhiX. 

 

 

Figura 3.8: Profundidad de secuenciación recomendada para los diferentes ensayos de GeoMx NGS 

(360). 

Los recuentos se procesaron en la pipeline GeoMx NGS v.2.1 (NanoString), 

donde se convirtieron los archivos FASQ (format for next generation sequencing 

sequences) en archivos de conversión de recuento digital (DCC) (Fig. 3.9). 
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Figura 3.9: Protocolo de secuenciación GeoMx (360). 

 

3.4.1.4 Procesamiento de datos GeoMx®DSP NanoString  

 

Después de la cuantificación de las sondas, los datos del análisis de WTA se 

cargaron en GeoMx NanoString para control de calidad (QC), normalización y 

análisis. 

Los datos de secuenciación DSP se procesaron con GeoMx NGS Pipeline. 

Después de la secuenciación, las lecturas se recortaron, fusionaron y alinearon con 

una lista de oligos de indexación para identificar la sonda de origen. La región del 

identificador molecular único (UMI) de cada lectura se utilizó para eliminar 

duplicados de PCR y lecturas duplicadas, convirtiendo así las lecturas en recuentos 

digitales. 
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Los recuentos se procesaron en GeoMx®DSP Analysis Suite de NanoString, 

donde los archivos Fastq se convirtieron a archivos de conversión de recuento digital 

(DCC). Realizamos el control de calidad (QC) de las sondas biológicas siguiendo las 

pautas de normalización del Whole Transcriptome Atlas (WTA) de NanoString. El 

control de calidad de AOI se realizó para señalar los AOIs de bajo rendimiento 

utilizando las siguientes configuraciones: umbral de lecturas sin procesar <1000 

lecturas, porcentaje de lecturas alineadas <80%, saturación de secuenciación <50%, 

núcleos mínimos <100 y superficie mínima de 600 µm². El control de calidad de las 

sondas se realizó con la configuración predeterminada, excluyendo las sondas del 

cálculo del recuento en todos los segmentos con la condición siguiente: (sonda 

geomedia en todos los segmentos)/(sonda geomedia dentro del gen) ≤ 0.1 y la prueba 

de valores atípicos de Grubbs en ≥20% de los segmentos. Si una sonda no supera la 

prueba de valores atípicos de Grubbs en un segmento específico, la sonda se excluyó 

del cálculo del recuento de objetivos en ese segmento. El límite de cuantificación 

(LOQ) se calculó utilizando dos veces DE la geomedia de las sondas negativas. 

 

Elegimos la normalización por housekeepers, este método utiliza objetivos de 

referencia endógenos para ajustar las diferencias en la abundancia o calidad de los 

transcritos en la muestra. Hay cuatro transcripciones de referencia (UBB, OAZ1, 

SDHA y RAB7A) en paneles de ARN (384, 385) (Fig. 3.10). 

 

 

Figura 3.10: Housekeeping utilizados para la normalización de las muestras donde se observa su 

expresión en todos los AOIs estudiados (218). 
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3.5 Análisis de enriquecimiento funcional 

El análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes es un método de análisis 

genómico común en el que un conjunto de genes de entrada se compara con las 

bibliotecas de conjuntos de genes anotados, con el objetivo de identificar conjuntos 

de genes que se superponen significativamente con los genes de entrada, es decir, 

grupos de genes que comparten una función biológica, ubicación cromosómica o 

regulación común (386, 387).  

“Enrichr” es un motor de búsqueda de conjuntos de genes en el que se puede 

consultar cientos de miles de conjuntos de genes anotados. “Enrichr” integra de 

manera única el conocimiento de muchos proyectos de alto perfil para proporcionar 

información sintetizada sobre genes y conjuntos de genes de mamíferos. La 

plataforma proporciona varios métodos para calcular el enriquecimiento de 

conjuntos de genes y los resultados se visualizan de varias formas interactivas (388). 

Para visualizar el análisis de enriquecimiento utilizamos “Appyter” para visualizar 

los resultados que obtuvimos en “Enrichr”. “Appyter” es una aplicación web basada 

en “Jupyter Notebook” que permite crear automáticamente visualizaciones de los 

resultados de enriquecimiento en forma de diagrama de dispersión, gráfico de barras, 

diagrama de lienzo hexagonal, diagrama de Manhattan y diagrama de tipo volcán. 

Los datos se producen dentro de un informe de “Jupyter Notebook” con el código 

fuente incluido, que luego se puede descargar, compartir, modificar y ejecutar en 

otras plataformas.  

“Gene Set Analysis Toolkit” (WebGestalt) es una poderosa herramienta en 

línea para el análisis de enriquecimiento funcional. En la aplicación de “WebGestalt” 

llevamos a cabo el análisis de enriquecimiento de “Gene Ontology” (GO) y “Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) para los DEG regulados al alza y a la 

baja, respectivamente. Los análisis de enriquecimiento de GO incluyen procesos 

biológicos (BP), componentes celulares (CC) y funciones moleculares (MF) (389).  
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3.6 Análisis Estadístico 

Utilizamos IBM SPSS (v. 28.0; IBM SPSS, Armonk, NY, EE. UU) para el análisis 

estadístico de las bases de datos (para cada línea celular de melanoma y/o 

experimento diseñado para el estudio). También empleamos el software estadístico 

Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) para el análisis 

estadístico y la representación gráfica de los datos experimentales. La normalidad de 

las variables se examinó con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Usamos la prueba t 

de Student para comparar las medias de las muestras independientes que se 

ajustaban a una distribución normal, fue también aplicada para valorar la variable 

continua de peso corporal, y para el análisis de la supervivencia el test de Lonk-rank 

(Mantel-Cox).  

 Utilizamos la prueba U de Mann Whitney para variables no paramétricas en 

el análisis de los resultados del Western blotting. Utilizamos la prueba ANOVA de 

una vía cuando se compararon variables con más de dos condiciones. Se utilizó la 

corrección de Bonferroni para examinar las diferencias entre tratamientos. Utilizamos 

el coeficiente de correlación de Pearson bidireccional para evaluar las relaciones entre 

los marcadores inmunohistoquímicos. En el estudio clínico retrospectivo se 

compararon dos grupos: aquellos con ganglio positivo (pN≠0) y aquellos con valor 

negativo (pN=0). En cuanto a las variables clínico patológicas y expresión 

inmunohistoquímica IMP3 (porcentaje e intensidad, puntuación 0-3) utilizamos la 

prueba U de Mann-Whitney para dos muestras independientes para las variables 

continuas y el análisis de Kruskal-Wallis cuando se comparaban más de dos 

condiciones de la variable. Usamos la prueba exacta de Fisher para variables 

categóricas, según correspondiera, para determinar la asociación entre las variables 

del paciente y las metástasis de ganglios linfáticos positivos. La correlación entre 

variables se evaluó con el coeficiente de correlación de Pearson en todos los casos. 

Los resultados se han expresado como la media ± la desviación estándar para las 

variables continuas y se ha  considerado  como estadísticamente significativo un nivel 

del 5% (p<0.05).    
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La agrupación jerárquica supervisada y los análisis de componentes 

principales se realizaron con R (funciones hclust y prcomp, respectivamente) en la 

plataforma GeoMx DSP (Customs scripts), utilizando recuentos normalizados 

transformados en log2. Los genes expresados diferencialmente (DEG) se identificaron 

usando T-Test no pareada y U de Mann-Whitney. Los valores de p obtenidos y los 

cambios log2 Fold se representaron como gráficos de volcán y los genes que pasaron 

el umbral del valor de p ajustado por Benjamini-Hochberg (Padj) de 0.05 se indicaron 

mediante puntos coloreados.  

Las puntuaciones de enriquecimiento normalizadas obtenidas y los valores p 

ajustados por Benjamini-Hochberg (Padj) se representaron como gráficos de burbujas 

con un área de puntos correspondiente al valor -log10Padj. Las rutas con un valor de 

Padj inferior a 0.05 se visualizaron como un mapa de enriquecimiento utilizando la 

aplicación “Appyter”. La tasa de descubrimiento falso (FDR) <0.05 se consideró 

estadísticamente significativa. Para realizar el enriquecimiento de ontología genética 

(GO) y el análisis de enriquecimiento KEGG de genes expresados diferencialmente 

(DEG), se utilizaron paquetes EnrichProfiler R, con corrección de pruebas múltiples 

de Benjamini-Hochberg.



 

 

 
 

 

CAPÍTULO 4 

Resultados 

 

4.1 Efecto de la radiación sobre las células UC-MSC 

 

La irradiación de las células UC-MSC con 2Gy tiene un efecto mínimo en la 

viabilidad celular con una reducción menor del 2% comparado con las células UC-

MSC no radiadas y testado in vitro tras 24 horas de cultivo.  

Sin embargo, la radiación a baja dosis sí produce efectos biológicos sobre las 

células UC-MSC. En la Figura 4.1 se representa la expresión de mARNs de TRAIL, 

DKK3 y ANXA1 tras la irradiación de las UC-MSC. Las UC-MSC incrementan 

significativamente la expresión de estos genes pasadas 48 horas de haber sido 

expuestas a 2Gy de radiación ionizante. 
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Figura 4.1: Inducción de la expresión de genes relacionados con el efecto “bystander" tras la 

irradiación de las MSC. ****: P<0.0001; **: P<0.01. 

  

 

4.2 Experimento previo de toxicidad/inducción de 

neoplasias 

Este experimento se diseñó como paso previo para identificar si las células 

MSC de cordón umbilical y transformadas (tMSC) inoculadas por vía vascular 

podían inducir daño en los diferentes parénquimas orgánicos o si tenían capacidad 

de acumularse e inducir metástasis. 

4.2.1 Evolución del peso 

Como se observa en la Figura 4.2 todos los ratones de los grupos Control, 

MSC y MSC-IR mantuvieron una curva ponderal ascendente y similar sin 

diferencias estadísticas significativas. Sin embargo, los ratones del grupo tMSC 

sufrieron un descenso del peso en relación con su estado de caquexia secundaria a 

su situación de diseminación metastásica (p=0.0001, test  t de Student). 
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Figura 4.2: Evolución del peso en los diferentes grupos. Los valores se ajustaron a una línea recta a 

través de una regresión lineal. Las pendientes de las rectas son diferentes entre los grupos. El grupo 

tMSC fue el único grupo que registró una pérdida de peso significativa durante el experimento. 

Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.0001, test t de Student) entre los demás 

grupos. 

 

Con respecto a la supervivencia en los diferentes grupos, se pudo apreciar 

que en los grupos Control, MSC y MSC-IR la tasa de supervivencia no presentó 

diferencias estadísticamente significativas, llegando al final del experimento todos 

los animales. El grupo tMSC presentó una tasa de supervivencia que fue en 

descenso a partir de la séptima semana del experimento, como se puede apreciar 

en la Figura 4.3 y no alcanzaron la ventana de sacrificio a los 90 días. 
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Figura 4.3: Supervivencia de los animales en cada grupo experimental. No hay diferencias 

significativas entre los grupos Control, MSC y MSC-IR. La supervivencia en el grupo tMSC fue 

significativamente inferior que los demás grupos (P<0.0001, test de Log-rank (Mantel-Cox). 

 

 

4.2.2 Resultados morfológicos 

En el estudio morfológico realizado ninguno de los órganos evaluados 

(pulmón, corazón, hígado, riñón, páncreas, intestino y bazo) en los grupos de 

ratones Control, MSC y MSC+IR mostraron lesiones morfológicas debidas a las 

células MSC de cordón umbilical (Fig. 4.4). Fueron hallazgos histopatológicos 

incidentales y no relacionados con las MSC la presencia de hemorragias 

intraalveolares microscópicas con macrófagos cargados de hemosiderina también 

presentes en el grupo Control que no recibió células MSC y dos ratones que 

desarrollaron metaplasia ósea esplénica focal. Por el contrario, en el grupo tMSC se 

identificó diseminación metastásica en pulmón principalmente con un número 

medio de metástasis por mm2 de 10.33±8.14 de localización central y subpleural y 

en menor número en hígado o con afectación pericárdica/mediastínica o infiltración 
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de músculo diafragmático. Mientras que el resto de tejidos evaluados no mostraron 

patología, el hígado en este grupo presentó en el 100% de los casos, con diferente 

intensidad como se observa en la (Tabla 4.1), hepatocitos con fenómenos 

apoptóticos, colestasis intracitoplásmica y displasia nuclear con fenómenos de 

binucleación e imágenes de mitosis en relación con reparación tisular. En pulmón 

fue más evidente la presencia de hemorragia y neumonía con infiltración por 

polimorfonucleares neutrófilos en alvéolos en relación con las metástasis. 

 

 

Figura 4.4: Imágenes representativas de los diferentes tejidos sin alteraciones morfológicas 

significativas en el grupo MSC-IR en comparación con los cortes de tejidos en el grupo tMSC. 

Nótese la presencia de metástasis en pulmón e hígado mientras el resto de tejidos no muestran 

alteraciones morfológicas (tinción de hematoxilina-eosina, magnificación original 10x). 
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Tabla 4.1: Comparación de la patología hepática en ratones del grupo tMSC 

inoculados con células hMSC comparadas con MSC-IR de cordón umbilical.  

Patología tMSC MSC-IR Valor de p 

Apoptosis 1.0 (100%) 0.0 (0%) 0.005 

Displasia 1.0 (75%) 0.0 (0%) 0.007 

Infiltrado inflamatorio 1.0 (100%) 0.0 (0%) 0.005 

Colestasia 1.5 (100%) 0.0 (0%) 0.005 

Mitosis 1.0 (100%) 0.0 (0%) 0.005 

Binucleación 1.0 (100%) 0.0 (0%) 0.005 

Valoración semicuantitativa en una escala de 0 a 3. En paréntesis el porcentaje de ratones con lesión. 

 

4.2.3 Resultados de la identificación inmunohistoquímica de 

células MSC 

Se realizó un panel de anticuerpos para inmunolocalizar tisularmente las 

células UC-MSC en los diferentes parénquimas orgánicos (pulmón, corazón, 

hígado, riñón, páncreas, intestino y bazo). Tras comprobar que las células tMSC 

fueron positivas frente a vimentina, anti-mitocondrias y negativas frente a proteína 

S100, pero con una alta tasa de proliferación demostrada por la positividad frente 

a Ki-67 se eligió identificar las UC-MSC de diferente origen con el anticuerpo frente 

a vimentina ya que no ofrecía reacción cruzada con tejidos murinos como se 

observa en la Figura 4.5. 
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Figura 4.5: Panel de anticuerpos para inmunoidentificar tisularmente las células MSC en los 

diferentes parénquimas orgánicos. Nótese la positividad de las células tMSC frente a vimentina 

con mayor intensidad. Magnificación original 20x. 

 

En la ventana de estudio de 90 días no fue posible identificar mediante 

método de inmunohistoquímica usando micropolímeros conjugado con peroxidasa 

células en los grupos MSC y MSC-IR, salvo un pequeño grupo menor de 10 células 

en localizaciones extraparenquimatosas, alrededor de estructuras mediastínicas y 

estructuras vasculares del páncreas dentro del grupo MSC-IR. Por el contrario, la 

positividad fue manifiesta en las células tMSC en forma de metástasis en pulmón, 

hígado y en pequeñas inmunometástasis o como células circulantes en otras 

localizaciones (Fig. 4.6) en el momento del sacrificio. 

 

Figura 4.6: Expresión de vimentina en la línea celular tMSC en diferentes tejidos. (Micropolímero 

conjugado con peroxidasa, magnificación original 40x). 
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4.2.4 Resultados de la identificación molecular de células 

MSC 

Fue posible mediante qPCR identificar la presencia de células tMSC en 

importante proporción en pulmón, hígado y en menor cuantía en corazón y bazo. 

Las células MSC de cordón umbilical irradiadas no fue posible detectarlas en ningún 

órgano a los 90 días de ensayo. Las células tMSC tampoco fueron detectables en 

riñón y sistema nervioso central. Las células MSC sin irradiar sólo fueron detectables 

en algunos ratones en el hígado como se detalla en la Figura 4.7. 

  

Figura 4.7: Estimación del número de células detectadas por microgramo de tejido de los ratones 

NOD/SCID gamma tras 90 días de la inoculación por IV de células UC-MSC mediante técnica de 

qPCR. Control: ratones no tratados; tMSC: ratones inoculados con la línea tMSC de MSC 

transformadas; MSC: ratones inoculados con UC-MSC; MSC* (MSC-IR): ratones inoculados con 

células MSC irradiadas; GMP-MSC: ratones inoculados con MSC obtenidas en las condiciones para 

fabricación de medicamentos GMP.  n.d.: no detectado  
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4.3 Experimento de biodistribución de las células MSC de 

cordón umbilical 

Este experimento buscó identificar la biodistribución de las células MSC de 

cordón umbilical irradiadas al ser inoculadas por vía IV a lo largo del tiempo, por 

los distintos órganos del ratón. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

 

4.3.1 Resultados de la identificación morfológica de células 

MSC 

Ninguno de los órganos evaluados en el estudio morfológico (pulmón, 

corazón, hígado, riñón, páncreas, sistema nervioso central, intestino y bazo) en los 

grupos de ratones Control, el día 1, 2, 6 y 14 mostraron lesiones morfológicas 

debidas a las células MSC de cordón umbilical (Fig. 4.8). Lo mismo que en el 

experimento anterior, los hallazgos histopatológicos encontrados fueron 

incidentales y no relacionados con un efecto de las MSC. Así se observó presencia 

de hemorragias intraalveolares microscópicas también presentes en el grupo 

Control que no recibió células MSC. 
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Figura 4.8: Imágenes representativas de los diferentes tejidos sin alteraciones morfológicas 

significativas en los grupos 1 día, 2 días, 6 días y 14 días. (Tinción de hematoxilina-eosina, 

magnificación original 20x). 

 

4.3.2 Resultados de la identificación inmunohistoquímica de 

las células MSC 

Se intentó identificar células MSC en los distintos órganos en varias ventanas 

temporales a 1, 2, 6 y a los 14 días mediante la expresión inmunohistoquímica de 

vimentina. Las células MSC-IR de cordón umbilical fueron inmunodetectadas a las 

24h solo en pulmón e hígado; a las 48h en ambos órganos pero en menor número y 

a los 6 días se observó un descenso significativo en pulmón como se aprecia en la 

Figura 4.9 y no fueron inmunodetectadas en hígado. A los 14 días no se identificó 

ninguna célula en ninguno de los órganos estudiados como se pone de manifiesto 

en la Tabla 4.2. 

 

Tabla 4.2: Células MSC de cordón umbilical/mm2 en diferentes ventanas 

temporales identificadas mediante inmunotinción frente a vimentina. 

GRUPO RIÑÓN S.N.C. BAZO PULMÓN PÁNCREAS CORAZÓN HÍGADO INTESTINO 

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 

24h 0 0 0 3.855±3.85 0 0 0.03±0.085 0 

48h 0 0 0 3.357±2.94 0 0 0.16±0.092 0 

6 días 0 0 0 0.451±0.45 0 0 0 0 

14 días 0 0 0 0 0 0 0 0 

Los valores se expresan como media±desviación estándar. 
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Figura 4.9: Identificación de células MSC en pulmón en varias ventanas temporales a 1, 2, 6 y a los 

14 días mediante la expresión inmunohistoquímica de vimentina. Magnificación original 40x. 

4.3.3 Resultados de la identificación molecular de las células 

MSC 

La mayor sensibilidad de la técnica de qPCR ha permitido identificar 

secuencias Alu en todas las ventanas de estudio en todos los tejidos evaluados 

(pulmón, hígado, corazón, riñón, bazo, órgano reproductor, sistema nervioso 

central y médula ósea con una estimación del número de células MSC-IR de cordón 

umbilical muy similar en el primer hasta el decimoquinto día, aunque no en el 100% 

de los ratones de cada tiempo. Solo fue significativa la diferencia de copias en 

hígado (p=0.030) y en sistema nervioso central (p=0.015) en el resto de órganos se 

mantuvo a lo largo del tiempo sin modificaciones estadísticamente significativas 

(Fig. 4.10). 
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Figura 4.10: Estimación del número de células detectadas por microgramo de tejido de los ratones 

NOD/SCID gamma tras 1, 2, 6 y 14 días de la inoculación por IV de células UC-MSC- IR. P<0.01. 

Se ha calculado si existe una tendencia lineal significativa en cada uno de los tejidos a lo largo de 

los días. Los valores de p en cada mini-gráfico refleja el nivel de significación de la tendencia. Los 

valores de las pendientes reflejan si es ascendente (pendiente positiva) o descendiente (pendiente 

negativa). 

 

 

4.4 Resultados de los experimentos de xenotumores de 

melanoma en ratones NOD/SCID gamma 

Los resultados morfológicos, inmunohistoquímicos y de transcriptómica 

espacial de los ensayos realizados con el modelo de xenotumores con líneas celulares 

de melanoma humanos en ratones NOD/SCID gamma  sometidos a tratamiento con 

células madre mesenquimales de ratón, radioterapia o la combinación de ambas se 

detallan a continuación. 
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4.4.1 Las líneas celulares de melanoma A375 y G361 tienen 

diferente capacidad de inducción de metástasis 

Las líneas celulares de melanoma humano A375 y G361 son tumorigénicas en 

ratones inmunocomprometidos. Los xenotumores mantienen las características 

histopatológicas que consisten en atipia nuclear moderada, presencia de nucléolo 

eosinofílico, pseudoinclusiones nucleares escasas y citoplasma pálido sin pigmento 

melánico identificable con H&E. Los tumores morfológicamente presentan 

pleomorfismo (con células epitelioides y células de hábito fusiforme) e imágenes de 

mitosis, algunas de ellas atípicas. Los fenómenos de apoptosis y necrosis tumoral focal 

estuvieron presentes en proporciones variables (Figura 4.11A). No se constató 

ulceración de la piel en ningún grupo. 

Los parámetros morfológicos evaluados en los grupos de control de ambas 

líneas celulares de melanoma muestran significación estadística (Tabla 4.3). La 

capacidad de inducir metástasis, necrosis, apoptosis y capacidad de crecimiento fue 

mayor en la línea celular de melanoma A375. Con nuestras condiciones de ensayo, 

encontramos que el xenotumor melánico A375 indujo metástasis principalmente en el 

pulmón y el hígado, mientras que el xenotumor melánico G361 fue tumorigénico, pero 

no indujo metástasis en nuestras condiciones experimentales (Figura 4.11B). 

 

Figura 4.11: Características morfológicas de las líneas celulares de melanoma humano 

xenoinjertadas. A) Líneas A375 (a) y G361 (b) (hematoxilina-eosina, aumento original 20X). Escala de 

la barra: 50 micrómetros. Capacidad de metástatización pulmonar de la línea celular A375 (c) y ausencia 
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en la línea celular G361 (d) (hematoxilina-eosina, aumento original 20X). Escala de la barra: 100 

micrómetros. B) Expresión inmunohistoquímica de IMP3 en melanoma metastásico xenoinjertado. 

control de isotipo (e); Línea celular de melanoma xenoinjertado G361, pulmón sin metástasis (f); La línea 

celular de melanoma A375 xenoinjertada induce metástasis pulmonares (g) y metástasis hepáticas (h) 

con expresión intensa de IMP3 (micropolímero conjugado con peroxidasa, aumento original 20X). 

Escala de la barra: (e) y (f): 50 micrómetros; (g) y (h): 100 micrómetros. 

 

Tabla 4.3: Comparación de los resultados morfológicos en melanomas A375 y G361 

xenoinjertados en ratones NOD/SCID gamma en los grupos Control.   

Variables  A375 

Grupo Control 

 G361 

Grupo Control 

Valor de p* 

Mitosis/10 cga 40.22±19.09 27.21±11.64 0.010 

Necrosis+ 1.57±0.69 1.43±0.51 0.000 

Apoptosis (mm2) 21.85±15.32 9.67±6.78 0.001 

Metástasis‡ 0.58±0.54 0.00±0.00 0.000 

Nº metástasis 1.50±2.18 0.00±0.00 0.003 

Los valores se expresan como media±desviación estándar. †Escala semicuantitativa  de necrosis de 0-3; 

‡Presencia/ausencia de metástasis; cga: campo de gran aumento 40x. *No se han asumido varianzas 

iguales para la prueba t de Student. 

 

4.4.2 Las células de melanoma A375 tienen una mayor 

expresión inmunohistoquímica de IMP3 

Se observó una expresión diferente de los marcadores inmunohistoquímicos al 

comparar los resultados en los grupos Control de las dos líneas celulares de melanoma 

(Tabla 4.4). La línea celular A375 (Control) presentó mayor expresión de IMP3 y Ki-67 

y niveles similares de HIF-1α y PARP1, en comparación con la línea celular G361 

(Control) (Fig. 4.12). Se observó una mayor expresión inmunohistoquímica de IMP3, 

estadísticamente significativa, entre los grupos  Control de tumores xenoinjertados 

(p=0.000, prueba t de Student). Esto se confirmó mediante Western Blotting (A375: 
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0.928±0.15 frente a G631: 0.649±0.03, p=0.05, prueba U de Mann Whitney). Nuestros 

hallazgos muestran una mayor intensidad de expresión de E-Cadherina en la línea 

celular G361. La expresión global de IMP3 mostró una correlación directa, 

estadísticamente significativa, con la expresión nuclear de Ki-67, el número de mitosis, 

la expresión de PARP1 y el número de metástasis (p=0.000, coeficiente de correlación 

de Pearson) y correlación inversa con la expresión de adhesión moléculas y HIF-1α 

(Tabla 4.7). 

Tabla 4.4: Comparación estadística de los resultados inmunohistoquímicos en 

melanomas A375 y G361 xenoinjertados entre los grupos Control. 

Variables A375 

 Grupo Control 

G361  

Grupo Control 

Valor de p* 

E-Cadherina (céls./mm2) 00.00±00.00 357.84±191.70 0.000 

N-Cadherina (céls./mm2) 159.50±152.38 299.78±336.58 0.521 

IMP3 (céls./mm2) 1012.37±127.06 622.58±66.19 0.000 

PARP1 (céls./mm2) 584.12±185.52 560.43±88.48 0.625 

HIF-1α (céls./mm2) 93.17±158.71 72.25±56.49 0.327 

Ki-67 (céls./mm2) 867.10±299.23 529.67±161.09 0.876 

Los valores se expresan como media±desviación estándar. *No se han asumido varianzas iguales para 

la prueba t de Student.   
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Figura 4.12: Modificación de la expresión inmunohistoquímica de IMP3 citoplasmático y marcadores 

Ki-67 nucleares en los dos xenoinjertos de células de melanoma en los grupos Control, MSC, 

RT+MSC y RT. (Micropolímero conjugado con peroxidasa, aumento original 20X). Escala de barra: 50 

micrómetros. 

Los tres tratamientos redujeron la proliferación celular evaluada por el antígeno 

nuclear Ki-67 (p=0.000, prueba ANOVA unidireccional) (Control vs. grupo MSC, 

p=0.035, vs. grupo RT+MSC, p=0.000 y vs. grupo RT p=0.050, prueba de Bonferroni) 

(Fig. 40) y redujo el número de metástasis (p=0.004, prueba ANOVA unidireccional) 

(Control frente a grupo de MSC, p=NS, frente a grupo RT+MSC, p=0.008 y frente a 

grupo  RT  p=0.014, prueba de Bonferroni). 
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4.4.3 Los tratamientos con RT y RT-MSC redujeron el tamaño 

de los tumores en melanomas A375 y G361 xenoinjertados en 

ratones NOD/SCID gamma 

Confirmamos que los tratamientos realizados redujeron el tamaño de los 

tumores de forma estadísticamente significativa. El tratamiento con RT+MSC logró la 

mayor eficacia, como lo encontró previamente nuestro grupo en un experimento 

similar (213)  (Fig. 4.13).  

 

 



4. Resultados         Natividad Martín Morales 

 
 

148 
 

 

Figura 4.13: Tamaño del tumor en ratones representativos de diferentes grupos al final del 

experimento. Modificación del tamaño tumoral por diferentes tratamientos en dos melanomas 

xenoinjertados: Control A375; tratamiento de A375 MSC; tratamiento A375 RT; Tratamiento A375 

RT+MSC. Control G361; tratamiento de MSC G361; tratamiento G361 RT; y tratamiento G361 RT+MSC. 

(hematoxilina-eosina, magnificación original 2X). Escala de la barra: 50 micrómetros.  

La diferencia entre los gráficos de crecimiento tumoral en los ratones con 

melanomas A375 y G361 xenoinjertados tratados con RT y RT+MSC fue 

estadísticamente significativa (p=0.01). Además, hacia el final del experimento, los 

volúmenes de tumor en todos los grupos de prueba indicaron un volumen reducido 

en comparación con los grupos de Control, 24.30% para MSC, 16.07% para RT, 31.74% 

para RT+MSC en la línea de células tumorales A357 (Fig. 4.14A), y 40.93% para MSC, 

61.48% para RT y 89.84% RT+MSC en la línea celular tumoral G361 (Fig.  4.14B). 

Recientemente, en trabajos previos obtuvimos hallazgos similares (390). 



4. Resultados         Natividad Martín Morales 

 
 

149 
 

 

 

Figura 4.14: Curvas de crecimiento tumoral de los tumores primarios; A) Curvas de crecimiento 

tumoral del modelo tumoral A375. B) Curvas de crecimiento tumoral del modelo tumoral G631. Los 

animales se controlaron regularmente cada 2-3 días, midiendo dos diámetros perpendiculares de cada 

tumor para determinar el crecimiento tumoral. El tratamiento se repitió cada semana como se indica en 

el gráfico, durante un total de cuatro semanas. Los valores experimentales se ajustaron mediante el 

método de regresión no lineal a una ecuación exponencial. Los tamaños de los tumores se presentan 

como media ± SEM de 8 ratones en cada experimento. Las diferencias entre las curvas son 

estadísticamente significativas (p<0.05). Se observa una reducción estadísticamente significativa del 

crecimiento tumoral en tratamientos con MSC y RT. La combinación de RT+MSC da un resultado 

sinérgico más evidente en el modelo tumoral G361. 

 

 4.4.4 El tratamiento con RT-MSC y RT disminuye la expresión 

inmunohistoquímica y por Western Blotting de IMP3. 

 Los tratamientos RT+MSC y RT redujeron significativamente la expresión de 

IMP3 en comparación con el grupo de Control (p=0.002 y p=0.001, respectivamente, 

prueba de Bonferroni). Esto se confirma mediante Western blotting (Fig. 4.15). HIF-1α 

y PARP1 siguieron patrones similares. La N-Cadherina tenía expresión diferente en 

los dos melanomas xenoinjertados (Tabla 4.5). El tratamiento con RT+MSC redujo el 

número de células en mitosis (p=0.02, prueba de Bonferroni) y la proliferación 

estimada por el antígeno de proliferación Ki-67 (Tabla 4.5). Los tratamientos ensayados 

también redujeron la expresión de IMP3 en el melanoma xenoinjertado G631 (p=0.001, 

prueba ANOVA unidireccional) (Tabla 4.6). Es importante señalar que la expresión 

elevada de IMP3 se ha relacionado con un mal pronóstico en el melanoma humano. 
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Figura 4.15: Expresión de IMP3 en melanomas xenoinjertados A375 y G361. Western blotting 

representativo de tres determinaciones independientes (media±desviación estándar). *p=0.05, Control 

frente al grupo RT+MSC y **p=0.046 Control frente al grupo RT en A375. **p=0.043, Control frente a 

grupo RT+MSC y *p=0.046 Control frente a grupo RT en G631. Peso molecular IMP3: 65 kDa; GAPDH: 

37 kDa. Abreviaturas: kDa, Kilodalton. 

Tabla 4.5: Comparación del efecto del tratamiento sobre la expresión 

inmunohistoquímica de diferentes marcadores en melanoma humano A375 

xenoinjertado en ratones NOD/SCID gamma. 

Variable (A375) Control MSC RT RT+MSC P-Valor* 

Ki-67 (céls/mm2) 867.10±299.23 631.72±188.85 608.55±302.03 370.56±253.82 0.000 

E-Cadherina (céls/mm2) 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 - 

N-Cadherina (céls/mm2) 159.50±152.38 52.51±123.44 0.00±0.00 0.00±0.00 0.000 

IMP3 (céls/mm2) 1012.37±127.06 1028.01±130.69 847.63±165.90 815.05±193.49 0.000 

PARP1 (céls/mm2) 584.12±185.52 291.81±339.38 195.97±231.94 308.21±288.88 0.003 

HIF-1α (céls/mm2) 93.17±158.71 0.00±0.00 14.19±30.05 30.11±44.33 0.007 

Los valores se expresan como media±desviación estándar. *Prueba ANOVA de una vía. MSC: células 

madre mesenquimales; RT: Radioterapia. 
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Tabla 4.6: Comparación del efecto del tratamiento sobre la expresión 

inmunohistoquímica de diferentes marcadores en melanoma humano G631 

xenoinjertado en ratones NOD/SCID gamma. 

Variable (G361) Control MSC RT RT+MSC P-Valor* 

Ki-67 (céls/mm2) 529.67±161.09 488.48±132.93 419.35±143.90 327.42±71.21 0.002 

E-Cadherina (céls/mm2) 357.84±191.70 441.70±154.19 331.29±142.40 294.35±128.15 0.123 

N-Cadherina (céls/mm2) 299.78±336.58 262.44±247.19 324.73±138.19 336.82±292.79 0.908 

IMP3 (céls/mm2) 622.58±66.19 561.29±75.46 482.79±147.80 455.30±82.71 0.001 

PARP1 (céls./mm2) 560.43±88.48 662.58±57.66 562.50±144.32 560.48±83.35 0.040 

HIF-1α (céls/mm2) 72.25±6+56.49 78.57±54.35 51.61±52.98 59.67±47.55 0.604 

Los valores se expresan como media±desviación estándar. * Prueba ANOVA unidireccional. MSC: 

Células madre mesenquimales; RT: Radioterapia. 

 

Tabla 4.7: Coeficiente de correlación de Pearson entre variables  

inmunohistoquímicas y  morfológicas.  
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4.4.4 Resultados del estudio del microambiente tumoral 

El estudio mediante inmunohistoquímica del TIL en los TMA del modelo 

experimental usando un anticuerpo frente a CD45 no ha permitido encontrar 

diferencias estadísticamente significativas entre el infiltrado leucocitario murino en las 

dos líneas de melanomas xenoinjertadas (p=0.903), ni hemos detectado modificaciones 

estadísticamente significativas atribuibles a ninguno de los tratamientos aplicados 

(p<0.05 en todas las comparaciones).  

 

4.4.5 Resultados del estudio de transcriptómica espacial  en  

melanomas xenoinjertados con las  líneas A375 y G631 en 

ratones NOD/SCID gamma 

 

Un total de 18672 sondas fueron detectadas en las líneas de melanoma 

xenoinjertadas en variable cantidad por encima del umbral detectable (Fig. 4.16). 

 

Figura 4.16: Gráfico de control de calidad (QC) para la expresión de genes que nos ayuda a identificar 

genes sin señal útil. Recuentos medios de DSP  ±  DE en todos los compartimentos para cada 

marcador de DSP. Nos muestra que todos los genes de nuestro estudio se encuentran por encima del 

umbral en todos los segmentos estudiados y por lo tanto nos sugiere que son datos válidamente 

interpretables.  
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4.4.5.1 Se observan diferencias entre la expresión del transcriptoma 

espacial entre las dos líneas de melanoma xenoinjertadas A375 y G631 

El estudio mediante la plataforma GeoMx®DSP pone de manifiesto numerosas 

diferencias en el transcriptoma de los tumores generados por las líneas celulares de 

melanoma A375 y G631 con 3336 sondas con diferencias significativas como se puede 

observar en las gráficas siguientes. 

La representación gráfica del Análisis de Componentes Principales (PCA) 

representado en tres ejes de coordenadas evidencia que la expresión del transcriptoma 

de los dos melanomas experimentales inducidos en ratón por la inoculación de las 

líneas celulares de melanoma humano A375 y G361 es diferente (Fig. 4.17). 

 

Figura 4.17: Gráfico PCA de la expresión del transcriptoma en tres ejes de coordenadas de las líneas 

A375 y G361 de melanoma humano xenoinjertadas en ratón. Nótese la evidente separación espacial 

de los dos tumores xenoinjertados. 
 

La representación gráfica en mapa de calor (Heatmap) permite reconocer, según 

la expresión del transcriptoma de manera diferencial, las dos líneas celulares de 

melanoma humano (Fig. 4.18). 
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Figura 4.18: Heatmap supervisado de la expresión de transcritos que permiten diferenciar entre los 

tumores melánicos inducidos por las líneas A375 y G631 xenoinjertadas. 

El mapa de calor a mayor detalle permite observar una diferencia en la 

expresión de ambas líneas en marcadores melánicos con diferencia de expresión entre 

los 18672 genes (Fig. 4.19). 

 

Figura 4.19: Heatmap supervisado seleccionando los transcritos que fueron estudiados mediante 

anticuerpos por inmunohistoquímica en las dos líneas de melanoma xenoinjertadas incluyendo solo 
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los grupos Control. [TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, 

SOX10, E-Cadherina (CDH1), N-Cadherina (CDH2), PARP1, HIF1α]. 

 

 

Figura 4.20: Gráfico de tipo volcán de las sondas expresadas en las líneas A375 y G631 xenoinjertadas. 

El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” indica el valor-p (log 10) 

de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de “fold change” (FC) a partir de los cuales 

se obtiene significación. T-test no pareado con corrección Benjamin Hochberg. 

 

Comparando ambas líneas de melanoma en los grupos Control hay una 

sobreexpresión de 2936 sondas en la línea celular de melanoma xenoinjertada A375 de 

manera estadísticamente significativa (p<0.05) y 1700 genes sobreexpresados con una 

significación mayor (p<0.01), de ellos los que tenían un Log2 (FC)>2 fueron los 

indicados en la Tabla 4.8 (Fig. 4.20): 
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Tabla 4.8. Genes sobreexpresados en A375, Log2 “fold change” (FC)>2. 

IFITM3 ANXA1 XAGE1A BLID CAV1 KRT80 MAGEA4 

CT45A1 ID1 GPX3 KRT18 TPM2 CD68 PCOLCE 

S100A4 LAMA5 NT5E TRBC1 HMGA1 BGN   

Destaca entre el conjunto de genes expresados significativamente en la línea con 

diseminación metastásica de nuestro estudio A375. La ruta de proteínas con expresión 

alterada en la ruta metabólica de metástasis (p=0.000), dentro de ella, los genes 

expresados que la componen son: S100A4, ID1, KRT18, y CAV1 (Figs. 4.22 y 4.23). Así 

como la ruta metabólica de transición epitelio mesénquima (p=0.000) y la ruta de 

participación de las anexinas en la resolución de la  inflamación (p=0.001) (Fig. 4.21) 

 

Figura 4.21: Gráfico de barras de las rutas más expresadas en la línea A375. Gráfico de barras de los 

términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de genes Elsevier_Pathway_Collection. Los 10 

términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de entrada se muestran en función del -

log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. El término en la parte superior tiene la 

superposición más significativa con el conjunto de genes de consulta de entrada. Las barras de colores 

corresponden a términos con valores de p significativos (<0.05). Un asterisco (*) junto a un valor p indica 

que el término también tiene un valor p ajustado significativo (<0.05). 
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Figura 4.22: Clastergrama de las proteínas sobreexpresadas que forman parte de ruta de proteínas con 

expresión alterada en metástasis combinando p-value y z-value. ENRICHR. (*) Proteínas con 

expresión alterada en metástasis en cáncer (p=0.000) [KRT18, CAV1, ID1, S100A4]. (º) Meduloblastoma 

(p=0.000) [ID1, HMGA1, S100A4]. (∴ ) WNT en la transición epitelial a mesenquimatosa en cáncer 

(p=0.000) [KRT18, S100A4]. 

 

 

Figura 4.23: Red de los genes alterados en A375 con las vías de Gene Ontology (GO). 

Con respecto a la línea celular xenoinjertada de melanoma humano G361 fueron 

400 sondas las sobreexpresadas en la comparación con la línea A375 de manera 
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estadísticamente significativa con un valor de p<0.05, de ellas 330 sondas con p<0.01 

y  con  un Log2 (FC)> 2  fueron 33 como se detalla en la Tabla 4.9. 

Tabla 4.9: Genes sobreexpresados en G631, Log2 “fold change” (FC)>2.  

HES2 TTYH2 ADCY1 TUBB2B QPCT SLC27A3 S100B 

BIRC7 OLFM1 CTAG2 CDH1 SIK1 RCN3 APOD 

S100A1 CRYAB HES6 MLANA SLC16A6 SOX8 TYRP1 

TUBB2A ADGRG1 SEMA5A GYG2 PMEL IGSF3 MAPK4 

CDK2 MBP MITF BAMBI NDN     

Las células neoplásicas G361 que muestran menor tendencia a metastatizar 

presentan activación de las vías metabólicas de maduración, senescencia y apoptosis 

melanocítica (Fig. 4.24). 

 

Figura 4.24: Gráfico de barras de las rutas más expresadas en la línea G361. Pathways Elsevier 

Pathway Collection. Enrich+KG. Ordenados por ranking del valor de p y corrección Benjamin-

Hochberg. 
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Figura 4.25: Clastergrama de las proteínas sobreexpresadas que forman parte de ruta de proteínas con 

expresión alterada en metástasis combinando valor de p y valor z. ENRICHR. (*) MITF como 

regulador del desarrollo de células de melanoma (p=4.264353e-10) [PMEL, MLANA, CDH1, TYRP1, 

MITF, BIRC7]. (º) Melanoma (p=3.320172e-09) [PMEL, MLANA, CDH1, CDK2, TYRP1, MITF, BIRC7]. 

(∴ ) Papel de los melanocitos en el envejecimiento de la piel (p=2.739252e-06) [TYRP1, MITF, BIRC7]. 

 

En este conjunto de genes sobreexpresados en la línea G361 encontramos 

muchas rutas metabólicas implicadas en las vías de activación de melanocitos (Figs. 

4.25, 4.26). 
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Figura 4.26: Red de los genes alterados en G361 con las vías de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes). 

 Comparando las dos líneas en el análisis de enriquecimiento del conjunto de 

genes entre las líneas A375 y G361 destacan con un FDR<0.05 las rutas de Señal de 

supervivencia inducida por HIF-1 y la ruta PDGFR-beta en A375 rutas asociadas al 

crecimiento tumoral. Y la ruta de señalización de Rb-E2F1 y activación de CDK-Beta-

catenina en la línea G361 activando el crecimiento celular (Fig. 4.27). 

  

Figura 4.27: Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes de DEG entre A375 y G361.  

Ordenadas según la tasa de descubrimiento falso (FDR), G631 (naranja) y línea A375 (azul). Ordenadas 

según la tasa de descubrimiento falso (FDR), en el que se muestran las vías con un FDR <0.05 en tono 

más oscuro.  Gráfico de barras realizado con el programa Web Gestalt.  
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Del conjunto de genes marcadores de melanoma encontramos diferencias 

estadísticamente significativas en PMEL, MLANA, TYR y SOX10 en la línea celular de 

melanoma G361 y a los transcritos de marcador de macrófagos (CD68) y EML1 en la 

línea A375 con una significación estadísticamente significativa (p<0.05) como se puede 

observar en la Figura 4.28. 

 

Figura 4.28: Gráfico de tipo volcán de las sondas específicas de melanoma en las línea A375 y G631 

xenoinjertadas. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” indica 

el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de “Fold change” (FC) a partir de 

los cuales se obtiene significación. [TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, 

EMP1, IMP3, SOX10, E-Cadherina (CDH1), N-Cadherina (CDH2), PARP1, HIF1Ⲁ, EML1]. T-test no 

pareado con corrección Benjamin Hochberg. 

 Encontramos también en la línea G361 mayor número de transcritos de CDH1 

(E-Cadherina) de manera estadísticamente  significativa, confirmando los resultados 

obtenidos por inmunohistoquímica (Tabla 4.4) (Fig. 4.29). Lo que puede estar en 

relación al conservarse la expresión de esta molécula de adhesión a la menor capacidad 

de diseminación que ha demostrado en nuestro modelo experimental en ratones 

(p=0.00013).   
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Figura 4.29: Diagrama de cajas de los anticuerpos estudiados mediante inmunohistoquímica. 

Media±SD. E-Cadherina (CDH1), N-Cadherina (CDH2), Ki67 (MKI67). t-test no pareado con corrección 

Benjamin Hochberg. La significación se indica con *valor de p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de 

p<0.001. 

 

Encontramos una alta correlación con una R2<0.90 entre los marcadores 

histogenéticos de melanocitos y marcadores candidatos con valor pronóstico Tirosina; 

Mart-1; Sox10; MIF; PMEL con E-Cadherina; EML1. IMP3 tuvo una correlación 
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significativa con una R2=0.916 con MIF en ambas líneas de melanoma humano (Fig. 

4.30). 

 

Figura 4.30: Gráfico de correlación de los marcadores de melanoma y de los anticuerpos estudiados 

mediante inmunohsitoquímica en esta Tesis las líneas de melanoma humano A375 y G361. [TYR 

(Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, SOX10, E-Cadherina 

(CDH1), N-Cadherina (CDH2), PARP1, HIF1Ⲁ, EML1]. 

 

 

Figura 4.31: Diagrama de cajas de la expresión de transcritos de EMP1 e IMP3 en las dos líneas de 

melanoma xenoinjertadas. Nótese la regulación al alza en la línea A375 en comparación con la G361, 

de la expresión de ambos transcritos. 
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  Se aprecia una mayor expresión de EMP1 que  de IMP3 y una media superior 

en la línea celular de melanoma xenoinjertada A375 lo que se encuentra en relación 

con su mayor capacidad proliferativa y capacidad metastásica en nuestras condiciones 

de ensayo (Fig. 4.31). 

Del conjunto de genes que constituyen la prueba 31-GEP han resultado 

estadísticamente significativos en la línea A375 frente a G361: RBM23, ROBO1, AQP1, 

SAP130 y LTA4H como se puede observar en la Tabla 4.10 y en la Figura 4.32. 

Tabla 4.10: Genes del conjunto 31-GEP sobreexpresados en la línea A375 frente a 

G361.  

Variables Log 2 Valor de p* 

RBM23 0.99 0.011 

ROBO1 0.48 0.023 

AQP1 0.86 0.015 

SAP130 0.41 0.011 

LTA4H 1.15 0.016 
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Figura 4.32: Gráfico de tipo volcán de las sondas específicas del grupo testado en la prueba 31-GEP 

en las líneas A375 y G631 xenoinjertadas. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala 

logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de 

“Fold change” (FC) a partir de los cuales se obtiene significación. T-test no pareado con corrección 

Benjamin Hochberg. 

 

 En nuestro estudio observamos que los marcadores propuestos del llamado 

conjunto 31-GEP muestran una gran correlación entre ellos como se puede apreciar en 

la Figura 4.33 entre ambas líneas. Con una R2>0.85 en los marcadores ID2/S100A7; 

ID2/S100A7; AQO1/GJA1; PPL/LTA4H; ID2/GJA1; LTA4H/AQP1 y 

CRABP2/CST6 en la línea G361. En la línea A375 encontramos una mayor correlación 

para diferentes marcadores con una R2>0.95 en SPRR1B/ID2; S100A8/MGP; 

GJA1/BAP1; ID2/CST6; S100A7/ROBO1; CLCA2/CXCL14 y SPP1/CXCL14. 
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Figura 4.33: Representación gráfica de las correlaciones del grupo de genes que se detectan con la 

prueba 31-GEP en ambas líneas de melanoma. 

 

 

4.4.5.2 Efecto de los diferentes tratamientos en la línea celular de 

melanoma A375 xenoinjertada. 

Los diferentes tratamientos aplicados modifican el perfil transcriptómico en los 

melanomas inducidos por la línea A375 como se puede observar en la Figura 4.34 que 

representa el mapa de calor, de manera similar a los marcadores de melanoma 

estudiados en esta Tesis Doctoral (Fig. 4.35). Un total de 2223 sondas permiten separar 

a los cuatro grupos experimentales en el heatmap. 
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Figura 4.34: Heatmap supervisado de la expresión de transcritos que permiten diferenciar entre los 

tumores melánicos inducidos por la línea A375 en los diferentes grupos de estudio. 
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Figura 4.35: Heatmap supervisado seleccionando los transcritos que fueron estudiados mediante 

anticuerpos por inmunohistoquímica en la línea de melanoma xenoinjertada A375 incluyendo los 

diferentes tratamientos. [TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, 

IMP3, SOX10, E-Cadherina (CDH1), N-Cadherina (CDH2), PARP1, HIF1α, EML1]. 

 

4.4.5.2.1 Comparación RT+MSC vs Control en la línea celular de melanoma A375 

xenoinjertada 

El grupo Control comparado con el grupo tratado con RT+MSC muestra en la 

línea A375 una sobreexpresión de 195 sondas con significación estadística (p<0.05) de 

los cuales 66 tienen una significación de p<0.01 (Tabla 4.11). 

Tabla 4.11: Genes sobreexpresados en el grupo Control en la línea A375 de manera 

estadísticamente significativa 

CMYA5 NR0B1 NFKBIE YPEL4 CAPN3 NMNAT3 LINGO2 

GPR27 SLC2A12 CYLC2 GPR12 ZNF404 HACD1 TLCD4 

OR4D2 ZNF235 STAP1 TMEM89 FAM200A NMU CCDC152 

DYNC2I1 CPNE6 SMYD1 SLC35G6 CSF3 SLAMF6 APOL6 

CELA1 MRNIP CASTOR3 RASSF4 ZNF549 SCCPDH DCST1 
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ZFP42 IGSF8 LTK C1orf35 CCK LARP6 PPP1R3A 

MYOZ1 RAD51AP2 DUXA BCL3 ADAM29 TXLNB PHF20 

AMER1 CHRD ALG9 OR2C1 ARHGAP15 LCE6A TEX51 

ATP6V1B2 EEF1AKMT3 CD2AP OR4N5 ROCK1 HRC ZNF597 

HEMK1 TTBK2 MTMR14         

 

 

Figura 4.36: Gráfico de tipo volcán de los genes de la línea A375 xenoinjertada comparando el Control 

con el grupo tratado RT+MSC. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); 

el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC a partir de 

los cuales se obtiene significación. Un total de 603 sondas cumplen este criterio.  T-test no pareado  con 

corrección Benjamin Hochberg. 
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Se observan 408 genes sobreexpresados con significación estadística en el grupo 

RT+MSC con respecto al Control (p<0.05), de los cuales 133 tienen un nivel de 

probabilidad más alto (p<0.01) (Fig. 4.36; Tabla 4.12). 

Tabla 4.12: De los genes sobreexpresados en grupo RT+MSC de la línea A375 

JSRP1 OR5H2 POU4F3 COA7 RUBCN CD82 OAF 

ITGB6 GABRG2 PIGW TXNDC11 EIF5 PLSCR5 CLMP 

TCP11X2 SLC25A38 TSPAN16 ENTR1 NUP210L LSM4 CERCAM 

ACER3 NCBP2L STYK1 FGR XYLB OSCAR POLR2K 

HCN1 ZDHHC16 BTBD6 MCHR1 ARF3 ACVR1B SFXN4 

RGS19 PTPA TMEM30A MANBAL KIAA1841 UBE3C DCAF12 

VTI1A RABEPK TWSG1 SNRPA1 CMSS1 CYCS EVA1C 

TBCB RPP14 ADAMTS6 FAM110A MAST2 PSMB2 PRDX1 

STAB1 UBAP2 CIB1 TFDP3 DCUN1D5 ECSIT CKLF 

DDX19A TEPSIN CASP8AP2 FUZ HS6ST2 ACOT7 ZDHHC3 

GALNT2 JAGN1 SBDS COX11 EIF5A CEP295 CCDC137 

PDE3B SLC4A2 CAP1 IKZF5 KHDC3L MNS1 LARP4 

NME1 FMNL3 POU2AF1 TRAPPC5 ATP5MC2 SRPRB ATP5IF1 

KLHL42 HIRA UPF3A SLMAP BANF1 UQCRQ RSAD1 

LRCH1 RPS28 NABP2 NDUFA4 ZNF121 ARMC8 FBXW5 

PRDX5 YIF1A VEGFC MTG2 HINT3 RPL30 ASNSD1 

TOMM22 TMEM170A DOCK4 RASGEF1A MCM5 FBXO7 SPEF1 

PLEKHD1 NVL COX17 MRPL55 SDHB NGRN DPP9 
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CALR ZBTB34 KIAA1143 SPATA6 NOL10 TMED3 TMEM219 

 

En el análisis de enriquecimiento de las vías encontramos seis rutas reguladas 

a la baja en el grupo RT+MSC en la línea A375 comparándolo con el grupo Control con 

una FDR <0.05 como se puede observar en la Figura 4.37.  La vía de la glicólisis y la 

gluconeogénesis. El aumento de la glucólisis es un hallmark de las células neoplásicas 

(391). Además, algunas vías asociadas al cáncer, incluida la señalización de PPAR, la 

glicólisis/gluconeogénesis, la señalización de MAPK, la señalización de VEGF y la 

señalización de calcio, se asocian con una mayor respuesta de inmunoterapia en el 

melanoma.  

 
Figura 4.37: Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes de DEG entre muestras del grupo 

RT+MSC (naranja) y el grupo Control (azul). Ordenadas según la tasa de descubrimiento falso (FDR), 

en el que se muestran las vías con un FDR <0.05 en tono más oscuro. Wikipahtway Cancer.  



4. Resultados         Natividad Martín Morales 

 
 

172 
 

4.4.5.2.2 Comparación RT vs Control en la línea celular de melanoma A375 

xenoinjertada 

 

Figura 4.38. Gráfico de tipo Volcán de los genes de la línea A375 xenoinjertada comparando el grupo 

Control con el tratado con RT. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el 

eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC a partir de los 

cuales se obtiene significación. Un total de 774 sondas cumplen este criterio. T-test no pareado con 

corrección Benjamin Hochberg. 

 

Encontramos 425 genes sobreexpresados en Control con una p<0.05 y 167 de 

ellos con p<0.01 de ellos TRBC1 se expresa con Log2 mayor a 2. Se considera que el  

receptor de células T constante beta 1 (TRBC1) ubicado en la membrana plasmática, 

forma parte del complejo de inmunoglobulinas circulantes y se expresa con Log2 

mayor a 2 (Fig. 4.38). Se considera que TRBC1 participa en varios procesos, incluida la 

activación de la respuesta inmune; respuesta de defensa a otro organismo; y 

fagocitosis. Por otro lado 349 genes son sobreexpresados en RT con un probabilidad 
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(p<0.05), de los cuales 117 tienen un valor de p<0.01 y un Log2>2  en 16 de ellos (Tabla 

4.13).  

Tabla 4.13: De los genes sobreexpresados en el grupo RT de la línea A375 

HES2 TUBB2B QPCT S100B OLFM1 CTAG2 CDH1 

RCN3 S100A1 CRYAB TYRP1 ADGRG1 GYG2 PMEL 

CDK2 MBP           

 

En el grupo RT tiene regulada a la baja con un a FDR<0.05 solamente las rutas 

de señal de supervivencia inducida por HIF-1 y glicólisis y gluconeogénesis, ambas 

rutas implicadas en la proliferación celular (Fig. 4.39). 

 

Figura 4.39: Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes del grupo RT (naranja) y el grupo 

Control (azul). Ordenadas según la tasa de descubrimiento falso (FDR), en el que se muestran las vías 

con un FDR<0.05 en tonalidad más oscura. Wikipathway Cancer.  
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4.4.5.2.3 Comparación MSC vs Control en la línea celular de melanoma A375 

xenoinjertada 

 

 

Figura 4.40: Gráfico tipo volcán de los genes de la línea A375 xenoinjertada comparando el grupo 

Control con el tratado con MSC. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); 

el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de “fold change” 

(FC) a partir de los cuales se obtiene significación. Un total de 846 sondas cumplen este criterio.  T-test 

no pareado con corrección Benjamin Hochberg. 

 

Los melanomas xenoinjertados en el grupo Control presentan 545 genes 

sobreexpresados de forma estadísticamente significativa (Fig. 4.40) con respecto al 

grupo tratado exclusivamente con MSC (p<0.05) de los cuales 176 genes tienen una 

probabilidad p<0.01 y un “fold change”>2  en 18 de ellos (Tabla 4.14). 
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Tabla 4.14: Genes sobreexpresados en el grupo Control de la línea A375 

IFITM3 ANXA1 XAGE1A CFL1 NDUFB11 BLID MAGEA10 

CAV1 KRT80 RPL24 MAGEA4 ANPEP CT45A1 ID1 

KRT18 GTSF1 PAGE5 PMAIP1 PCOLCE S100A4 EPHA2 

LAMA5 NT5E TRBC1 PAGE2B HMGA1 BGN   

 

Y en el grupo MSC encontramos 301 genes sobreexpresados de manera 

estadísticamente significativa comparados con el grupo Control (p<0.05) de los cuales 

113 presentan una p<0.01 y un “fold change”>2, 10 de ellos (Tabla 4.15). 

Tabla 4.15: Genes sobreexpresados en el grupo MSC de la línea A375 

BACE2 S100A1 HES6 TNFRSF19 PPARGC1A IGSF3 MAPK4 

MIA CDK2 MBP         

 

El tratamiento con células MSC no modifica al alza ni a la baja ninguna ruta 

metabólica de manera estadísticamente significativa (FDR>0.05) (Fig. 4.41). 

 

 

 

Figura 4.41: Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes de DEG entre muestras del grupo 

MSC (naranja) y el grupo Control (azul). Ordenadas según la tasa de descubrimiento falso (FDR), en 

el que se muestran las vías con un FDR<0.05 en tonalidad más oscura. Wikipathway Cancer.
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Se puede observar la reducción de IMP3 e HIF1Ⲁ respecto al grupo Control en 

el grupo RT+MSC sin llegar a ser significativo. Y una expresión de E-Cadherina 

(CDH1) del grupo RT sobre el grupo Control y sobre el grupo RT+MSC de manera 

estadísticamente significativa (p=0.008 y p=0.009, respectivamente). Entre el grupo 

Control y el grupo MSC no se observaron diferencias (Fig. 4.42). 

 

Figura 4.42: Diagramas de cajas seleccionando las moléculas estudiadas por inmunohistoquímica en 

este trabajo. Media±SD. T-test no pareado con corrección Benjamin Hochberg. La significación se indica 

con *valor de p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 
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Con respecto al comportamiento de los marcadores histogenéticos de 

melanocitos (Fig. 4.43) se puede observar que hay una expresión variable de los 

transcritos, encontrando una expresión incrementada de manera estadísticamente 

significativa con respecto al grupo Control de PMEL y MLANA en el grupo RT 

(p=0.024, p=0.045),  de SOX10 en el grupo MSC  (p=0.027), y diferencias entre grupos 

de tratamiento, PMEL, SOX10 y MLANA se sobreexpresan en el grupo RT versus el 

grupo RT+MSC (p=0.019, p=0.025, p=0.029, respectivamente). Y SOX10 y TYR están 

sobreexpresados en el grupo MSC comparándolo con RT+MSC (p=0.005, p=0.047, 

respectivamente). 

 

Figura 4.43: Gráfico de cajas de la expresión de los marcadores de melanoma en la línea A375 

xenoinjertada en relación con el grupo de tratamiento. La significación se indica con *valor de p<0.05, 

** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 
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4.4.5.3 Efecto de los diferentes tratamientos en la línea celular de 

melanoma G361 xenoinjertada. 

 

Los tratamientos inducen cambios evidenciables en los tumores xenoinjertados 

con la línea de melanoma G361 y que permiten separar todos los grupos mediante un 

heatmap supervisado (Fig. 4.44) y a los marcadores de melanoma estudiados en esta 

Tesis Doctoral (Fig. 4.45). 

 

Figura 4.44: Heatmap supervisado de la expresión de transcritos ordenados por grupos de tratamiento 

en la línea G361 xenoinjertada. 
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Figura 4.45: Heatmap supervisado de la expresión de transcritos ordenados por grupos de tratamiento 

en la línea G361 xenoinjertada. [TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, 

EMP1, IMP3, SOX10, E-Cadherina (CDH1), N-Cadherina (CDH2), PARP1, HIF1α, EML1]. 

4.4.5.3.1 Comparación RT+MSC vs Control en la línea celular de melanoma  G361 

xenoinjertada 

 

Figura 4.46: Gráfico de tipo volcán de los genes de la línea G361 xenoinjertada comparando el grupo 

Control con el tratado con RT+MSC. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala 

logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de F 
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C a partir de los cuales se obtiene significación. Un total de 1172 sondas cumplen este criterio.  T-test no 

pareado con corrección Benjamin Hochberg. 

 

Al comparar el grupo RT+MSC vs. el grupo Control observamos que hay una 

sobreexpresión de 540 sondas en el grupo Control con un valor de p<0.05 y 116 sondas 

con una p<0.01 de los cuales 5 de ellos tiene un Log2 (FC) mayor a 2 (Tabla 4.16) (Fig. 

4.46). 

Tabla 4.16. Genes sobreexpresados en Control en la línea G361 

IFITM3 CA9 IL11 CT45A1 H3C8 

La anhidrasa carbónica IX (CA9) es inducida por la hipoxia, funcionalmente 

está vinculada a la acidosis, implicada en la invasividad y correlacionada con la 

resistencia terapéutica. IFITM3 se expresa altamente en cánceres y es un marcador de 

mal pronóstico. CT45A1 actúa como un protooncogén para desencadenar 

tumorigénesis y metástasis en neoplasias. El tratamiento los reduce de manera 

estadísticamente significativa. 

Y del grupo de RT+MSC tenemos 632 genes con una p<0.05 y de ellos 286 con 

una probabilidad de p<0.01 (Tabla 4.17). 

Tabla 4.17: Genes sobreexpresados en RT+MSC de la línea G361 

FNTB OR8H3 ONECUT3 LRRTM3 TPTE2 WIPF3 MAGEC1 

CYLC2 SLC15A5 PERM1 SEMA5A BEST1 HTN1 DIPK1C 

APOLD1 KRTAP17-1 CYP4F8 PRSS55 ANO4 ST6G      SLC26A3 

MYH2 PARP15 NYAP2 IGDCC4 TFF3 ISLR EDN2 

ADGRA1 HPCA NEK3 FSD2 ACSM1 DPPA4 MPP4 

AHNAK2 CAPN3 CSTB ZNF449 MAGEE2 SLC1A4 HERPUD1 

AKR1C2 ALNAC2           
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 En el tratamiento con RT+MSC se encuentran sobreexpresadas las siguientes 

rutas destacadas: ruta metabólica de bloqueo de CTLA4 y PD-1, lo que facilitaría la 

acción de los fármacos inmunoterápicos. Asimismo, activa la vía de señalización ATM 

y ATR, pero también el metabolismo anaerobio y la angiogénesis, pero con unos 

valores de FDR >0.05 (Fig. 4.47). 

 

 

Figura 4.47: Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes de DEG entre muestras del grupo 

RT+MSC (naranja) y el grupo Control (azul). Ordenadas según la tasa de descubrimiento falso (FDR), 

en el que se muestran las vías con un FDR <0.05 y FDR> 5. 

 

4.4.5.3.2 Comparación RT vs Control en la línea celular de melanoma G361 

xenoinjertada 

El tratamiento con radioterapia induce modificación en la expresión de ARN 

como se puede apreciar en el gráfico de tipo volcán en la línea de melanoma G361 

xenoinjertada con modificación en numerosos transcritos (Fig. 4.48). En esta 

comparación encontramos 1354 genes sobreexpresados en el grupo Control vs. RT con 

una p<0.05 y 243 genes con una p<0.01 (Tabla 4.18).  
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Tabla 4.18: Genes sobreexpresados en el grupo Control de la línea G361 

HMGA1 AJAP1 S100A2 TRMT112 TNFAIP2 NNMT CALHM2 

CCDC85B PAGE5 BST2 SLC1A3 LDOC1 ZNF22 CFL1 

KCNMA1 VAMP5 CDH13 PTPN14 COL27A1 NIBAN2 SNCG 

WDR83OS FHL1 DNMBP NAA38 NSD2 GFPT2 LTBP2 

NR2F2 ANTXR2 SH3BP2 PPP1R14B PPA2 CYB561 AMOTL2 

DCTD NFIB LIMD2 UBE2S PIGO F2RL1 CACNB3 

SSRP1 TNFRSF10A           

 

En el grupo RT 109 genes están sobreexpresados en comparación al grupo 

Control con una p<0.05, de los cuales 42 genes tienen una significación estadística de 

p<0.01 (Tabla 4.19). 

Tabla 4.19: Genes sobreexpresados en el grupo RT en la línea G361 

PDK4 HES2 MAGEC1 TUBB4A FBLN5 SGK1 TTYH2 

BTN2A2 IGSF3 RNF19A TMEM98 JAG1 DMXL1 RAB27A 

HSPB8 OLFM1 ADGRG1 OGDHL ST3GAL6 MAGEB2 TOLLIP 

WIPF3 DNER SPON2 FARP2 HCN2 SDC3 SEC11C 

PRCD ACSS1 PTGES MAD1L1 PRAME BACE2 CYSTM1 

SMIM4 ACO2 TBC1D16 TRAM1 OTUD7B ATM OSTM1 

 

Destacar los genes que codifican para factores de transcripción (HES2), genes 

que codifican para proteínas enzimáticas (TOLLIP); respuesta ante el estrés (SGK1); 

miembros de la familia de antígenos de  melanoma (MAGEC1, MAGEB2); supresores  

de tumores que inhiben la  migración y la invasión neoplásica (FBLN5); la proliferación 
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(TTYH2); o reguladores de la respuesta inmune como PRAME que facilita el 

reconocimiento de las células melánicas por los linfocitos T citotóxicos, etc. 

La radiación induce una modificación importante en el transcriptoma de las 

células de melanoma G631 con 1465 sondas sobreexpresadas (Fig. 4.48). Y con una FDR 

>0.05 estimula las rutas metabólicas que se muestran en la Figura 4.49. 

 

Figura 4.48: Gráfico de tipo volcán de los genes de la línea G361 xenoinjertada comparando el grupo 

Control con el tratado con RT. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el 

eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” 

a partir de los cuales se obtiene significación. Un total de 1465 sondas cumplen este criterio.  T-test no 

pareado con corrección Benjamin Hochberg. 
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Figura 4.49: Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes de DEG entre muestras del grupo RT 

(naranja) y el grupo Control (azul). Ordenadas según la tasa de descubrimiento falso (FDR), en el que 

se muestran las vías con un FDR<0.05 en tonalidad más oscura y con un FDR >0.05 la tonalidad más 

clara. 

 

4.4.5.3.1 Comparación MSC vs Control en la línea celular de melanoma G361 

xenoinjertada 

El tratamiento con MSC induce modificación en la expresión de ARN como se 

puede apreciar en el gráfico tipo de tipo volcán (Fig. 4.50) en la línea de melanoma 

G361 xenoinjertada, pero en menor número de transcritos. En el grupo Control vs el 

grupo MSC 56 sondas tienen un valor de p<0.05 y de ellos 15 un valor de p<0.01 (Tabla 

4.20). 

Tabla 4.20: Genes sobreexpresados en Control en la línea G361 

BOLA3 GTF3A UXS1 IGFBP7 SLC41A2 ITM2B ME2 

APMAP CFD DMKN GALNT18 GCLM SPTA1 GUCY1A1 

ARF4             

 

342 sondas aparecen como sobreexpresadas en el grupo MSC con una  

probabilidad (p<0.05), de los cuales 114 tienen una mayor significación estadística 

(p<0.01) (Tabla 4.21). 
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Tabla 4.21: Genes sobreexpresados en el grupo MSC de la línea G361 

OR2L2 SMYD1 SLAMF6 USP17L12 LRRC72 SPEF1 CCDC182 

GABRA2 GADL1 BSX USP17L3 LHX3 ALOX12B CD84 

PRAMEF1 SOX15 SERPIND1 SLC26A8 SNCAIP GRHL1 CALY 

APOBEC3F CYP8B1 PRSS48 PRR30 NME8 NECTIN4 RGSL1 

TRIML1 CDCA2 ALDH1A2 APBA3       

 

Destacar la activación genética de la vía de autofagia (USP17L3, USP17L12, 

TRIML1) entre las modificaciones inducidas por las células MSC  y la vía metabólica 

de apoptosis, metilación del ADN  y  la regulación inmunológica  con un valor de FDR 

>0.05 (Fig. 4.51). 

 

Figura 4.50: Gráfico de tipo volcán de los genes de la línea G361 xenoinjertada comparando el grupo 

Control con el tratado con MSC. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); 
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el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” 

a partir de los cuales se obtiene significación. Un total de 398 sondas cumplen este criterio.  T-test no 

pareado con corrección Benjamin Hochberg. 

 

 

Figura 4.51: Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes de DEG entre muestras del grupo 

MSC (naranja) y el grupo Control (azul). Ordenadas según la tasa de descubrimiento falso (FDR), en 

el que se muestran las vías con un FDR<0.05 en tonalidad más oscura.

 

 Solamente encontramos diferencias en la expresión de los marcadores 

estudiados por inmunohistoquímica en esta Tesis Doctoral en el grupo RT+MSC con 

una sobreexpresión de CDH1 versus el grupo Control (p=0.045) y de IMP3 en el grupo 

MSC versus el grupo RT (p=0.013) (Fig. 4.51). 
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Figura 4.52: Diagramas de cajas de los principales marcadores analizados en esta Tesis Doctoral. Se 

puede observar sus modificaciones en la expresión comparando los diferentes tratamientos en la línea 

de melanoma G631 xenoinjertada. Se observa una reducción significativa de transcritos de IMP3 y de 

E-Cadherina con los diferentes tratamientos. Media±SD. T-test no pareado con corrección Benjamin 

Hochberg. La significación se indica con *valor de p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 

 

 

 

 En el grupo de marcadores histogenéticos de melanocitos diferencias 

estadísticamente significativas con mayor expresión en el grupo RT de MLANA 
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(p=0.039). Y PMEL, TYR y MLANA en el grupo RT+MSC versus el grupo Control 

(p=0.000, p=0.004 y p=0.031) (Fig. 4.53). 

 

Figura 4.53: Histograma de barras de la expresión de los marcadores de melanoma en la línea G361 

xenoinjertada en relación con el grupo de tratamiento. Se aprecia escasas modificaciones en la 

detección de las sondas seleccionadas. Media±SD. T-test no pareado con corrección Benjamin Hochberg. 

La significación se indica con *valor de p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 
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4.5 Estudio clínico-patológico 

4.5.1 Resultados del estudio clínico, morfológico e 

inmunohistoquímico de los melanomas cutáneos de la serie 

retrospectiva  

La serie retrospectiva de melanomas cutáneos estuvo constituida por 102 

Melanomas de Extensión Superficial y 12 Melanomas Nodulares. En la serie, 67 fueron 

mujeres (58.8%) y 47 hombres (41.2%) (no significativo, Chi2 de Pearson). La 

localización cutánea de los melanomas fue en tronco 45 casos, 24 en miembros 

superiores y 45 en miembros inferiores (no significativo, Chi2 de Pearson). Con 

respecto a las biopsias, 31 de los melanomas presentaron ulceración (27.2%) y 83 

(72.8%) no (p=0.09, Chi2 de Pearson).  Se detectó solo en 5 melanomas invasión 

linfática intratumoral y en 109 no fue observada (p=0.025, Chi2 de Pearson) y en 2 

melanomas invasión perineural (p=0.012). Los melanomas alcanzaron un nivel de 

Clark II: 1; nivel III: 51; nivel IV: 58 y nivel V: 4; con un espesor de Breslow medio en 

la totalidad de casos de 2.72 mm. El 31.6% (36 melanomas) presentaban afectación 

ganglionar linfática (pN1a: 25; pN1b: 1; pN1c: 2; pN2a: 7, pN3a: 1).  

La valoración semicuantitativa del microambiente tumoral (TIL) demostró un 

infiltrado linfocitario intenso en 20 casos (19.6%) de MES frente a uno solo  de los MN 

(8.3%)  el resto de los melanomas presentaron o un infiltrado inflamatorio leve o 

ausente. El estudio cuantitativo de las diferentes subpoblaciones leucocitarias 

mediante inmunohistoquímica demuestra diferencias estadísticamente significativas 

entre los dos tipos histológicos de melanoma (Fig. 4.54).   

El microambiente tumoral ha mostrado diferencias estadísticamente 

significativas en todas las subpoblaciones leucocitarias analizadas al comparar el MES 

con el MN (Tabla 4.22). 
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El ligando 1 del receptor de muerte programada (PD-L1 o CD274) es un 

miembro de la familia B7, se ha demostrado que el receptor de muerte programada 1 

(PD-1), regula negativamente la señalización del receptor de células T (TCR). Al ligar 

su receptor, se ha informado que PD-L1 disminuye la proliferación mediada por TCR 

y la producción de citocinas. La expresión de PD-L1 es abundante en los melanomas 

cutáneos humanos y podría aumentar aún más con la estimulación con IFN-gamma. 

Por tanto, PD-L1 podría desempeñar un papel importante en la evasión inmunitaria 

de tumores y nuestros resultados señalan que está significativamente más expresado 

en los MN (Tabla 4.22). 

Tabla 4.22: Comparación expresión inmunohistoquímica de subpoblaciones 

leucocitarias del microambiente tumoral así como del ligando y del receptor de 

muerte programada en ambos tipos de melanoma.  

Variables MES MN Valor de p* 

CD45 céls./mm2 1461.16±1600.1 634.40±799.16 0.071 

CD68 céls./mm2 487.03±894.73 1108.87±926.29 0.016 

CD3 céls./mm2 314.51±612.98 820.78±861.37 0.001 

CD20 céls./mm2 107.33±266.22 121.86±130.81 0.022 

CD56 céls./mm2 155.06±554.86 161.29±202.09 0.019 

PDL1 céls./mm2 1278.53±1405.26 3390.68±2848.83 0.035 

PD1 céls./mm2 802.27±1142.93 795.69±803.13 0.764 

IMP3 (%) 31.90±34.88 40.80±33.94 0.245 

IMP3 (Intensidad) 1.40±1.17 21.00±0.99 0.055 

Los valores están expresados como la media ± la desviación estándar. MES, melanoma de extensión 

superficial; MN, melanoma nodular. Intensidad (Escala 0-3).  * Prueba U de Mann-Whitney. 



4. Resultados        Natividad Martín Morales 

 

 

191 
 

 

Figura 4.54: Histograma de barras de la expresión inmunohistoquímica de subpoblaciones 

leucocitarias en MN y MES cutáneos. Prueba U de Mann-Whitney La significación se indica con *valor 

de p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 

 

 

Mediante inmunohistoquímica la intensidad y el porcentaje de expresión de 

IMP3 fue mayor de manera estadísticamente significativa en los casos con metástasis 

en los ganglios linfáticos (p=0.029 y p=0.020, respectivamente, prueba U de Mann-

Whitney) y espesor de Breslow (p=0.006, prueba U de Mann-Whitney) (Tabla 4.23, Fig. 

4.55). Asimismo, la expresión inmunohistoquímica de IMP3 se correlacionó con el 

espesor de Breslow y el nivel histológico de Clark (r=0.218, p=0.020; r=0.198, p=0.035, 

respectivamente, correlación de Pearson). 

Tabla 4.23: Comparación de los datos clínicos, morfológicos e inmunohistoquímicos 

entre melanomas sin infiltración o con infiltración de ganglios linfáticos.  
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Variables Grupo GC- Grupo GC+ Valor de  p* 

Edad 61.85±14.38 61.42±13.69 0.905 

Seguimiento (años) 7.85±1.96 7.27±1.80 0.074 

Espesor de Breslow 2.31±1.86 3.05±0.61 0.006 

Nivel Clark 3.52±0.61 3.75±0.56 0.064+ 

IMP3 (%) 28.29±34.1 43.45±34.45 0.020 

IMP3 (score 0-3) 1.38±1.17 1.91±1.07 0.029+ 

Los valores se expresan como media±desviación estándar. *Prueba U de Mann-Whitney; † prueba 

exacta de Fisher. 

 

  

Figura 4.55: Expresión inmunohistoquímica de IMP3 en Melanoma cutáneo humano. Obsérvese la 

menor expresión (porcentaje de células) en un caso de melanoma sin metástasis ganglionares (A) en 

comparación con un melanoma con afectación ganglionar (B). 

Mientras que la expresión de IMP3 fue estadísticamente significativa 

comparado el estado del GC, la valoración semicuantitativa de la expresión 



4. Resultados        Natividad Martín Morales 

 

 

193 
 

inmunohistoquímica de EMP1 mostró una inmunotinción moderada en casi todos los 

melanomas cutáneos sin diferencias apreciables con esta técnica y la inmunotinción 

para EML1 resultó en la mayoría de los casos de intensidad leve. 

 

4.5.2 Resultados del estudio de transcriptómica espacial en 

melanomas cutáneos 

 

Con el fin de establecer el perfil de la expresión génica intratumoral en los 

melanomas y comprobar las diferencias moleculares que ocurren en el MES y el MN, 

perfilamos 76 muestras utilizando la tecnología GeoMx®DSP. Para cada muestra, se 

seleccionaron los ROI (Regiones específicas de interés) (Fig. 4.56). Para examinar 

específicamente las alteraciones transcripcionales intratumorales dentro de los 

compartimentos tumoral y estromal investigamos en conjunto y por separado las AOI 

(Área de iluminación) de las fracciones positivas para la proteína S100 (S100+) 

correspondiente a  las células melanocíticas malignas y positivas para CD45 (CD45+) 

correspondiente al microambiente tumoral dentro de cada ROI (Fig. 4.56). 

 



4. Resultados        Natividad Martín Morales 

 

 

194 
 

 

Figura 4.56: Ejemplo de selección de ROI con DSP. Tejido teñido con H&E con la correspondiente 

inmunofluorescencia, segmentación de tejido para cada ROI, visualizando los segmentos CD45+ y 

S100+. Recuadro: mayor aumento de un ROI individual. Barra escala 500 µm. 

 

Los gráficos UMAP están anotados por Tipo (izquierda), Área (centro) y 

afectación Ganglio Centinela (derecha). Se puede apreciar como hay una diferente 

expresión génica en función del tipo histopatológico de melanoma y de su 

transcriptómica espacial que se realiza sobre las células tumorales o sobre el infiltrado 

inflamatorio. No obstante, resultan menos evidentes en muchos casos las diferencias 

entre los melanomas con GC- y GC+.  

Al utilizar el método de reducción dimensional UMAP (“Uniform Manifold 

Approximation and Projection”) se obtuvo una clara segregación de AOI por 

segmento (S100+/CD45+) (Fig. 4.57B), si bien en todos los AOI hay positividad para 

ambos marcadores morfológicos (Fig. 4.59). La gran mayoría de los genes en este 

estudio en WTA en melanoma se expresaron diferencialmente entre segmentos: 464 

genes estaban regulados positivamente en los segmentos tumorales (S100+) y 12609 

genes estaban regulados positivamente en los segmentos estromales de microambiente 

tumoral CD45+ (prueba U de Mann-Withney corrección de Benjamin Hochberg, FDR 
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<0.05) (Fig. 4.58A). El mapeo de AOI en el UMAP permite separar entre los subtipos 

histológicos MES y MN.  Para obtener una descripción general de alto nivel, 

posteriormente visualizamos la expresión de los 18672 genes en mapas de calor 

agrupados de manera supervisada, por segmento (Fig. 4.58B).  

 

Figura 4.57: Gráficos UMAP. Visualización de reducción de dimensionalidad de todas las AOI de 

acuerdo con los perfiles generales de expresión génica por UMAP. (A) Tipo melanoma: MES (azul), MN 

(rojo); (B) Área: CD45+ (verde), S100+ (rosa); (C) Afectación del ganglio centinela: GC+ (amarillo), GC- 

(negro). 

 

 

 

Figura 4.58: Expresión de genes en las áreas S100+ y CD45+. (A) Gráfico de volcán de los genes 

expresados diferencialmente entre los segmentos de S100+ y CD45+ mediante la prueba Mann Withney. 

La FDR se ha calculado utilizando el método de Benjamin Hochberg. (B) Mapas de calor de expresión 

génica (n = 18672) utilizando agrupamiento supervisado para cada AOI de S100+ (n = 70, izquierda) y 

AOI de CD45+ (n = 41, derecha). Los mapas de calor están anotados por región histológica e ID de 

muestra. AOIs, áreas de iluminación; FDR: tasa de descubrimiento falso; ROI, región de interés. 
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Figura 4.59: A) Gráfico de cajas que incluye recuentos de DSP para CD45 y S100B en los 

compartimentos/AOI correspondientes. B) Recuentos medios de DSP ± SEM en todos los 

compartimentos para cada marcador de melanoma estudiado en esta Tesis. Nótese que a todos los 

anticuerpos ha sido posible detectarlos mediante esta técnica.[CD45 (PTPRC), CD68, CD3  (CD3G), 

CD20 (MS4A1), CD56 (NCAM1), PD-L1 (CD274), PD1 (PDCD1), TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), 

MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, SOX10].  

 

4.5.2.1 Comparación de la expresión del transcriptoma de los MES versus 

MN 

El transcriptoma global de los melanomas cutáneos estudiados en los AOI 

S100+ y CD45+ demuestra diferencias notables entre MES y MN  (Fig. 4.60). 

 

Figura 4.60: Heatmap de los 

transcritos de MES y MN en 

nuestro estudio. Mapa de calor 

supervisado de la expresión de 

transcritos que permiten 

diferenciar entre el tipo de 

melanoma de extensión 

superficial (MES) y del 

melanoma nodular (MN). 
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Comparando ambos tipos de melanoma (Fig. 4.61) se aprecia una 

sobreexpresión de 810 sondas con una p<0.05 en MN y con una p<0.01 589 sondas que 

cumplen los criterios, y de ellos los que tienen un “fold changes” (FC) mayor de 2 

encontramos 12 sondas (Tabla 4.24). 

 

Figura 4.61: Gráfico de tipo volcán comparando la expresión diferencial de sondas entre los tipos 

histológicos de melanoma. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje 

“y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a 

partir de los cuales se obtiene significación. MES (rojo); MN (azul). Mann Whitney corrección Benjamin 

Hochberg. 

 

Tabla 4.24: Genes sobreexpresados en MN comparado con el grupo MES 

HLA-DQA1 HLA-DRB1 CD74 IGHG3  IGKC FN1 HLA-DPA1 

 IGHG1  IGHG4 HLA-DPB1 IGHA1  IGHG2     
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Claramente las sondas sobreexpresadas están relacionadas con las células 

inflamatorias del microambiente tumoral. Las rutas MHC1 causada por fallos en la 

presentación de antígenos en el escape inmunológico del cáncer (p=1.42e-12), MHC2- 

Presentación mediada por antígenos (p=1.22e-07) y la ruta de genes con mutaciones en 

el escape inmunológico del cáncer (p=2.62e-07) como se observa en las Figuras 4.62 y 

4.63.  

 

 

Figura 4.62: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes Elsevier_Pathway_Collection. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de 

genes de entrada se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada 

término. El término en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes 

de consulta de entrada. Las barras de colores corresponden a términos con valores de p significativos 

(<0.05). Un asterisco (*) junto a un valor p indica que el término también tiene un valor p ajustado 

significativo (<0.05). 
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Figura 4.63: Gráfico de tipo volcán de los términos del conjunto de genes 

Elsevier_Pathway_Collection. Cada punto representa un término único, trazado por la relación de 

probabilidades correspondiente (posición x) y -log10 (valor p) (posición y) de los resultados de 

enriquecimiento del conjunto de genes de consulta de entrada. Cuanto más grande y de color más 

oscuro sea el punto, más significativamente se enriquecerá el conjunto de genes de entrada para el 

término. Señalando el punto se observa el término del conjunto de genes, el índice de probabilidades y 

el valor p del análisis de enriquecimiento. El gráfico del volcán muestra la importancia de cada conjunto 

de genes de la biblioteca seleccionada frente a su odds ratio. El eje x mide el odds ratio (0, inf) calculado 

para el conjunto de genes, mientras que el eje y da el -log (valor p) del conjunto de genes. Los puntos 

azules más grandes representan términos significativos (valor p<0.05); Los puntos grises más pequeños 

representan términos no significativos. Cuanto más oscuro es el color azul de un punto, más 

significativo es. 

 

En el MES encontramos 9389 sondas sobreexpresadas comparado con  el MN 

con una p<0.05; y 7902 sondas sobreexpresadas con una p<0.01 (Fig. 4.61), de los cuales 

5 han tenido un “fold changes” (FC)  mayor de 2 (Tabla 4.25). 
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Tabla 4.25: Genes sobreexpresados en el grupo MES comparado con el grupo MN 

KRT1   KRT5  KRT10  KRT15  SPRR1B 

 

Todos ellos relacionados con los filamentos intermedios de queratina del 

citoesqueleto. Esta eventualidad puede deberse al atrapamiento en los ROI de 

queratinocitos, pero no hay que olvidar que un número significativo de melanomas 

muestran positividad para queratinas de bajo peso molecular (44) (Fig. 4.64). 

 

 

Figura 4.64: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca KEGG_2021_Human. 

Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de entrada se muestran en función 

del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. El término en la parte superior 

tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de consulta de entrada. Las barras de 

colores corresponden a términos con valores de p significativos (<0.05). Un asterisco (*) junto a un valor 

p indica que el término también tiene un valor p ajustado significativo (<0.05). 
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En el análisis de enriquecimiento en MES hemos definido una serie de rutas con 

expresión significativa destacando las rutas “Pathways en cáncer” (p=0.000141), la vía 

“Rap1 signaling pathway” (p=0.00298) y “Melanogénesis” (p=0.00374) (Fig. 4.65). 

 

 

Figura 4.65: Gráfico de tipo volcán de los términos del conjunto de genes KEGG_2021_Human. Cada 

punto representa un término único, trazado por la relación de probabilidades correspondiente (posición 

x) y -log10 (valor p) (posición y) de los resultados de enriquecimiento del conjunto de genes de consulta 

de entrada. Cuanto más grande y de color más oscuro sea el punto, más significativamente se 

enriquecerá el conjunto de genes de entrada para el término. Señalando el punto se observa el término 

del conjunto de genes, el índice de probabilidades y el valor p del análisis de enriquecimiento. El gráfico 

del volcán muestra la importancia de cada conjunto de genes de la biblioteca seleccionada frente a su 

odds ratio. El eje x mide el odds ratio (0, inf) calculado para el conjunto de genes, mientras que el eje y 
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da el -log (valor p) del conjunto de genes. Los puntos azules más grandes representan términos 

significativos (valor p<0.05); Los puntos grises más pequeños representan términos no significativos. 

Cuanto más oscuro es el color azul de un punto, más significativo es. 

 

Analizando la totalidad de casos se aprecia una heterogeneidad entre los 

diferentes casos en la expresión de marcadores histogenéticos de melanocitos pero  es 

posible separar los dos tipos más frecuentes mediante gráficas de heatmap (Fig. 4.66). 

 

Figura 4.66: Heatmap supervisado con los marcadores histogenéticos de melanocitos en los 

melanomas cutáneos.  

 

 

Figura 4.67: Gráfico de tipo volcán que representa la diferencia de expresión de los marcadores 

relativos a melanoma y microambiente tumoral en ambos tipos de melanoma. [CD45 (PTPRC), CD68, 

CD3 (CD3G), CD20 (MS4A1), CD56 (NCAM1), PD-L1 (CD274), PD1 (PDCD1), TYR (Tirosinasa), PMEL, 
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Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, SOX10, EML1 e HIF1Ⲁ]. El eje “x” muestra la 

expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de 

puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a partir de los cuales se obtiene significación. 

Señalando las sondas que identifican los transcritos utilizados en inmunohistoquímica. MES (rojo); MN 

(azul). Mann Whitney corrección Benjamin Hochberg. 

 

 

Figura 4.68: Diagrama de cajas de los anticuerpos estudiados mediante inmunohistoquímica. 

Media±SD. [CD45 (PTPRC), CD68, CD3  (CD3G), CD20 (MS4A1), CD56 (NCAM1), PD-L1 (CD274), PD1 

(PDCD1), TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, SOX10, EML1 

e HIF1Ⲁ]). Mann Whitney corrección Benjamin Hochberg. La significación se indica con *valor de 

p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 
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Con respecto a la expresión de genes concretos estudiados y marcadores de 

melanoma encontramos diferencias estadísticamente significativas con CD68, EMP1, 

CDH2 (N-Cadherina) e HIF1Ⲁ en MN (p=0.0007, p=0.03, p=0.01 y p=0.006), y de CD3, 

IMP3 y EML1 en MES (p=0.02, p=0.02 y p=0.01) como se puede observar en las Figuras 

4.67 y 4.68. Al analizarlos mediante mapa de calor es posible identificar diferentes 

patrones de expresión (Fig. 4.69). 

 

Figura 4.69: Heatmap supervisado de la expresión de anticuerpos estudiados por tipos de melanoma. 

[CD3  (CD3G), CD56 (NCAM1), PD-L1 (CD274), PD1 (PDCD1), TYR (Tirosinasa), S100B, PMEL, Ki67 

(MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, SOX10, EML1, CDH1, CDH2 e HIF1Ⲁ]. 

 

 

Con respecto a los genes  que se estudian en la prueba 31-GEP cuando se 

analizan mediante transcriptómica espacial 16 sondas muestran significación  

estadística en  los MES frente a MN (Figs. 4.70, 4.71) (Tabla 4.26). 

 

Figura 4.70: Heatmap supervisado de la expresión de transcritos del grupo 31-GEP en ambos tipos de 

melanoma. MES (izquierda) y  MN (derecha). 
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Figura 4.71: Gráfico de tipo volcán de los genes en los melanomas cutáneos de la prueba 31-GEP, 

comparando MES con MN. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje 

“y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a 

partir de los cuales se obtiene significación. Señalando las sondas que identifican los transcritos 

utilizados en la prueba 31-GEP. MES (rojo); MN (azul). Mann Whitney corrección Benjamin Hochberg. 

 

Tabla 4.26: Relación de Marcadores de la prueba 31-GEP que han resultado 

significativos en el estudio en las AOIs S100+  

 

Mann Whitney corrección Benjamin Hochberg. p valor. 
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4.5.2.1.1 Comparación de la expresión del transcriptoma de  MES versus MN solo en 

las áreas S100+ 

 

Figura 4.72: Gráfico de tipo volcán de los genes en los melanomas cutáneos comparando MES con 

MN en las áreas S100+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” 

indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a partir 

de los cuales se obtiene significación. MES (rojo); MN (azul). Mann Whitney corrección Benjamin 

Hochberg. 

 

Comparando ambos tipos de melanoma en las AOIs S100+ hay una 

sobreexpresión de 911 sondas con una p<0.05 en MN y con una p<0.01 encontramos 

673 sondas,  y de ellos los que tienen un “fold changes” (FC) mayor de 2 fueron 10 

(Tabla 4.27) (Fig. 4.72). 
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Tabla 4.27: Genes sobreexpresados en el grupo MN comparado con el grupo MES 

en las AOIs S100+ 

HLA-DQA1 HLA-DRB1 CD74 IGKC ABCB5 MMP2 ITGB8 

HLA-DPA1 FN1 IGHG4     

 

 

El gen ABCB5 está relacionado con las propiedades de quimiorresistencia y 

agresividad del melanoma, y la activación de los genes MMP2 e ITGB8 median en la 

digestión de matriz  extracelular y en el crecimiento y migración a través de señales de 

adhesión focal mediadas por integrinas. Las principales rutas activadas se indican en 

la Figura 4.73.  

 

Figura 4.73: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes Elsevier_Pathway_Collection. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de 

genes de entrada se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada 

término. El término en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes 

de consulta de entrada. 
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Figura 4.74: Gráfico de tipo volcán de los términos del conjunto de genes KEGG_2021_Human. Cada 

punto representa un término único, trazado por la relación de probabilidades correspondiente (posición 

x) y -log10 (valor p) (posición y) de los resultados de enriquecimiento del conjunto de genes de consulta 

de entrada. Cuanto más grande y de color más oscuro sea el punto, más significativamente se 

enriquecerá el conjunto de genes de entrada para el término. Señalando el punto se observa el término 

del conjunto de genes, el índice de probabilidades y el valor p del análisis de enriquecimiento. El gráfico 

del volcán muestra la importancia de cada conjunto de genes de la biblioteca seleccionada frente a su 

odds ratio. El eje x mide el odds ratio (0, inf) calculado para el conjunto de genes, mientras que el eje y 

da el -log (valor p) del conjunto de genes. Los puntos azules más grandes representan términos 

significativos (valor p<0.05); Los puntos grises más pequeños representan términos no significativos. 

Cuanto más oscuro es el color azul de un punto, más significativo es. 

 

En MN obtenemos que las tres rutas más destacadas por su significación 

estadística (p<0.001) se encuentran en relación con el escape a la respuesta inmune del 

melanoma (Fig.  4.74). 
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En el MES encontramos 6754 sondas sobreexpresadas comparadas con MN con 

una p<0.05; y 4636 sondas sobreexpresados con una p<0.01, de los cuales ha alcanzado 

un “fold changes” (FC)  mayor de 2 solo TMEM98.  

La familia TMEMs está regulada al alza en el cáncer. Algunos de ellos están 

implicados en la progresión tumoral, la invasión y la formación de metástasis, 

mientras que otros están asociados con un mal pronóstico y podrían usarse como 

biomarcadores pronósticos (392). 

 

Figura 4.75: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes KEGG_2021_Human. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de 

entrada se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. 

El término en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de 

consulta de entrada.       
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Figura 4.76: Gráfico de tipo volcán de los términos del conjunto de genes KEGG_2021_Human. Cada 

punto representa un término único, trazado por la relación de probabilidades correspondiente (posición 

x) y -log10 (valor p) (posición y) de los resultados de enriquecimiento del conjunto de genes de consulta 

de entrada. Cuanto más grande y de color más oscuro sea el punto, más significativamente se 

enriquecerá el conjunto de genes de entrada para el término. Señalando el punto se observa el término 

del conjunto de genes, el índice de probabilidades y el valor p del análisis de enriquecimiento. El gráfico 

del volcán muestra la importancia de cada conjunto de genes de la biblioteca seleccionada frente a su 

odds ratio. El eje x mide el odds ratio (0, inf) calculado para el conjunto de genes, mientras que el eje y 

da el -log (valor p) del conjunto de genes. Los puntos azules más grandes representan términos 

significativos (valor p<0.05); Los puntos grises más pequeños representan términos no significativos. 

Cuanto más oscuro es el color azul de un punto, más significativo es. 

En MES destacamos las siguientes rutas con significación de p<0.05: Rutas del 

Cáncer (p=0.0024), Interacción del receptor ECM (p=0.0064) y Carcinogénesis química 

(p=0.015) (Figs. 4.75, 4.76). 
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 En las AOIs S100+ estudiando los marcadores de melanoma y los propuestos 

en esta Tesis Doctoral, hay una expresión estadísticamente significativa en el grupo de 

MN de CDH2, EMP1, MLANA, HIF1α, SOX10, TYR y CDH1 y en el grupo MES de 

CD3G, EML1 y con significación marginal IMP3 (Figs. 4.77, 4.78) (Tabla 4.28). 

 

Figura 4.77: Gráfico de tipo volcán de los genes en los melanomas cutáneos comparando MES con 

MN en las áreas S100+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” 

indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a partir 

de los cuales se obtiene significación. MES (rojo); MN (azul). Mann Whitney corrección Benjamin 

Hochberg. 
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Figura 4.78: Diagrama de cajas de los anticuerpos estudiados mediante inmunohistoquímica 

comparando su expresión en MSE y MN. Media±SD. [CD45 (PTPRC), CD68, CD3 (CD3G), CD20 

(MS4A1), CD56 (NCAM1), PD-L1 (CD274), PD1 (PDCD1), TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), 

MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, SOX10, EML1 e HIF1Ⲁ]). T-test no pareado corrección Benjamin 

Hochberg. La significación se indica con *valor de p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 

Tabla 4.28: Marcadores histogenéticos de melanocitos en las AOIs S100+

 

Mann Whitney corrección Benjamin Hochberg. Nombre del marcador y su p valor. 
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4.5.2.1.2 Comparación de la expresión del transcriptoma de MES versus MN en las 

áreas CD45+ 

 

 

Figura 4.79: Gráfico de tipo volcán de los genes en los melanomas cutáneos comparando MES con 

MN en las áreas CD45+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje 

“y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a 

partir de los cuales se obtiene significación. MES (rojo); MN (azul). Mann Whitney corrección Benjamin 

Hochberg. 

Comparando ambos tipos de melanoma en las AOIs de microambiente tumoral 

CD45+ hay una sobreexpresión de 141 sondas con p<0.05 en MN; y con una p<0.01 

encontramos 81 sondas, y de ellos los que alcanzaron un “fold changes” (FC)  mayor 

de 2 fueron 12 (Tabla 4.29) (Fig. 4.79). 

Tabla 4.29: Genes sobreexpresados en el grupo MN comparado con el grupo MES 

en las AOIs CD45+ 

HLA-DQA1  IGHG3  IGKC  FCGR3A  TXNDC5  FN1  IGHG1 

 IGLL5  IGHG4  JCHAIN  IGHA1  IGHG2     
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Destacar además los genes relacionados con la respuesta inmune TXNDC5 

inducido por la hipoxia y que puede  proteger a  las células neoplásicas de la apoptosis.   

Las rutas metabólicas extraídas de la inducción del conjunto de genes en MN se 

señalan en la Figura 4.80 y las más significativas en la Figura 4.81. 

 

Figura 4.80: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes Elsevier_Pathway_Collection. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de 

genes de entrada se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada 

término. El término en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes 

de consulta de entrada. 
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Figura 4.81: Gráfico de tipo volcán de los términos del conjunto de genes 

Elsevier_Pathway_Collection. Cada punto representa un término único, trazado por la relación de 

probabilidades correspondiente (posición x) y -log10 (valor p) (posición y) de los resultados de 

enriquecimiento del conjunto de genes de consulta de entrada. Cuanto más grande y de color más 

oscuro sea el punto, más significativamente se enriquecerá el conjunto de genes de entrada para el 

término. Señalando el punto se observa el término del conjunto de genes, el índice de probabilidades y 

el valor p del análisis de enriquecimiento. El gráfico del volcán muestra la importancia de cada conjunto 

de genes de la biblioteca seleccionada frente a su odds ratio. El eje x mide el odds ratio (0, inf) calculado 

para el conjunto de genes, mientras que el eje y da el -log (valor p) del conjunto de genes. Los puntos 

azules más grandes representan términos significativos (valor p<0.05); Los puntos grises más pequeños 

representan términos no significativos. Cuanto más oscuro es el color azul de un punto, más 

significativo es. 
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En las AOIs CD45+ en el MES encontramos 6002 sondas sobreexpresadas 

comparado con el MN con un valor de p<0.05; y 3869 sondas sobreexpresadas con un 

valor de p<0.01, de los cuales 40 alcanzaron un “fold changes” mayor de 2 (Tabla 4.30). 

Tabla 4.30: Genes sobreexpresados en el grupo MES comparado con el grupo MN 

en las AOIs CD45+ 

SPRR2G SPINK5 C19orf33 S100A7 SPRR2A KRT14 KRT10 

GJB2 POF1B SBSN TACSTD2 FLG CALML3 CASP14 

KRT5 SPRR1B FLG2 S100A8 KRT17 KRTDAP IVL 

NSG1 CALML5 SPRR2E PKP1 GJB6 JUP LORICRIN 

DMKN DSP KRT16 KLK11 KLK7 CNFN DSG1 

SPRR1A LY6D KRT6A TRIM29 KRT1     

Las rutas metabólicas extraídas de la inducción del conjunto de genes  en MES 

se señalan en la Figura 4.82 y las más significativas en la Figura 4.83. 

Figura 4.82: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes MSigDB_Hallmark_2020. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de 

entrada se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. 
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El término en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de 

consulta de entrada.

 

 

Figura 4.83: Gráfico de tipo volcán de los términos del conjunto de genes MSigDB_Hallmark_2020. 

Cada punto representa un término único, trazado por la relación de probabilidades correspondiente 

(posición x) y -log10 (valor p) (posición y) de los resultados de enriquecimiento del conjunto de genes 

de consulta de entrada. Cuanto más grande y de color más oscuro sea el punto, más significativamente 

se enriquecerá el conjunto de genes de entrada para el término. Señalando el punto se observa el término 

del conjunto de genes, el índice de probabilidades y el valor p del análisis de enriquecimiento. El gráfico 

del volcán muestra la importancia de cada conjunto de genes de la biblioteca seleccionada frente a su 

odds ratio. El eje x mide el odds ratio (0, inf) calculado para el conjunto de genes, mientras que el eje y 

da el -log (valor p) del conjunto de genes. Los puntos azules más grandes representan términos 

significativos (valor p<0.05); Los puntos grises más pequeños representan términos no significativos. 

Cuanto más oscuro es el color azul de un punto, más significativo es. 
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Figura 4.84: Gráfico de tipo volcán de los marcadores de melanoma en área CD45+ de ambos tipos de 

melanoma. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” indica el 

valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a partir de los 

cuales se obtiene significación. Señalando las sondas que identifican los transcritos utilizados en 

inmunohistoquímica. MES (rojo); MN (azul). Mann Whitney corrección Benjamin Hochberg. 
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Figura 4.85: Diagrama de cajas de los anticuerpos estudiados mediante inmunohistoquímica. 

Media±SD. [CD45 (PTPRC), CD68, CD3 (CD3G), CD20 (MS4A1), CD56 (NCAM1), PD-L1 (CD274), PD1 

(PDCD1), TYR (Tirosinasa), PMEL, Ki67 (MKI67), MART-1 (MLANA), MIF, EMP1, IMP3, SOX10, EML1 

e HIF1Ⲁ]). T-test no pareado corrección Benjamin Hochberg. La significación se indica con *valor de 

p<0.05, ** valor de p<0.01, *** valor de p<0.001. 

 

En los MES donde hemos comprobado la respuesta inmune más abundante  

destaca la expresión significativa en el microambiente tumoral de CDH1, TYR, 

MLANA, PMEL, EML1, IMP3 e HIF1Ⲁ en MES comparado con  MN (p=0.000, p=0.012, 
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p=0.046, p=0.012, p=0.023, p=0.029 y p=0.019) y en MN encontramos solamente a CD68 

(p=0.026) como se puede observar en las Figuras 4.84 y 4.85. 

Con respecto a los genes empleados en la prueba 31-GEP para el estadiaje de 

los melanomas algunos de ellos son inducidos de manera significativa en los MES (Fig. 

4.86) en  áreas CD45+.  

 

Figura 4.86: Gráfico de tipo volcán de los marcadores de la prueba 31-GEP en ambos  tipos de 

melanoma cutáneo en las áreas CD45+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala 

logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de 

FC “fold change” a partir de los cuales se obtiene significación. Señalando las sondas que identifican los 

transcritos utilizados en la prueba 31-GEP. MES (rojo); MN (azul). Mann Whitney corrección Benjamin 

Hochberg. 
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4.5.2.2 Comparación de la serie de melanomas cutáneos en función de la 

negatividad o positividad del ganglio centinela. 

El transcriptoma de los melanomas con ganglio centinela positivo (pN#0) 

muestra diferencias significativas en  un  número importante de sondas. En los casos 

de melanoma GC+ detectamos 4264 sondas sobreexpresadas comparadas con GC- con 

un valor de p<0.05 y 2253 sondas sobreexpresadas con un valor de p<0.01 (Fig. 4.87; 

Tabla 4.31). 

Tabla 4.31: Genes sobreexpresados en el grupo GC+ comparado con el grupo GC-  

 

Destacar ALK, receptor de la tirosín kinasa y PTK2 una protein kinasa no 

receptora relacionada con la migración celular y con la activación de MAPK1/ERK2, 

MAPK3/ERK1 y de la cascada de señalización de MAP kinasas. Igualmente la 

inducción de TEX19 está ligado a un peor pronóstico en algunas neoplasias (Fig. 4.87). 

MGP TUBB4A QPRT BCHE S100B BCAN ABCA4 

RTTN TEX14 CDH9 ALK OR2D3 FNTB OR51H1 

SELENBP1 ADGRB1 TRPM3 XKR3 KCNJ13 CCDC113 MAGEL2 

FAM135B GRIFIN CC2D2A CLEC11A TEX19 TMEM98 CLRN1 

SYCP1 CARTPT MKRN3 MS4A3 PTK2 CES3 CRYBA2 

NSG1 L1CAM           
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Figura 4.87: Gráfico de tipo volcán de la serie de melanomas con y sin metástasis ganglionares. GC+ 

(rosa) y GC- (verde). El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” 

indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a partir 

de los cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). Mann Whitney corrección Benjamin 

Hochberg. Mann Whitney BH. 
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Figura 4.88. Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes BioCarta_2016. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de entrada se 

muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. El término 

en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de consulta de 

entrada. 

 

Los receptores acoplados a proteína G (GPCR) desempeñan funciones 

destacadas en la fisiología del linaje de los melanocitos, su activación inician la 

señalización celular que modula numerosos procesos celulares esenciales que ocurren 

durante la génesis del melanoma, incluida la proliferación y la migración. La 

señalización asociada a GPCR en el melanoma puede activarse mediante la unión de 

factores paracrinos a sus receptores o directamente mediante la activación de 

mutaciones (330).  

Comparando en las AOIs GC- hay una sobreexpresión de 47 sondas con un 

valor de p <0.05 y con un valor de p<0.01 encontramos 11 (Tabla 4.32). 

Tabla 4.32: Genes sobreexpresados en el grupo GC- comparado con el grupo GC+ 

ITGB8 TRAF7 ARSB CELF2 MALSU1 MDFIC FN1 

HLA-B TAP1 ABHD12 MRPS24       

 

Todas ellas en el estudio de enriquecimiento dieron como resultado las 

siguientes rutas con valor estadísticamente significativo (Fig. 4.89): 
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Figura 4.89: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes KEGG_2021_Human. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de 

entrada se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. 

El término en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de 

consulta de entrada. 

 

Los mapas de calor supervisados para los biomarcadores incluido IMP3 (Fig 

4.90A) y en general todo el transcriptoma (Fig 4.90B) permite separar los melanomas 

que ha diseminado a ganglios linfáticos de los que permanecen localizados en la piel.
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Figura 4.90. A) Heatmap supervisado de los anticuerpos estudiados en la Tesis Doctoral en ambas 

AOIs comparando los casos con diseminación ganglionar y los localizados B) Heatmap supervisado  

comparando los casos de melanoma GC+ vs. GC-. 

 

Dentro de los marcadores estudiados en esta Tesis Doctoral encontramos que 

IMP3, CD3 y EML1 mostraron diferencias estadísticamente positivas en el grupo 

pN≠0, (p=0.03, p=0.01 y p=0.02) (Fig.  4.91). Sin embargo, los genes de la prueba 31-

GEP no muestran grandes diferencias significativas entre los melanomas con 

afectación ganglionar con los pN=0 (Fig. 4.92). 
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Figura 4.91: Gráfico de tipo volcán de los marcadores histogenéticos de melanocitos en los casos con 

y sin metástasis ganglionares. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el 

eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” 

a partir de los cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). Mann Whitney corrección 

Benjamin Hochberg.  

 

Figura 4.92: Gráfico de tipo volcán de los marcadores de la prueba 31-GEP en los casos  con y  sin 

metástasis ganglionares. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje 
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“y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a 

partir de los cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). Mann Whitney corrección 

Benjamin Hochberg.  

Destacar que los marcadores IMP3, EML1  y el infiltrado de linfocitos T (CD3+) 

han resultado ser mayor expresados en los melanomas pN#0 (Fig. 4.93).  

 

Figura 4.93: Diagrama de cajas de los transcritos en melanoma cutáneo con metástasis (GC+) y sin 

metástasis (GC-) en ganglios linfáticos. Media±SD. [IMP3, CD3 (CD3G), EML1]. T-test no pareado 

corrección Benjamin Hochberg.  

4.5.2.2.1 Comparación de la serie de melanomas cutáneos en función de la 

negatividad o positividad del ganglio centinela en ROIs (S100+).   
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Figura 4.94: Gráfico de tipo volcán de la serie de melanomas con y sin metástasis ganglionares en las 

AOI S100+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” indica el 

valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a partir de los 

cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC-. Prueba U-Mann Whitney corrección Benjamin 

Hochberg.  

 

Comparando las áreas GC+ en S100+ encontramos 2632 sondas 

sobreexpresadas comparadas con GC- con un valor de p<0.05 y 1256 sondas 

sobreexpresadas con un valor de p<0.01 (Fig. 4.95) (Tabla 4.33). 

Tabla 4.33: Genes sobreexpresados en el grupo GC+ comparado con el grupo GC- 

en las AOIs S100+ 

ADGRB1 COL1A2 BCHE SERPINF1 IGFBP4 RGS1 IGFBP5 

COL6A2 TUBB4A RTTN COL6A1 FKBP10 GNG7 NLRP1 

CLEC11A FGFR1 KIF7 MAPT LRRC39 CAMK2N1 ITM2C 

PRAG1 UPK1B COL3A1 DEPP1 GRIFIN HYAL4 BGN 

ABCA1 CSN3 OR52E6 GSTM3 AFAP1L2 F13A1 DIRAS1 

NNT SYCP1 CES3 RUBCNL ZEB1 OR2D3 COL6A3 

ABCA4 ITIH6 CALR3 CCDC113 RWDD3 GLIS1 QPRT 

KCNMB4 LY9 FSTL1 CDH9 CDIN1 LDB2 KCNA7 

OR10G6 RGS5 DENND2A TNS2 CYP7B1 GSN OR6F1 

OR56A1 GARNL3 SCN1B H2BC8 GIMAP6 RPL22L1 TUB 

TM6SF2 ZNF197 FAM166C CAPN9 TBX3 FXYD1 RASAL3 

AKNA RNF180 CELF5 TSPYL5 MAGI2 SLC10A1 ESM1 

ADNJC22             
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Entre todos ellos hemos observado que la ruta Transición epitelio mesénquima, 

se encontraba expresada con un valor estadísticamente significativo de p=0.014 

compuesto por los siguientes genes [ITGB5, IGFBP4, FUCA1, BGN, P3H1, PCOLCE, 

FBLN1, TNFRSF11B, FSTL1, FBLN2, RGS4, GREM1, COL1A2, CXCL12, COL5A1, ID2, 

COL6A2, SERPINH1, COL6A3, EDIL3, SNTB1] (Fig. 4.95). 

Figura 4.95: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes MSigDB_Hallmark_2020. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de 

entrada se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. 

El término en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de 

consulta de entrada. 

 

En las AOIs GC- hay una sobreexpresión de 79 sondas con un valor de p <0.05 

en S100+; y con un valor de p<0.01 encontramos 32 (Tabla 4.34). Entre ellas destaca la 

E-Cadherina, VGF así como TRIP6 y FN1 implicados en la adhesión celular y la 

melanogénesis. Así como otras moléculas como CAPN2 implicada en la senescencia 

celular (Fig. 4.96). 
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Tabla 4.34: Genes sobreexpresados en el grupo GC- comparado con el grupo GC+ 

en las AOIs S100+ 

CNOT6 ARID1B ARHGDIA ETV4 MAFF PKD2 WDR54 

LMF2 TMCO3 CCN3 CDH1 ITPKB ZBTB5 VGF 

CSTB PPIAL4A ACOT7 CAPN2 ARSB CELF2 MDFIC 

FN1 SLC50A1 NFIB ENTPD6 PLXNC1 ANKRD10 YWHAH 

TRIP6 LARP1 MRPS24 BAMBI       

 

Figura 4.96: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes BioCarta_2016. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de entrada se 

muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. El término 

en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de consulta de 

entrada. 

 

Encontramos diferencias significativas en pN≠0 con los pN=0 en los marcadores 

de melanoma cuando se evalúan sólo las AOI S100+ con las sondas de IMP3, EML1 y 

CDH1 (p=0.04, p=0.02 y p=0.01, respectivamente) (Fig. 4.97), con respecto a los genes 

de la prueba 31-GEP no hubo diferencias significativas destacables (Fig. 4.98).  
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Figura 4.97: Gráfico de tipo volcán de los marcadores histogenéticos de melanocitos en los casos  con 

y sin metástasis ganglionares en las AOI S100+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en 

escala logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p 

y de FC “fold change” a partir de los cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). Mann 

Whitney corrección Benjamin Hochberg.  
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Figura 4.98: Gráfico de tipo volcán de los marcadores empleados en la prueba 31-GEP en los casos  

con y sin metástasis ganglionares en las AOI S100+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en 

escala logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p 

y de FC “fold change” a partir de los cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). Mann 

Whitney corrección Benjamin Hochberg.  

 

4.5.2.2.2 Comparación de la serie de melanomas cutáneos en función de la 

negatividad o positividad del ganglio centinela en ROIs (CD45+) 

Comparando las áreas GC+ en CD45+ encontramos 5364 sondas 

sobreexpresadas comparadas con GC- con un valor de p<0.05 y 1781 sondas 

sobreexpresadas con un valor de p<0.01 (Fig. 4.99). De los cuales los siguientes tres 

tienen un FC<2: FGFBP2, CLRN1 y MYH7. 
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Figura 4.99: Gráfico de tipo volcán de la serie de melanomas con y sin metástasis ganglionares en las 

AOI CD45+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en escala logarítmica); el eje “y” indica el 

valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p y de FC “fold change” a partir de los 

cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). Mann Whitney corrección Benjamin Hochberg.  

 

 Encontramos entre las rutas significativamente expresadas en pN≠0 la ruta de 

señalización de regulación NODAL (Fig. 4.100). Nodal es un morfógeno embrionario 

que pertenece a la superfamilia TGF-β, es un importante regulador del destino de las 

células madre embrionarias. Recientemente han demostrado Strizzi y colaboradores 

que Nodal se expresa significativamente en melanoma agresivo. Está propuesto como 

nuevo marcador de diagnóstico y un objetivo terapéutico en el melanoma, ya que 

promueve procesos de agresión tumoral (393, 394).  
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Figura 4.100: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes BioPlanet_2019. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de entrada 

se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. El término 

en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de consulta de 

entrada. 

En las AOIs GC- hay una sobreexpresión de 7 sondas con un valor de p <0.05 

en CD45+ (Tabla 4.35) y con un valor de p<0.01 encontramos 3. Siendo sus rutas 

metabólicas destacadas y significativas las que se detallan en la Figura 4.101.

Tabla 4.35: Genes sobreexpresados en el grupo GC- comparado con el grupo GC+ 

en las AOIs CD45+ 

FCGR3A LYZ SERPINE1 JCHAIN APOC1 IGHA1 H4C12 
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Figura 4.101: Gráfico de barras de los términos más enriquecidos de la biblioteca de conjuntos de 

genes NCI-Nature_2016. Los 10 términos enriquecidos principales para el conjunto de genes de entrada 

se muestran en función del -log10 (valor p), y el valor p real se muestra junto a cada término. El término 

en la parte superior tiene la superposición más significativa con el conjunto de genes de consulta de 

entrada. 

  

Encontramos diferencias significativas en el grupo pN≠0 en los marcadores de 

melanoma CD3, SOX10, PD-L1 (CD274), EML1 y marginalmente IMP3 (p=0.007, 

p=0.018, p=0.040, p=0.049 y p=0.055) (Fig. 4.102). Con respecto a los genes de la prueba 

31-GEP no muestran grandes diferencias significativas entre los melanomas con 

afectación ganglionar con los pN=0  cuando se evalúan sólo las AOI CD45+ (Fig.  

4.103). Siendo el transcriptoma en las áreas CD45+ entre los casos GC+ y GC- 

diferentes según se extrae del análisis del heatmap (Fig. 4.104)  
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Figura 4.102: Gráfico de tipo volcán de los marcadores histogenéticos de melanocitos en los casos con 

y  sin metástasis ganglionares en las AOI CD45+. El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE en 

escala logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de p 

y de FC “fold change” a partir de los cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). T-test no 

pareado corrección Benjamin Hochberg.  

 

 

Figura 4.103: Gráfico de tipo volcán de los marcadores empleados en la prueba 31-GEP en los casos  

con y  sin metástasis ganglionares en las AOI CD45+.  El eje “x” muestra la expresión diferencial (DE 
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en escala logarítmica); el eje “y” indica el valor-p de cada sonda. La línea de puntos indica el umbral de 

p y de FC “fold change” a partir de los cuales se obtiene significación. GC+ (rosa); GC- (verde). Mann 

Whitney corrección Benjamin Hochberg.  

 

Figura  4.104: “Heatmap” supervisado  comparando los casos de melanoma cutáneos GC+ vs GC- en 

las áreas CD45+. 
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CAPÍTULO 5 

Discusión 

 

Este trabajo de Tesis Doctoral ha tenido dos fases, la realización de un estudio 

experimental donde hemos comprobado el diferente comportamiento de dos líneas 

celulares de melanoma xenoinjertadas y su respuesta frente al tratamiento con RT y 

MSC de cordón umbilical, y donde hemos constatados las diferencias en el 

transcriptoma de cada una de estas condiciones. En segundo lugar, se ha llevado a 

cabo un estudio clínico-patológico con una cohorte de melanomas cutáneos donde 

hemos podido evidenciar diferencias en la expresión inmunohistoquímicas y 

moleculares entre los subtipos histopatológicos más frecuentes de melanoma y entre 

melanomas con o sin metástasis ganglionares. Por último, en la búsqueda de 

biomarcadores pronóstico candidatos para el melanoma hemos analizado el papel de 

diferentes moléculas entre las que la expresión de IMP3 ha resultado tener un valor 

pronóstico negativo.  
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5.1 Hallazgos del comportamiento de las dos líneas de melanoma 

xenoinjertadas 

 

Encontramos evidencia de que los tumores generados por A375 y G631, líneas 

celulares xenoinjertadas de melanoma humano tienen distinta capacidad de 

proliferación y de inducir metástasis. Además el tratamiento combinado de MSC y RT 

modifica la expresión inmunohistoquímica de las moléculas relacionadas con la 

proliferación celular y la facilitación del proceso metastásico.  

Las líneas celulares de melanoma humano A375 y G361 muestran mutación en 

los genes BRAF p.600VE y CDKN2A. Kim y cols. (395) demostraron que las líneas 

celulares A375 y G361 tienen menor capacidad migratoria e invasiva que otras líneas 

celulares de melanoma como la A2058 o la SK-MEL-28 y que la capacidad metastásica 

de la línea celular dependía del perfil lipídico de las células de melanoma humano. 

Además, la potencia de crecimiento y la invasividad de la línea celular G631 coincide 

con la de la línea celular A375 pero rara vez forma metástasis pulmonares (186).  

 

5.2 Hallazgos del tratamiento de los xenotumores con MSC y RT 

Las células madre/estromales mesenquimales (MSC) multipotentes tienen un 

fuerte tropismo hacia las células cancerosas, por lo que se están probando como 

herramientas para la administración dirigida de sustancias terapéuticas para el 

tratamiento del melanoma. Sin embargo, diferentes enfoques experimentales para la 

inducción del melanoma y el tratamiento de las MSC pueden tener un impacto directo 

en los resultados. Los ensayos de biodistribución realizados avalan la no inducción de 

tumores a no ser que las MSC estén previamente transformadas. 

La radiación ionizante se aplica frecuente y eficazmente en oncología. Los datos 

publicados por nuestro grupo nos han llevado a diseñar un nuevo modelo biofísico 

para la interpretación de la respuesta tumoral a la radiación. Estudios in vivo que 

demostraron el efecto sinérgico de RT combinado con la terapia con células 
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mesenquimales en el tratamiento de tumores xenoinjertados indican que las MSC 

podrían usarse como tratamiento adyuvante para el cáncer. Esto se debe a que las MSC 

activadas aumentan el efecto terapéutico de la RT al secretar exosomas y proteínas en 

el tumor y en los focos metastásicos  (390).   

En estudios previos del grupo de Ruiz de Almódovar presentaron los principios 

teóricos y métodos experimentales que nos han permitido evaluar cuantitativamente 

el efecto de la radioterapia exclusiva (RT) y de las combinaciones de radioterapia con 

terapia con células mesenquimales (RT+MSC), in vitro cultivos de células cancerosas y 

xenotumores humanos in vivo. Nuestros estudios preclínicos indican que las células 

madre mesenquimales-estromales derivadas del cordón umbilical irradiadas con una 

dosis de radiación baja LET (MSC*) de 2Gy sobreexpresan genes supresores de 

tumores y reguladores de la inflamación que son inductores de la muerte de las células 

tumorales y producen efectos antitumorales locales y sistémicos con RT. Estos 

resultados sugieren efectos sinérgicos cuando ambos tratamientos se aplican juntos en 

modelos tumorales. A esto lo hemos denominado “Mesenchymal Enhancement Ratio” 

(MSC-ER) y sus valores nos permiten afirmar que el tratamiento combinado de RT con 

MSC o MSC*, es dos veces más eficiente sobre el volumen tumoral que el tratamiento 

con RT solo. Este factor es de magnitud similar cuando se comparan el efecto bystander 

de largo alcance de la radioterapia producidos por la RT sola en tumores no irradiados 

frente a los efectos producidos por el tratamiento combinado (RT+MSC) en tumores 

no irradiados. Además, la combinación de tratamientos produce una reducción 

importante (62%) en el potencial metastásico de un xenoinjerto de melanoma 

metastásico humano, lo que sugiere que un ensayo clínico, construido sobre los 

fundamentos de nuestro estudio preclínico, hipotéticamente, podría conducir a una 

importante mejora en los resultados de la RT en el tratamiento del cáncer humano. 

Estamos convencidos de que un ensayo clínico basado en estos principios merece ser 

intentado. 

Los experimentos que hemos publicado en nuestros artículos anteriores, tanto 

in vitro como in vivo, han demostrado tener reproducibilidad y repetibilidad mediante 

la concordancia de resultados de al menos tres conjuntos diferentes de experimentos 
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realizados utilizando diferentes modelos de células para producir resultados de 

cultivos celulares de la evaluación de la cinética de crecimiento de células cancerosas 

humanas después de diferentes esquemas terapéuticos y para medir la cinética de 

crecimiento tumoral de xenotumores implantados en la pata trasera de ratones 

inmunodeficientes. En todos los experimentos realizados los tratamientos fueron: 

radioterapia, terapia celular con MSC de cordón umbilical, combinación de 

radioterapia y MSC o dejar sin tratamiento alguno. Hemos ajustado todos los 

resultados obtenidos a un modelo matemático de aumento exponencial. El modo de 

crecimiento es "exponencial" cuando las células aumentan su tamaño a un ritmo 

proporcional a su tamaño actual. Bajo el supuesto de crecimiento exponencial, el 

número de células al inicio del experimento (No), su número (N) después de un tiempo 

(t) y la tasa de crecimiento (k), están relacionados entre sí por: 

  

  

Usando la ecuación [V] hemos obtenido la inferencia de los resultados y los 

coeficientes de correlación han demostrado el ajuste correcto del resultado 

experimental al modelo aplicado.  

Ruiz de Almódovar y colaboradores evaluando la regresión lineal de diez 

experimentos in vitro utilizando células de melanoma humano cultivadas en 

condiciones control y postratamientos con radioterapia (RT), terapia celular con células 

mesenquimales del estroma del cordón umbilical (MSC) y con una combinación de 

radioterapia y MSC (RT+MSC) y MSC activadas con dosis de radiación de 2Gy 

(RT+MSC*);  analizando el número de células en cada disco de cultivo diariamente 

durante cinco días después del tratamiento, observaron que los puntos experimentales 

se ajustaron mediante regresión lineal simple a un modelo de cinética de crecimiento 

exponencial, con lo que poder estudiar las relaciones estadísticas entre el número de 

células y el tiempo y obtener la constante de crecimiento y el tiempo de duplicación 

correspondientes a cada línea. Las pendientes de estas rectas les permitieron afirmar 

que las diferencias globales entre ellas son claramente significativas p=0.0191 (Tovar y 
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cols., en prensa). Nuestro modelo matemático para calcular la pérdida celular se basa 

en la cinética de crecimiento exponencial de las células tumorales y está inspirado en 

la ecuación teórica propuesta por G.G. Steel en su trabajo “La pérdida celular como 

factor en la tasa de crecimiento de los tumores humanos” (217). La ecuación aplicada 

en nuestros trabajos (276, 390)  fue la siguiente: 

 

En el que φ es la pérdida celular, TD (control) es el tiempo de duplicación del 

volumen de los tumores no tratados y TD (tratamiento) es el tiempo de duplicación del 

volumen en cada uno de los grupos de tratamiento: MSC, MSC*, RT y RT+MSC. 

Es importante entender que este factor de "pérdida celular" es biofísica y 

operativamente determinante del segundo término del producto incluido en nuestra 

ecuación para la supervivencia final y, en última instancia, es una estimación 

cuantitativa del aumento de la muerte celular que Las células mesenquimales se suman 

al efecto citorreductor de la radioterapia. En el factor de pérdida celular, tras la 

radioterapia, se incluyen los siguientes mecanismos: a) todas las formas de muerte 

celular (396), b) alargamiento de la duración media del ciclo celular producido por el 

tratamiento (397), c) células que tienen un ciclo celular nulo o potencial de crecimiento 

restringido debido a una mala reparación del daño o porque se han complicado en una 

progresión de diferenciación (398) y d) células cancerosas tumorales periféricas que se 

liberan en circulación diariamente (399). 

 

Para estudiar in vivo el papel de las MSC como agente supresor de tumores 

hemos realizado ensayos previos utilizándolas solas o en combinación con 

radioterapia, implantamos células tumorales en ambos flancos de ratones NOD/SCID 

gamma para producir xenotumores bilaterales (276, 390). A los ratones tratados con 

MSC se les inyectaron por vía intraperitoneal 106 MSC de cordón umbilical una vez 

por semana durante cuatro semanas consecutivas. Los ratones tratados con RT (2Gy) 

recibieron radiación una vez por semana (RT) y los ratones tratados con el tratamiento 

combinado (RT+MSC) recibieron 106 MSC una vez por semana más 2Gy de radiación 
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siempre al día siguiente de la infusión de MSC (RT+MSC). En este grupo, un lado de 

los ratones con un tumor recibe irradiación (RT) y el otro permanece ingenuo a la 

radioterapia y solo se ve afectado por el efecto espectador sistémico (bystander) By(RT) 

y By(RT+MSC), respectivamente. Se realizó un control de la administración de dosis 

para excluir los efectos directos de la radiación en el lado contralateral no irradiado 

(276). El volumen del tumor se calculó mediante la fórmula: 

 

Donde a y b son los valores para el diámetro menor y mayor, respectivamente. 

Los ratones con tumores mayores de 60 mm3 se distribuyeron aleatoriamente en 4 

grupos diferentes: control, radioterapia, terapia con MSC y radioterapia más terapia 

con MSC. Los resultados fueron superponibles a los obtenidos en la presente Tesis 

Doctoral. 

Al comparar todos los ensayos con las líneas entre ellas, encontramos que la 

comparación entre Control versus MSC tuvo diferencias significativas (p=0.0140). 

Además, las comparaciones entre: Control vs. RT (p=0.0188), Control vs. RT+MSC 

(p<0.0001) y Control vs. By(RT+MSC) (p=0.0212) mostraron diferencias claramente 

significativas. Es muy interesante que las diferencias entre los tumores Control y no 

irradiados en los ratones tratados con RT sola By(RT) y en el control versus los tratados 

con RT+MSC By(RT+MSC) son en ambos casos también significativas (p=0.0212 y 

0.0215, respectivamente). 

Nuestro grupo ha definido el “Mesenchymal Enhancement Ratio” (MSC-ER) 

como el ratio del efecto antitumoral producido por la combinación de radioterapia más 

terapia con MSC (RT+MSC) dividido por el efecto antitumoral producido por la 

radioterapia exclusiva (RT). Utilizando los valores de pérdida celular de los 

experimentos y tomando el valor promedio de pérdida celular producida por RT+MSC 

y RT+MSC*, el índice de mejora mesenquimal (MSC-ER) obtenido en nuestros 

experimentos previos in vitro fue: 
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Este valor cuantitativo de MSC-ER significa que el tratamiento combinado 

(RT+MSC) tiene un poder citorreductor casi dos veces mayor que el efecto de la RT 

utilizada sola. Este hallazgo sustenta fuertemente los tiempos de duplicación de los 

experimentos in vivo y coinciden con los resultados de la presente Tesis Doctoral. 

 

Además, cabe destacar que la infusión de MSC en ratones tratados con RT 

representó una reducción en la cantidad de micrometástasis que es posible identificar 

en el hígado de los ratones con xenotumor de células A375 en comparación con el 

grupo tratado sólo con RT, lo que indica que la combinación RT+MSC produce una 

reducción importante en el potencial metastásico de los xenoinjertos de melanoma 

humano A375. Este resultado muestra que las proteínas o exosomas derivados de MSC 

irradiadas pueden ser un factor determinante en la mejora de los efectos de la radiación 

antitumoral que conducen a un mayor control de la metástasis. Después de eso, 

podríamos afirmar: “La radioterapia en sí misma puede no ser sistémica, aunque 

podría contribuir a un efecto sistémico cuando se usa en combinación con células 

madre mesenquimales”. 

 

5.3 Hallazgos del efecto radiación sobre MSC 

A la vista de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral nos preguntamos 

¿Cuál podría ser el mediador de las acciones antitumorales de las MSC?. Cuando 

comparamos la actividad citotóxica de cada uno de los tratamientos evaluados en 

nuestros experimentos, los resultados muestran que existen diferencias significativas 

entre: Control y RT y RT+MSC, mostrando el efecto potenciador de la RT producida 

por las MSC independientemente de si estas células han sido activadas con radiación 

o se utilizan en su estado basal. Este resultado concuerda con otros resultados 

publicados que revelan que la activación de las MSC puede ocurrir después del 
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tratamiento con una molécula citotóxica como es el TNF-α, que potencia la actividad 

supresora de tumores en las MSC y también a través del ADN producido por células 

tumorales apoptóticas mediante el tratamiento de células tumorales con el agente 

citotóxico, que aumenta las interacciones de patrones moleculares adicionales 

asociados al daño, mejorando la expresión de TRAIL y DKK3 (277, 400) cuyas 

actividades antitumorales son bien conocidas. Partiendo de estos resultados hemos 

demostrado que los niveles de ARNm de TRAIL, DR5 y DKK3, y la expresión de sus 

correspondientes proteínas, aumentan significativamente (276, 390) en MSC tras el 

tratamiento con 2Gy, alcanzando niveles máximos de TRAIL a las 24 y 30 horas 

después de la irradiación, DR5 después de 4 horas y DKK3 a las 30 horas después de 

la irradiación (276). Estos resultados se confirmaron en un segundo experimento en el 

que se investigó la respuesta del ARNm de ANXA1 cuando las células MSC se 

estimulan con 2Gy. Los resultados de este experimento mostraron la sobreexpresión 

de TRAIL y DKK3 encontrados (390), lo cual fue consistente con los resultados de 

nuestro trabajo anterior (276), y la sobreexpresión del ARNm de ANXA1 encontrado 

se asoció con la abundante presencia de la proteína Anexina A1 en los exosomas 

separados del medio de cultivo de células MSC irradiadas (276); pero que otros muchos 

transcritos son modificados de manera significativa al valorar las muestras tumorales 

mediante GeoMx®DSP como hemos demostrado en los resultados preliminares en la 

presente memoria de Tesis Doctoral. 

Además, previamente hemos demostrado que: a) los exosomas secretados por 

las MSC son cuantitativa, funcional y cualitativamente diferentes  de los exosomas 

secretados por las MSC*; b) el medio condicionado de MSC* redujo la supervivencia 

en cultivos celulares de A375 y G361 en una fracción muy significativa cuando se 

compara esta actividad contra la actividad del medio condicionado obtenido del 

cultivo de MSC (p<0.001); c) las microvesículas y exosomas de MSC y MSC* tienen 

efectos similares; d) las diferencias encontradas fueron estadísticamente significativas 

entre la actividad citotóxica medida en microvesículas (p<0.05) y exosomas (p<0.0001) 

obtenidos de MSC y MSC* (390). 
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Nuestro equipo de investigación ha demostrado que la presencia de anexina es 

abundante y muy significativa sólo en los exosomas liberados de las células activadas 

con una dosis de radiación de 2Gy (MSC*) (390) y ausente en las MSC en estado basal. 

El paradigma de esta familia, ANXA1, ha sido ampliamente reconocido como un 

mediador antiinflamatorio que influye en la migración y las respuestas celulares de 

varios tipos de células del sistema inmunológico innato (401). Además, nuestros datos 

demuestran que el ARNm de ANXA1 está regulado positivamente después de la 

irradiación de las MSC, lo que explica la enorme cantidad de la proteína Anexina A1 

en los exosomas separados de las MSC*. Recientemente se han revisado algunos 

aspectos biológicos clave de ANXA1, el posible gen supresor de tumores, la capacidad 

de modular la apoptosis de las células tumorales inducida por la radiación y las 

actividades antitumorales, antiinflamatorias y anticoagulantes de ANXA1 (402). Estos 

resultados obtenidos por qPCR han sido refrendados mediante trasncriptómica 

espacial en esta memoria. 

En conjunto, estamos convencidos de que TRAIL, DKK3 y ANXA1 están 

fuertemente involucrados en los efectos espectadores y abscopales a corto y largo plazo 

producidos por MSC a través de las proteínas secretadas y los exosomas liberados 

cuando MSC se aplica junto con radioterapia en tratamientos experimentales contra el 

cáncer. 

 

5.4 Hallazgos del estudio de transcriptómica espacial de los melanomas 

xenoinjertados 

Al realizar el estudio transcriptómico espacial mediante GeoMx®DSP hemos 

podido comprobar que el tratamiento de RT+MSC en los melanomas xenoinjertados 

es mucho más profundo con la regulación de muchos genes. En particular en las 

Figuras 4.36 y 4.46 de tipo volcán se puede apreciar el importante número de sondas 

que se ven modificadas por efecto combinado de la RT+MSC  y como en los heatmap 

podemos distinguir  entre las líneas  y entre los tratamientos realizados  por su perfil 

transcriptómico. 
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Contrariamente a los resultados conseguidos en este trabajo en el metaanálisis 

con 11 artículos que realizaron Cordeiro y cols.,  en el que se seleccionaron aquellos 

que utilizaron células madre como intervención para modelos animales de melanoma 

utilizando la G de Hedges para el metaanálisis y la metarregresión de efectos 

aleatorios. Todos los estudios probaron los efectos de una única inyección de MSC (de 

médula ósea o tejido adiposo) mezcladas con células de melanoma de ratón B16 o con 

células de melanoma humano (A375 o M4Beu) en ratones favorecieron tanto la 

incidencia como el crecimiento tumoral del melanoma. Sus resultados muestran que 

las MSC son pro-tumorigénicas en modelos de ratones con coinyección de células de 

melanoma, lo que aumenta tanto la incidencia como el crecimiento del tumor (403).  

No obstante, los 11 estudios seleccionados utilizaron la coinyección, modelos en 

los que se mezclan e inyectan células de melanoma y MSC simultáneamente. Aunque 

algunos estudios que utilizaron modelos de melanoma preestablecidos llegaron a la 

fase de cribado, desafortunadamente, no cumplían con todos los criterios de 

elegibilidad y no fueron analizados. Esta es una limitación importante, ya que se 

conoce la existencia de interacción entre células del melanoma y MSC antes de la 

inyección (255). De hecho, los efectos de MSC sobre el cáncer pueden cambiar 

drásticamente dependiendo del protocolo de administración lo que justifica en parte 

que los resultados en los diferentes laboratorios sean aparentemente contradictorios.   

Entre las posibles desventajas de las MSC en la terapia contra el cáncer se 

encuentra el hecho de que los tumores sólidos en su microambiente están compuestos 

por una mezcla heterogénea de matriz extracelular, vasos sanguíneos, células inmunes 

e inflamatorias, tejido conectivo y MSC. En general, se cree que las MSC pueden estar 

involucradas en muchos aspectos de la regulación de la vigilancia inmune, la apoptosis 

y la angiogénesis durante el desarrollo del tumor como fuente de factores solubles 

contribuyen al desarrollo del tumor: (i) modulando la vigilancia inmune; (ii) 

promoviendo la metástasis; y (iii) mediando la transición epitelial-mesenquimatosa.  

En un estudio reciente sobre los efectos de las MSC sobre el cáncer de mama se informó 

que las MSC eran sólo protumorigénicas cuando se inyectan conjuntamente con las 

células cancerosas (404). En un modelo de osteosarcoma de ratón, las MSC humanas 
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promovieron el crecimiento tumoral y la metástasis, las MSC humanas promovieron el 

crecimiento tumoral y la metástasis en  experimentos tanto in vivo como in vitro (405). 

Una observación similar también se informó en otras líneas celulares cancerosas co-

implantadas con MSC en carcinomas de colon (406), carcinomas de ovario (407) y 

cáncer gástrico (408). 

Se ha prestado cada vez más atención a la terapia del cáncer con MSC y a la 

relación entre las células madre y las células tumorales. La creciente evidencia muestra 

que las hMSC albergan sitios de tumorigénesis, donde inhiben la función de las células 

tumorales. Un estudio reciente sugiere que las MSC tienen tropismo por los gliomas 

humanos después de la administración intravascular y local y aumentan 

significativamente la tasa de supervivencia de los ratones con tumores (409). 

Está claro que las señales derivadas de tumores tienen una capacidad notable 

para atraer MSC. En casi todos los tipos de cáncer se ha observado una migración 

dirigida hacia los microambientes de tumores primarios y metastásicos y su 

incorporación a ellos. En general, se piensa que las MSC pueden estar involucradas en 

muchos aspectos del desarrollo tumoral como fuente de factores solubles para regular 

la vigilancia inmune, la apoptosis y la angiogénesis, y cuando entran en contacto con 

las células tumorales, las MSC modulan el crecimiento y la supervivencia del tumor. 

Aunque no existe controversia científica sobre el tropismo de MSC para 

microambientes tumorales, la función de las MSC en los microambientes tumorales 

parece ambigua y complicada debido a resultados contradictorios de diferentes 

estudios en distintos tipos de cáncer. En la actualidad hay cada vez más evidencia de 

que las MSC ejercen efectos estimuladores (410) o inhibidores (411) sobre el crecimiento 

y la invasión del tumor a través de la interacción directa o indirecta con las células 

tumorales (412). Por lo tanto, las MSC hay quien las ha considerado “armas de doble 

filo” que pueden suprimir o promover el crecimiento y la invasión tumoral. Si sus 

propiedades se modifican adecuadamente mediante ingeniería genética con genes 

anticancerígenos con sustancias exógenas para la expresión/secreción de una sustancia 

terapéutica deseada o por la radioterapia, que hemos comprobado cómo estimula la 

producción de diferentes proteínas. Las MSC podrían emplearse como una nueva 
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herramienta para la terapia génica de tumores malignos. En los últimos años, las MSC 

diseñadas genéticamente han sido investigadas exhaustivamente como una novedad 

y utilizadas como vehículo para la terapia genética del cáncer. 

 

5.5 Hallazgos sobre el papel de IMP3 como biomarcador 

En melanoma sólo unos pocos estudios previos proponen que IMP3 desempeña 

un papel crucial, como biomarcador, en el establecimiento de la capacidad invasiva y 

metastásica del melanoma, por lo tanto lo que lleva a un peor pronóstico (294, 395, 413). 

El mecanismo por el cual IMP3 afecta la proliferación, progresión y metástasis de 

tumores ha sido investigado por diferentes grupos. Deforzh et al. (414) demostró que 

IMP3 y otras proteínas relacionadas (ILF3/NF90 y PTBP1) se unen a los ARNm de 

ciclina 3'UTRS que activan las vías de las ciclinas D1, D3 y G1. Este mecanismo los 

protege de la traslación, represión inducida por el reclutamiento dependiente de 

miARN del complejo AGO2/GW182 en células cancerosas humanas. Además, Sheen 

et al. (415) confirma que IMP3 tiene un papel crítico en la invasión y metástasis del 

melanoma por regular la expresión del ARNm de HMGA2. IMP3 está directamente 

relacionado con la expresión de HMGA2 en tejido de melanoma y en células. Además, 

IMP3 interactúa en la migración celular e invasión mediante la activación de la vía NF-

Kb. Algunas quimiocinas, específicamente la IL-8, parecen desempeñar un papel 

importante funciones que promueven la progresión de las células IMP3.  

Se ha demostrado que IMP3 está sobreexpresado en una amplia variedad de 

cánceres humanos. Burdelski et al. (416) ha analizado la expresión de IMP3 en 76 

muestras de tejidos normales y 3.889 muestras de cáncer de 95 tumores diferentes. Con 

ellos demostró que la alta expresión de IMP3 es común en la mayoría tipos sólidos de 

cáncer humano y a menudo está relacionado con efectos adversos en las propiedades 

tumorales como se muestra en un metaanálisis reciente que revela un índice de riesgo 

de 2.08 para la disminución supervivencia cuando IMP3 se expresa altamente en 

tumores sólidos (415). Además, estudios in vitro han demostrado la implicación de 

IMP3 en la promoción de células tumorales proliferación, adhesión e invasión (417).  
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También se ha demostrado que la sobreexpresión de células IMP3 está asociada 

con una mayor proliferación, mayor migración, tumorigénesis significativamente 

mejorada y aumento potencial metastásico en un modelo de ratones (187). Estos 

resultados son consistentes con los de esta Tesis Doctoral, dado que la línea celular de 

melanoma xenoinjertada con la mayor capacidad de proliferación y metástasis está 

asociada con una mayor expresión de IMP3.  

La expresión de IMP3 se correlacionó significativamente con el antígeno de 

proliferación Ki-67, el número de metástasis, la expresión de PARP1 y expresión 

reducida de E-Cadherina.  

Además, la reducción de la expresión inmunohistoquímica de IMP3 después del 

tratamiento con RT+MSC en nuestros resultados está relacionado con un tamaño 

tumoral más reducido (Fig. 4.13). La expresión IMP3 parece desempeñar un papel 

similar en neoplasias de diferentes orígenes histogenéticos como el hepatocarcinoma y 

carcinoma renal de células claras. 

La expresión de IMP3 se ha asociado con la formación del tumor, invasión, 

metástasis y proliferación celular (expresión Ki-67). La correlación entre la expresión 

IMP3 y el pronóstico ha sido establecida (418). En nuestro estudio se encontraron 

correlaciones originales en el modelo de ratón con xenoinjerto de melanoma que no 

han sido publicadas previamente. La transición epitelio mesénquima (EMT) es un 

proceso que resulta de la ganancia de movilidad celular con menor propiedad adhesiva 

para la organización del cuerpo, incluido el desarrollo embrionario y cicatrización de 

heridas. Este proceso se considera clave para las metástasis del cáncer (419). Algunos 

de los marcadores moleculares de la EMT son; la regulación negativa de la E-Cadherina 

(que provoca la pérdida de unión entre células) y la regulación positiva de las proteasas 

que degradan la matriz, proteínas relacionadas con el mesénquima (como vimentina y 

N-Cadherina). El reordenamiento del citoesqueleto de actina y la regulación positiva o 

translocación nuclear de los factores de transcripción subyacentes al programa 

genético específico del EMT (como la Ⲁ-catenina y los individuos de la familia snail).  

Nuestros resultados sobre el tratamiento combinado de RT y MSC en 

melanomas xenoinjertados constatan la reducción del tamaño del tumor, frecuencia de 
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metástasis y la metástasis de fenotipo EMT/PARP1. Este tratamiento también reduce 

la expresión de moléculas relacionadas con la proliferación celular (Ki-67), moléculas 

que facilitan la metástasis proceso (E-Cadherina), y moléculas relacionadas con 

pronóstico (IMP3).  

Por lo tanto, IMP3 es una proteína clave para la invasión tumoral y metástasis, 

que también contribuye a la EMT (420). La sobreexpresión de IMP3 reduce la expresión 

de E-Cadherina y regula positivamente a slug (un objetivo funcional de IMP3 y 

vimentina en las células transfectadas). IMP3 podría promover la invasión y la 

migración a través de la EMT en células de cáncer de mama MDA-MB-231. A pesar de 

lo que se podría esperar, después de inhibir IMP3 da como resultado la expresión 

opuesta de las tres proteínas (420). La EMT es una transdiferenciación en la que los 

marcadores epiteliales, como la E-Cadherina, están disminuidos. Las moléculas de 

adhesión como E-Cadherina y N-Cadherina, que juegan un papel importante en la 

progresión del melanoma (35), están también relacionadas con la progresión de IMP3. 

Wu et al. (421) demostraron que la sobreexpresión de IMP3 regula a la baja la expresión 

de E-Cadherina, pero regula positivamente la expresión de N-Cadherina, vimentina, 

slug, snail, y MMP9. Cuando se inhibe IMP3, los efectos oncogénicos están 

disminuidos. También demostraron que el silenciamiento de IMP3 inhibió el 

crecimiento tumoral y mejoró la supervivencia del xenoinjerto portador de 

glioblastoma humano en ratones desnudos.  

Con respecto a la expresión de IMP3 en nuestra serie clínica retrospectiva se ha 

demostrado que está significativamente relacionada con la presencia de metástasis en 

los ganglios linfáticos (p=0.034) y a factores pronósticos relevantes como el espesor de 

Breslow y Nivel Clark. Realizando más estudios, IMP3 podría ser considerado como 

candidato a factor pronóstico en melanoma. 

 

5.6 Hallazgos de otros biomarcadores 

En el melanoma humano, la expresión de PARP1 y HIF-1α están fuertemente 

asociados. HIF-1α está post transcripcionalmente modificado y estabilizado por 
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PARilación en residuos específicos K/R ubicados en el extremo C-terminal. Utilizando 

un enfoque ChIP-seq imparcial, Martí y colaboradores (422) demostraron que PARP1 

dicta el reclutamiento de HIF dependiente de la hipoxia en la cromatina en una 

variedad de genes regulados por HIF, mientras que el análisis de los motivos de unión 

de HIF (RCGTG) revela una restricción en el reconocimiento de elementos que 

responden a la hipoxia en ausencia de PARP-1. En consecuencia, las células están mal 

adaptadas a la hipoxia y muestran una aptitud reducida durante la inducción 

hipóxica... Estos datos caracterizan la regulación de ajuste por PARP1/PARilación de 

la activación de HIF y sugieren que los inhibidores de PARP podrían tener efectos 

terapéuticos potenciales contra los tipos de cáncer que muestran sobreactivación de 

HIF-1α.  

El silenciamiento de HIF-1α utilizando tecnología de interferencia de ARN, ha 

demostrado tener un impacto significativo en el comportamiento de las células de 

melanoma uveal. Se ha observado una marcada disminución en la migración, invasión 

y adhesión de estas células. Además, mediante el análisis de microarrays GeneChip, se 

ha descubierto que varios genes implicados en la regulación de la invasión y el 

metabolismo del cáncer muestran una activación por hipoxia dependiente de HIF-1 en 

las células de melanoma uveal Mum2B. Entre estos genes se encuentran CXCR4, la 

proteína relacionada con la angiopoyetina y la piruvato deshidrogenasa quinasa 1 

(PDK1) (423).   

 

El estudio realizado por Oliver et al. ha proporcionado evidencia importante 

sobre el papel de PARP1 en la activación de factores inducibles por hipoxia, que son 

críticos en la neovascularización tumoral, así como en el mimetismo vasculogénico 

(MV) (424). En xenoinjertos de melanoma uveal, el inhibidor de PARP olaparib mejoró 

la cobertura de pericitos in vivo específicamente de los canales MV. La inhibición de 

PARP y la hipoxia modularon la formación de tubos de melanoma in vitro, induciendo 

una arquitectura tubular más escasa y regular. El perfil del transcriptoma completo 

puso de manifiesto que este tratamiento en condiciones hipóxicas modula la expresión 
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de genes implicados en la vasculogénesis durante la formación del tubo, mejorando el 

fenotipo de tipo endotelial de las células VM+ (424).  

Un miembro de la familia GAS3 de proteínas transmembrana de 157 aa es la 

EMP1 que se ha relacionado con el crecimiento y la diferenciación celular (193). La 

sobreexpresión de EMP1 ha sido demostrada recientemente como un nuevo factor de 

mal pronóstico en leucemias (197). Por el contrario, en otras neoplasias, EMP1 se ha 

relacionado con la supresión de tumores. El ARNm de EMP1 se reduce en el carcinoma 

oral de células escamosas, el carcinoma nasofaríngeo y el cáncer de próstata (194, 

198,199). Además, la disminución de la expresión de EMP1 se correlacionó 

significativamente con el estadio clínico (p=0.002) y la metástasis en los ganglios 

linfáticos (p=0.044). Los hallazgos sugieren que EMP1 puede funcionar como un 

supresor de tumores. En este sentido, la ablación genética de las células con alta 

expresión de EMP1 del cáncer colorrectal experimental previno la recurrencia 

metastásica y los ratones permanecieron libres de enfermedad después de la cirugía 

como han demostrado Cañellas-Socias et al. (425).  

De manera similar la disminución de la expresión de EMP1 se correlacionó 

significativamente con los estadios T (sistema de estadificación TNM), la metástasis en 

los ganglios linfáticos, el estadio clínico y el grado histopatológico. Además, la 

supervivencia general deficiente se correlacionó significativamente con la pérdida de 

expresión de EMP1. En estudios in vitro, la transfección de la línea celular de cáncer de 

nasofaringe (CNE2) con sobreexpresión de EMP1 dio como resultado una disminución 

significativa en la proliferación celular pero un aumento en la apoptosis. Las células 

CNE2 que sobreexpresan EMP1 mostraron un aumento de caspasa-9 (p<0.05) pero 

niveles reducidos de proteína VEGF-C (152). De manera similar, Sun y colaboradores 

(426) investigaron la expresión de EMP1 en carcinoma colorrectal y cáncer de próstata. 

En ambos casos, la disminución de la expresión de EMP1 se correlacionó 

significativamente con los estadios T, la metástasis en los ganglios linfáticos, el estadio 

clínico y el grado histopatológico en pacientes con carcinoma colorrectal y cáncer de 

próstata. En cultivo, la transfección de líneas celulares de cáncer colorrectal humano 

(SW-480) o de cáncer de próstata humano PC-3 con un vector de sobreexpresión de 
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EMP1 resultó nuevamente en un aumento de la apoptosis (p<0.05) y una disminución 

de la migración y la invasión (p<0.05). Ambas líneas celulares que sobreexpresan EMP1 

también mostraron niveles significativamente elevados de caspasa-9 pero niveles 

reducidos de VEGF-C. Estos hallazgos sugieren que EMP1 puede inducir la apoptosis 

a través de la vía dependiente de las mitocondrias y suprimir la metástasis tumoral a 

través de la angiogénesis mediada por VEGF-C en OSCC, carcinoma colorrectal y 

cáncer de próstata (199, 426). 

En los leiomiomas uterinos y en los cánceres de cuello uterino la expresión del 

gen EMP1 se reguló significativamente (3.9 veces más) en muestras de leiomioma en 

comparación con el miometrio normal pareado. Estos hallazgos sugieren que EMP1 

puede potencialmente alterar la diferenciación de las células del músculo liso en el 

leiomioma. En un estudio in silico, se analizaron muestras de micromatrices de 24 

biopsias normales y 102 de cáncer de cuello uterino de cuatro bases de datos 

independientes de acceso público para el perfil de expresión génica. Una vez más, la 

expresión del gen EMP1 se reguló significativamente en las biopsias de cáncer de cuello 

uterino en comparación con los controles sanos emparejados (427). 

Finalmente, los estudios que investigan el papel de EMP1 en el cáncer de mama 

son limitados pero sugieren similitud con las observaciones en otros tipos de cáncer. 

Sun et al. examinaron los niveles de proteína EMP1 en el tejido mamario. Mediante 

inmunohistoquímica y Western blotting analizaron los niveles de proteína EMP1 en 67 

casos de cáncer de mama y 35 tejidos normales. Los niveles de proteína EMP1 fueron 

significativamente más bajos (p<0.05) en las muestras de cáncer de mama en relación 

con los controles normales. Además, los niveles de proteína EMP1 se correlacionaron 

significativamente con los estadios T (clasificación TNM), la metástasis en los ganglios 

linfáticos, el estadio clínico y el grado histopatológico. La supervivencia global 

deficiente se correlacionó (p<0.05) con niveles bajos de proteína EMP1. La transfección 

de líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 para aumentar los niveles de expresión 

de EMP1 dio como resultado una apoptosis elevada y una disminución significativa 

de la migración y la invasión. EMP1 aumentó significativamente la caspasa-9 y 

disminuyó los niveles de proteína VEGF-C (p<0.05). Estos hallazgos sugieren que 
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EMP1 puede regular negativamente el cáncer de mama in vitro a través de la 

modulación de caspasa-9 (428). Por el contrario, no se han publicado descripciones de 

su expresión en melanomas.   

En este trabajo de Tesis Doctoral mediante estudio de transcriptómica espacial 

hemos demostrado la expresión incrementada de EMP1 en los xenoinjertos de A375 

que han tenido peor comportamiento y diseminación metastásica. En el estudio del 

transcriptoma de muestras clínicas EMP1 aparece significativamente más elevado en 

Melanoma Nodular y en las zonas del tumor (S100+) comparado con el microambiente 

tumoral (CD45+). Se requieren más estudios para poder proponer como biomarcador 

pronóstico a EMP1 en melanomas cutáneos.  

5.7 Hallazgos de Transcriptómica espacial 

Hasta lo que conocemos solo seis trabajos han sido publicados en relación con 

el uso de GeoMx®DSP en el estudio de melanomas y solo uno en relación con la 

comprensión  de  la formación y desarrollo de metástasis (429). 

Dentro de un tumor individual, la heterogeneidad se produce a nivel del 

genoma, transcriptoma y proteoma, lo que conduce a la diversidad de poblaciones 

celulares y morfología tisular (430). Como ejemplo, estudios recientes han demostrado 

que los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) en el tumor primario desempeñan un 

papel importante en la respuesta al tratamiento y el pronóstico del cáncer (431). Sin 

embargo, la mejora de los resultados clínicos se asoció con la presencia de TIL en 

algunos, pero no en todos, los tipos de tumores y en algunos, pero no en todos, los 

pacientes (21). Las herramientas de diagnóstico convencionales, incluida la 

inmunohistoquímica (IHQ) o inmunofluorescencia (IF), la secuenciación masiva de 

ADN o el análisis de expresión de ARN, no miden la heterogeneidad intrapaciente e 

intratumoral en su totalidad, ya sea debido al multiplexado limitado (p. ej., IHQ, e IF) 

o a la falta de resolución espacial (p. ej., análisis masivo de ácidos nucleicos). Por lo 

tanto, es una oportunidad para mejorar las herramientas disponibles para caracterizar 

y cuantificar la heterogeneidad molecular de los tumores histológicos y asociar esas 
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firmas con los resultados clínicos para mejorar el rendimiento de los biomarcadores 

pronósticos y predictivos. 

Los tumores no son masas uniformes de células malignas, sino más bien 

conjuntos de ecosistemas locales multifacéticos caracterizados por heterogeneidad, 

dinamismo y plasticidad celular, así como interacciones complejas entre células. Se 

pueden reconocer diferentes capas de heterogeneidad en el microambiente tumoral 

como (i) características genéticas y epigenéticas de las células cancerosas (p. ej., 

mutaciones somáticas, variaciones en el número de copias, diferencias en el epigenoma 

y el proteoma), (ii) células no malignas (p. ej., células inmunes, fibroblastos), (iii) 

diferente composición de la matriz extracelular (MEC) y grado de remodelación y (iv) 

interferencia celular como resultado de moléculas expresadas/secretadas, 

presentación antigénica y diversidad de receptores. La heterogeneidad puede surgir 

como resultado de la evolución del tumor o de la presión selectiva del tratamiento y la 

resistencia a los medicamentos dentro de un solo sitio o cuando el tumor hace 

metástasis por todo el cuerpo. Puede investigarse perfilando regiones dentro de un 

solo tumor, comparando muestras pareadas de tumores primarios con metástasis, 

comparando biopsias seriadas antes y después del tratamiento, comparando muestras 

pareadas de fármacos sensibles a tumores resistentes o investigando datos clínicos y 

clínicos de paciente a paciente (variabilidad biológica) (432). Las tecnologías 

convencionales, ya sea perfiles genéticos/transcripcionales de alto multiplexado (p. ej., 

genotipado, microarrays, RNA-seq, nCounter® o espectrometría de masas) o datos de 

perfiles de bajo plexado resueltos espacialmente (p. ej., hibridación in situ fluorescente 

o IHQ), están técnicamente limitados por la falta de asociación entre la capacidad de 

creación de perfiles moleculares de alta complejidad y la resolución espacial. Estas 

limitaciones impiden una comprensión holística e integrada de la biología tumoral que 

desempeña un papel en el crecimiento, la diseminación, la respuesta y/o la adaptación 

emergente a las terapias del tumor. Los avances tecnológicos recientes en una 

plataforma de perfiles espaciales de alta complejidad (359) abren la puerta para 

permitir la caracterización de las diferentes capas de heterogeneidad en el 

microambiente tumoral, por ejemplo, características de células neoplásicas, células 
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inmunes, fibroblastos estromales y comunicación cruzada celular. Por lo tanto, el perfil 

espacial molecular puede capturar de forma única instantáneas de la heterogeneidad 

celular, así como la evolución fenotípica o funcional que ocurre dentro de diferentes 

áreas del tumor y microambiente tumoral, lo que podría ser muy relevante desde un 

punto de vista pronóstico/predictivo. 

El GeoMx®DSP se desarrolló para permitir la elaboración de perfiles 

moleculares de alto plexado y resolución espacial de tejidos con cuantificación digital 

de analitos objetivo (356,433). Los investigadores pueden cuantificar proteínas o 

transcripciones de ARN utilizando oligos de ADN con código de barras unidos a 

anticuerpos primarios (para proteínas) o sondas de hibridación in situ (para ARN) a 

través de un conector fotoescindible ultravioleta (UV) (Figura 3.5). Estos reactivos de 

detección se aplican a la superficie del tejido en paralelo con hasta cuatro marcadores 

de morfología fluorescentes personalizables para visualizar la arquitectura del tejido 

(359). Se toman imágenes de la muestra y las regiones de interés (ROI) se exponen a 

luz ultravioleta que escinde el conector y libera los oligos con código de barras para su 

captura mediante microfluidos y cuantificación fuera del instrumento mediante 

nCounter o secuenciación de próxima generación (NGS). Hasta la fecha, se han 

validado más de 300 anticuerpos para la plataforma GeoMx®DSP y se han desarrollado 

perfiles de ARN a nivel de transcriptoma completo para muestras humanas y de ratón 

y perfiles de proteínas de 100 plex para muestras humanas. Tanto el contenido de 

proteínas como de ARN se pueden personalizar con objetivos adicionales según sea 

necesario. 

La plataforma permite un alto grado de personalización para perfilar ROI de 

cualquier forma dentro del área de visualización, desde el tamaño mínimo de región 

de 5µm×5µm hasta un tamaño máximo de 660µm×785µm. Además, la luz ultravioleta 

se puede enmascarar para centrarse en la señal fluorescente de un marcador de 

morfología individual en una región de interés determinada, subdividiendo esa región 

de interés en distintos compartimentos celulares llamados áreas de iluminación (AOI) 

que se pueden perfilar y leer por separado. Por ejemplo, el uso del marcador proteína 
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S100 característico de células melánicas (pS100) ayuda a la identificación patológica 

del tejido tumoral melánico dentro de una muestra. Cada compartimento pS100 

positivo o pS100 negativo se puede perfilar iluminando por separado el 

compartimento de interés con luz ultravioleta para liberar los oligo con códigos de 

barras. De manera similar, se pueden usar marcadores específicos de tipo celular (por 

ejemplo, CD45 en la población leucocitaria total) para perfilar esas poblaciones de 

células específicas dentro de una ROI, sin la necesidad de que estas células sean 

contiguas. Se puede generar una máscara compleja para compartimentos celulares 

definidos por la presencia o ausencia de múltiples marcadores de morfología (p. ej., 

macrófagos CD68 positivos y CD11b positivos). 

La plataforma GeoMx®DSP tiene una serie de ventajas para la creación de 

perfiles espaciales. En primer lugar, es compatible tanto con tejidos fijados con 

formalina e incluidos en parafina (FFPE) como congelados (357). Además, es adecuado 

para una variedad de tamaños de muestras, desde biopsias con aguja gruesa (CNB) y 

microarrays de tejido (TMA), como hemos utilizado en nuestro estudio, hasta 

secciones de tejido de tumores. Además, solo requiere una única sección de tejido de 

~5 µm y la misma sección se puede perfilar repetidamente debido al proceso 

relativamente no destructivo de GeoMx®DSP. Como se describe, es capaz de realizar 

perfiles espaciales de alta complejidad basados en recuentos digitales altamente 

reproducibles de ARN y proteínas (356). Se han desarrollado múltiples 

configuraciones de reactivos prediseñados y validados previamente y se pueden 

utilizar reactivos personalizados basados en anticuerpos o sondas de ARN para 

objetivos, como proteínas endógenas o exógenas, especies de ARN no codificantes y 

perfiles a nivel de exón de transcritos de ARN que pueden incluirse con los paneles de 

reactivos GeoMx. Además, los marcadores de morfología personalizados basados en 

proteínas o ARN (por ejemplo, hibridación in situ de ARNm mediante RNAscope) 

para la selección y segmentación de ROI se pueden adaptar al enfoque experimental 

del investigador. Las estrategias de creación de perfiles de ROI se pueden personalizar 

para los compartimentos espaciales específicos para la creación de perfiles. Con estas 
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ventajas clave, GeoMx permite a los investigadores lograr un amplio espectro de 

caracterizaciones transcriptómicas y proteómicas resueltas espacialmente de muestras 

de melanoma (377). Además, el perfil espacial GeoMx es aplicable a otros tipos de 

tumores, como cáncer de mama, cáncer de pulmón, próstata o hígado, caracterizados 

por una alta heterogeneidad clínica e histológica (434). 

En referencia a las líneas de melanoma xenoinjertadas  A375  principalmente,  

las rutas metabólicas activadas son WNT y TGFⲀ que se encuentran relacionadas con 

la transición epitelio mesénquima; proteínas con expresión alterada en metástasis;  

senescencia y resolución de inflamación como se comentó en  resultados. En particular, 

la caveolina-1 (CAV1) es una proteína unida a la membrana que suprime el desarrollo 

de tumores pero también promueve las metástasis. La E-Cadherina es importante en 

la supresión de tumores dependientes de CAV1 y previene la metástasis pulmonar 

potenciada por CAV1. Lobos-González et al. utilizaron células de melanoma murino 

B16F10 y humano A375 con niveles bajos de CAV1 endógeno y E-Cadherina para 

desentrañar cómo la coexpresión de E-Cadherina modula la función de CAV1 in vitro 

e in vivo en ratones WT C57BL/6 o inmunodeficientes Rag-/-, y cómo un ambiente 

proinflamatorio generado al tratar células con prostaglandina E2 (PGE2) altera la 

función de CAV1 en presencia de E-Cadherina. La expresión de CAV1 aumentó la 

migración, la invasión y la metástasis de las células de melanoma, y estos efectos se 

eliminaron mediante la coexpresión transitoria de E-Cadherina (209).  

En nuestro estudio la E-Cadherina está menos expresada de manera 

estadísticamente significativa en la línea de melanoma humano A375 con respecto a 

G361, cuando es la línea que ha metastatizado en nuestro estudio. Peres et al. en sus 

resultados revelaron que la migración del melanoma se promueve a través de un eje 

TBX3-ID1-MITF-E-Cadherina y que la represión de la actividad MITF mediada por 

ID1 puede reforzar el mantenimiento de un fenotipo MITF low asociado con la 

progresión de la enfermedad y la resistencia a la terapia (210).  



5. Discusión         Natividad Martín Morales 

 

 

 

261 
 

El alto nivel extracelular de S100A4 demuestra una característica específica de 

algunos casos de cáncer, incluido el melanoma. Con respecto a este último, se 

demostró que el S100A4 extracelular de manera autocrina promueve la activación 

prometastásica de las células A375 mediante la interacción con el receptor de 

productos finales de glicación avanzada (RAGE). La interacción del S100A4 

extracelular con RAGE de manera paracrina afectará la integridad de las células 

endoteliales (CE), promoviendo así aún más la metástasis del melanoma. Herwig et al. 

investigaron la influencia del S100A4 recombinante y derivado de células (A375) en la 

expresión de la proteína de unión y la integridad de las CE (hCMEC/D3) midiendo la 

resistencia eléctrica transendotelial (TEER). La disminución de TEER y la disminución 

de la expresión tanto de ocludina como de VE-Cadherina revelaron la pérdida de 

integridad de la CE. La transmigración de células A375 transgénicas (A375-

hS100A4/A375-hRAGE) a través de la monocapa de CE fue significativamente mayor 

en comparación con las células A375 de tipo salvaje y disminuyó sustancialmente con 

sRAGE. Un estudio piloto en ratones, a los que se les inyectaron intracardialmente 

células A375-hS100A4 o A375-hRAGE, mostró tasas de supervivencia más bajas y una 

mayor incidencia de metástasis en comparación con las células A375 de tipo salvaje. 

El desarrollo de tumores se localizó principalmente en el cerebro, los huesos y los 

ovarios. Estos hallazgos proporcionan evidencia adicional sobre el S100A4 extracelular 

como mediador paracrino de la disfunción endotelial prometastásica que involucra su 

interacción con RAGE (211). 

Con respecto a la queratina 18 (KRT18) se ha visto que su expresión es mayor 

en los tejidos de melanoma en comparación con los tejidos de la piel normal. Además, 

la sobreexpresión de KRT18 promovió significativamente la proliferación y el 

crecimiento de las células de melanoma (212).   

Con referencia a la línea de melanoma xenoinjertadas G631 presenta activación 

de las vías metabólicas de maduración (MLANA, S100A1, PMEL, MIFT), senescencia 

y apoptosis melanocítica, La regulación al alza de la semaforina-5A (SEMA5A) se 
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asocia con una menor migración y capacidad de invasión de células de melanoma 

BRAF positivas bajo el tratamiento con vemurafenib en melanomas. La regulación al 

alza de transcritos, principalmente de proteínas enzimáticas, proteínas estructurales 

(TUBB2B, TUBB2A) e inhibidores de la progresión tumoral estaría en  concordancia 

con la menor capacidad de diseminación de este tumor en nuestras condiciones 

experimentales. 

5.8 Hallazgos del estudio de inmunohistoquímica y transcriptómica 

espacial en el estudio clínico-patológico retrospectivo  

Cuando analizamos el transcriptoma de los melanomas MES se  definen  una 

serie de rutas con expresión significativa destacando las rutas “Pathways en cáncer” 

(p=0.000141),  la vía “Rap1 signaling pathway” (0.00298) y Melanogénesis (p=0.00374). 

Rap1 es un miembro de la subfamilia ras de pequeñas GTPasas que son actores críticos 

en las vías de señalización que controlan el crecimiento y la diferenciación celular. 

Rap1 exhibe una estrecha homología con ras en los dominios de transformación, que 

incluyen la región de unión a GTP, el dominio efector y el sitio de unión a la 

membrana. La activación de Rap1 puede ser inducida por citocinas, incluida la 

galanina, que facilitan la progresión del tumor (326). Zhou y col. estudiaron conjuntos 

genes expresados diferencialmente por las líneas celulares A375 y A2058 utilizando la 

base de datos KEGG. Observaron que la vía de señalización Rap1 está altamente 

representada en ambos resultados de KEGG. Utilizando la herramienta de mapeo de 

vías KEGG, se encontró a Rap1 en la vía de señalización de la proteína quinasa 

activada por mitógenos, lo que bien puede explicar por qué SHARPIN transfiere 

señales a través de Rap1 a la vía de señalización de la proteína quinasa activada por 

mitógenos, imponiendo el fenotipo maligno. También identificaron los genes centrales 

de Rap1 y las vías de la proteína quinasa activada por mitógenos, que incluyen las 

moléculas de señalización p38, JNK y c-Jun confirmando su expresión diferencial 

(327). Rodriguez y cols. postulan que el eje de señalización EPAC-RAP1 promueve el 

desarrollo del melanoma y media cambio de fenotipo así como la respuesta 
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antiproliferativa del melanoma metastásico a la señalización de AMPc. La inhibición 

farmacológica EPAC y caída de RAP1, inhibe la proliferación de células primarias de 

melanoma y estimula las células de melanoma metastásico (328). 

La utilización tanto en melanoma experimental como en la serie retrospectiva 

de melanomas cutáneos estudiados en esta Tesis Doctoral de la plataforma 

GeoMx®DSP nos ha permitido reconocer las modificaciones transcriptómicas 

presentes en cada línea de melanoma y en cada variante histológica de melanoma 

cutáneo analizado, así como a identificar las modificaciones inducidas por los 

diferentes tratamientos y el perfil transcriptómico en los casos de melanomas que han 

inducido el desarrollo de metástasis ganglionares de los que no. No obstante, hemos 

realizado un estudio muy preliminar y se necesitaría la contribución de la 

bioinformática para identificar posibles biomarcadores o un particular finger print 

como han conseguido con el kit 31-GEP y que en este trabajo y por la tecnología 

empleada no hemos podido reproducir ya que  la  plataforma  utilizada no produce 

amplificación y el test 31-GEP está basado por el contrario en una técnica de 

amplificación como es la  PCR. 

Los inhibidores de puntos de control inmunológico (ICI) han cambiado la 

práctica en el tratamiento del melanoma avanzado o metastásico, logrando una 

respuesta del 60% con una combinación de anti-PD-1 (muerte celular programada 1) 

y anti-CTLA4 (proteína 4 asociada a linfocitos T citotóxicos). Fármacos nivolumab e 

ipilimumab, respectivamente (435). Sin embargo, no existe un método ampliamente 

aceptado para la selección de pacientes que se beneficien de esta terapia. De hecho, 

muchos pacientes no se benefician y algunos sufren eventos adversos (436). En el 

entorno avanzado, estos eventos se pueden controlar en gran medida, pero los ICI 

también se han aprobado en el entorno adyuvante, donde muchos pacientes se curan 

sólo con cirugía. Sugerimos que los biomarcadores de resistencia sean especialmente 

importantes en el entorno adyuvante para ayudar a los médicos a decidir qué 

pacientes pueden evitar la terapia con ICI. Con el objetivo de encontrar biomarcadores 
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de resistencia a las ICI, el nuevo método de descubrimiento espacialmente informado 

es una alternativa muy adecuada. El perfil espacial digital (DSP) que utiliza el sistema 

GeoMx® (NanoString Technologies) permite mediciones cuantitativas resueltas 

espacialmente de múltiples proteínas en una única sección de tejido FFPE (356). 

Recientemente Toki y colaboradores publicaron un estudio en el que exploraban el 

valor predictivo de un panel de 44 marcadores inmunes en una cohorte de pacientes 

con melanoma metastásico tratados con inmunoterapia mediante DSP (377).  Nuestra 

intención en este trabajo ha sido utilizar esta herramienta GeoMx®DSP para evidenciar 

las diferencias que acontecen por los diferente tratamientos o en las diferentes 

variantes histológicas de los melanomas a nivel experimental y en una serie clínico-

patológica demostrando en este preliminar estudio que se producen modificaciones 

significativas en el transcriptoma y que este puede ser monitorizado. 
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CAPÍTULO 6 

Limitaciones 

Nuestro estudio presenta una serie de limitaciones. En primer lugar, todos los 

experimentos con proteínas se realizaron en TMA en lugar de secciones de tejido 

completo (437). A pesar de sus ventajas como herramienta de descubrimiento de 

biomarcadores, el TMA no se utiliza en el ámbito clínico y no es el formato óptimo 

para la evaluación de células inmunitarias. Para compensar esta debilidad, utilizamos 

varios núcleos de TMA no adyacentes para cada paciente. Además, sostenemos que si 

un biomarcador puede validarse en un área pequeña de un área de TMA, entonces es 

probable que se valide en secciones de tejido completo. Claramente la limitación que 

hemos tenido ha sido la económica, conseguimos la dotación instrumental en el año 

2023 y acondicionamos el laboratorio, pero  al tratarse de una metodología costosa 

cuando son muchas muestras hay que emplear TMA para reducir los costes. Otra 

limitación es la resolución de la tecnología GeoMx®DSP (10 µm) en comparación con 

la técnica QIF bien caracterizada que utiliza microscopios de fluorescencia (≤0.2 µm) y 

otras metodologías de alta complejidad (438, 439), lo que podría explicar una precisión 

de medición reducida en células en proximidad en nuestro estudio, como S100 

expresado en el compartimento CD45+. No obstante, la combinación de técnicas de 

bajo y alto multiplexado para el reconocimiento de marcadores es una fortaleza 

destacable de este trabajo. 
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CAPÍTULO 7 

Conclusiones 

 

1. La línea celular de melanoma A357 xenoinjertada en ratones NOD/SCID 

gamma muestra un comportamiento más agresivo con la inducción de 

metástasis, mientras que la G631 no las produce en nuestras condiciones de 

ensayo. 

 

2. La aplicación de radioterapia y células MSC reduce de manera significativa el 

crecimiento tumoral in vivo en los melanomas xenoinjertados. 

 

3. El tratamiento con Radioterapia y radioterapia con células MSC reduce la 

expresión de IMP3, hecho constatado por inmunohistoquímica, western-

blotting y transcriptómica espacial en el modelo de melanoma xenoinjertado. 

La expresión de IMP3 se correlacionó significativamente con el antígeno de 

proliferación Ki-67, el número de metástasis, la expresión de PARP1 y expresión 

reducida de E-Cadherina por lo que interpretamos esta reducción como un 

efecto beneficioso inducido por el tratamiento. 
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4. Los tratamientos aplicados en el modelo experimental de melanoma 

xenoinjertado inducen múltiples cambios en la expresión de sondas en las 

células neoplásicas como se evidencia en los estudios realizados de 

transcriptómica espacial mediante la plataforma GeoMx DSP sobre los 

melanomas. 

 

5. El perfil de expresión de los dos melanomas xenoinjertados difieren en su 

expresión transcriptómica como también ocurre entre los Melanomas 

Nodulares y los Melanomas de Extensión Superficial en la serie clínico-

patológica. 

 

6. La expresión de IMP3 en nuestra serie clínica retrospectiva ha demostrado que 

está significativamente relacionada con la presencia de metástasis en los 

ganglios linfáticos y con factores pronósticos relevantes como el espesor de 

Breslow y Nivel Clark. Consideramos por ello que IMP3 podría ser considerado 

como posible candidato a factor pronóstico en melanomas; aunque se requieren 

de nuevos estudios para corroborarlo. 

 

7. A pesar que mediante inmunohistoquímica no hemos podido demostrar 

modificación en la expresión de EMP1, en el estudio de trascriptómica espacial 

hemos demostrado la expresión incrementada de EMP1 en los xenoinjertos de 

A375 que han tenido peor comportamiento y diseminación metastásica, y en los 

Melanomas Nodulares. Estos resultados no nos permiten proponer EMP1 en 

melanoma como un candidato a biomarcador pronóstico. 

 

8. La tecnología de Transcriptómica espacial  nos ha  permitido identificar en áreas 

de melanoma y en áreas de microambiente tumoral los genes que se encuentran 

regulados al alza y establecer una primera aproximación sobre las rutas 

metabólicas que ocurren tanto a nivel experimental como en los melanomas 

cutáneos más frecuentes. 
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CAPÍTULO 8 

Perspectivas Futuras 

 

A raíz de los resultados de la presente Tesis Doctoral, nos proponemos como 

perspectivas futuras solicitar un proyecto de investigación  y completar más el estudio 

transcriptómico espacial con el empleo de técnicas de bioinformática para encontrar 

patrones de expresión diferenciales entre melanomas cutáneos que muestran peor 

pronóstico o que hayan desarrollado resistencia tras el uso de inhibidores de puntos 

de control inmunológico. Igualmente participamos en la solicitud de un ensayo clínico 

piloto en cáncer colorrectal donde se aplicará tratamiento con radioterapia y MSC y 

aplicaremos la tecnología desarrollada en esta Tesis Doctoral.  
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