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RESUMEN

El melanoma maligno tiene su origen en la transformacion de los melanocitos epiteliales
relacionados en la gran mayoria a la mutacion de oncogenes afectados por factores
ambientales como la irradiacion ultravioleta y casos de melanomas con mutaciones
hereditarias cuyos tratamientos multidisciplinarios incluyen inmunoterapia. Con la
caracterizacion del microambiente tumoral y descripcion de células inmunes en el infiltrado
tumoral tales como granulocitos neutréfilos (GN), células T citotoxicas (CTC), macréfagos
asociados a tumores (MAT), linfocitos B (LB), células dendriticas (CD), células dendriticas
plasmacitoides (CDP), linfocitos NK (LNK) y células plasmaticas (CP), se puede explicar el
papel de las células del sistema inmunologico que contribuye al desarrollo de la enfermedad.
Esta revision exploratoria busca detallar y conocer los tipos celulares inmunes que infiltran
el tumor en el melanoma maligno utilizando las bases de datos electronicas Medline,

Pubmed, Scielo, Lilacs, ScienceDirect y Cochrane

PALABRAS CLAVES

Infiltracidn de linfocitos, infiltracion de granulocitos, infiltracion de macrofagos, melanoma

maligno, tumor



ABSTRACT
Malignant melanoma originates from the transformation of epithelial melanocytes, which are
mostly related to mutations of oncogenes affected by environmental factors such as
ultraviolet irradiation and cases of melanomas with hereditary mutations whose
multidisciplinary treatments include immunotherapy. With the characterization of the tumor
microenvironment and description of immune cells in the tumor infiltrate, such as neutrophil
granulocytes (GN), cytotoxic T cells (CTC), tumor-associated macrophages (MAT), B
lymphocytes (LB), dendritic cells (DC), plasmacytoid dendritic cells (PDC), NK
lymphocytes (LNK) and plasma cells (PC), the role of immune system cells that contribute
to the development of the disease can be explained. This exploratory review detail and
understand the immune cell types that infiltrate the tumor in malignant melanoma using the

electronic databases Medline, Pubmed, Scielo, Lilacs, ScienceDirect and Cochrane.

KEYWORDS

Lymphocyte infiltration, granulocyte infiltration, macrophage infiltration, malignant

melanoma, tumor.



.  INTRODUCCION

El melanoma maligno es una neoplasia maligna que tiene su origen en la transformacion
de los melanocitos epiteliales y en la gran mayoria estan involucrados la mutacién del
oncogén BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) y otros oncogenes
NRAS (proteina protooncogenica P21), CDKN2A (Inhibidor de la quinasa dependiente
de ciclina 2A) NF1 (neurofibromatosis 1) , C-KIT (receptor tirosina quinasa), asociados
a la irradiacion ultravioleta del medio ambiente, ademas de casos de melanomas con
mutaciones hereditarias (12, 13). Las aproximaciones estadisticas actuales datan que 1 de
cada 28 varones y 1 de cada 44 mujeres desarrollaran un melanoma invasivo en su vida
(1), frente a esta situacion, al pasar los afios se han implementado tratamientos
multidisciplinarios,11 que incluye cirugias radicales, quimioterapia limitada, radioterapia
e inmunoterapia que presenta una supervivencia libre de metastasis a distancia luego de
la adyuvancia a los 3,5 afios de solo el 65,3% (2).

Existen multiples factores prondsticos que se relacionan a la supervivencia de una
persona con melanoma maligno tales como: el grosor del tumor (grosor de Breslow),
ulceracidn, tasa mitotica del tumor primario, aumento del nivel de invasion (nivel de
Clark), la invasion linfovascular, la presencia de satélites microscépicos, lugar anatdmico
del tumor primario, la afectacion ganglionar y los linfocitos infiltrantes de tumor (LIT)
(3). Siendo este ultimo el que nos recalca el componente inmunoldgico trascendente en
esta neoplasia, que representa un marcador prondstico independiente.

En la inmunologia tumoral, la caracterizacion celular del microambiente tumoral
inflamatorio o no inflamatorio indica que la mayor presencia de ciertos tipos de células y
sus moléculas relacionadas, tales como: neutréfilos, linfocitos o macréfagos relacionado

a su respuesta humoral y celular en el microambiente tumoral esta asociada
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con una mayor 0 menor supervivencia en pacientes con diversas neoplasias (4). Estos
antecedentes nos ayudan a entender que un sistema inmunoldgico saludable elimina
regularmente las células pro carcinogénicas y puede desencadenar respuestas a neoplasias
establecidas que de forma eventual escapan al control inmunoldgico y progresan, lo que
hoy en dia llamamos “inmunoedicion del cancer" (5) . Los pasos a través de los cuales el
sistema inmune restringe y promueve la carcinogénesis continla siendo un punto clave
de la investigacion inmunoldgica contemporanea (6).

Las investigaciones sobre células inmunes en el infiltrado tumoral han confirmado los
roles de las células T citotoxicas (CTC) y macrofagos asociados a tumores (MAT) (7, 8).
Pero el impacto clinico de otras células inmunes como linfocitos B (LB), linfocitos NK,
células dendriticas (CDs), mastocitos, granulocitos neutrofilos (GN), células plasmaticas
(CPs), aun es un tema en desarrollo (9). Por lo que es necesario una revision de estas y
asi dilucidar mejor la respuesta inmune anticancerosa multicelular.

Por consiguiente, una evaluacion de las células inmunes infiltrantes de tumores, en
particular los LIT, es de importancia critica en la investigacion biomeédica, que se
traduciria en una mayor perspectiva terapéutica oncologica(10). La lista de LIT en la
literatura se basa principalmente por los hallazgos de inmunohistoquimica de
marcadores de los principales subconjuntos de linfocitos, como las células T
convencionales (CD3, CD4, CD8), las células T reguladoras (FOXP3) y las células B
(CD20) (11). El proyecto pretende compilar la bibliografia disponible sobre los estudios
realizados y lograr un mayor entendimiento ligado a la infiltracion de células inmunes
en el melanoma maligno

OBJETIVOS

Objetivo General.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7511547/#B14

e Detallar y conocer los tipos celulares inmunes que infiltran el tumor en el melanoma
maligno.

Objetivos especificos.

e Describir la presencia de las diferentes células inmunes en el infiltrado tumoral tales
como macrofagos asociados a tumores (MAT), linfocitos B (LB), linfocitos T (LT),
linfocitos NK, células plasmaticas, células dendriticas (CD), mastocitos y
granulocitos neutrofilos (GN).

e Asociar la presencia de células inmunes en el infiltrado tumoral, con el prondstico de
la enfermedad.

e Identificar los marcadores moleculares de las células inmunes en el infiltrado tumoral

en melanoma maligno.

I1l.  DESARROLLO DEL ESTUDIO

Disefio, periodo y lugar de estudio.
El protocolo fue redactado utilizando la estructura sugerida por las guias PRISMA-ScR
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) y el manual del

instituto Joanna Briggs 2015 para la realizacion de Scoping Reviews.

Este es un estudio tipo Scoping Reviews que se utiliza para localizar la evidencia
cientifica sobre un suceso determinado y hallar sus faltantes relacionados. Aqui los

criterios de seleccion estan relacionados a la relevancia del tema.

Se efectuaron busquedas en diversas bases de datos: Medline, Web of Science, Scopus,
Cochrane central, Lilacs, Embase, para recopilar estudios relacionados a la infiltracion

de células inmunes en tumores de melanoma maligno publicados entre los afios 2015 a



2024. Se incluyo estudios extras de las referencias citadas en los articulos hallados de

fuentes primarias.

Estrategias de busqueda

Sé realizé la busqueda utilizando términos MeHS: “Infiltration of immune cells and
Malignant melanoma tumors”, en combinacién con términos relacionados hacia
nuestros objetivos especificos como “macrophages”, “B lymphocytes”, “T cells”,
“dendritic cells”, “Neutrophils”, “NK cells”, “Plasma cells” y “Mast cells™.
Posteriormente se ordend los articulos, depurando los duplicados, los no disponibles y

luego se realizo la revision.

Criterios de inclusion

e Investigaciones originales, acerca del conocimiento de la infiltracion de células
inmunes de tumor en melanoma maligno.

e Estudios de la infiltracion de linfocitos de tumor en melanoma maligno, sin
restricciones de edad, sexo y ubicacion geogréfica.

e Investigaciones que informan sobre las caracteristicas propias de la infiltracion de

linfocitos de tumor en melanoma maligno

Criterios de exclusion

e Publicaciones duplicadas.

e Estudios a los que no se pueda obtener acceso completo
Consideraciones éticas

El estudio no reclutd sujetos a investigar. ElI proyecto fue aprobado por la
ORVEI/Comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, con documento

N° CAR-DUARI-O-378-24.



Resultados
La busqueda en bases de datos identificd 414 articulos, de los cuales 19 constituyeron la
muestra final que cumplieron adecuadamente con los criterios de estudio, tal como se

muestra en la Figura 1.

Figura 1. Diagrama de flujo prisma para identificacion y seleccion final de articulos.

Identificacion de resultados en base de datos

Registros eliminados antes del screening

Registros identificados en base de datos Registros duplicados (n = 3)

(n=414) Registros que no trataban sobre infiltracion

de células inmunes (n = 16)
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Registros eliminados luego de revision de
titulo y abstract que no cumplen criterios de
v inclusion (n = 233)

Screening de registros (n = 395) . ILT en otras neoplasias (n = 190)

Contenido que no se encontré (n =
32)

Screening

Registros eliminados (n = 143)
Registros examinados en detalle (n = 162)
Cartas al editor (n=31)

Estudios en los que no se pudo tener
acceso completo (n = 25)

Datos insuficientes para llegar a
tener una respuesta (n = 21)

Metaanalisis (n = 17)

Registros examinados en detalle (n = 19) Estudios con poblacién muy

particular (ejemplo: melanoma
maligno y NM de colon (n = 49)

Todos los estudios primarios incluidos en la revisién se publicaron en inglés, con

publicaciones sobre el tema desde 2015 hasta EL 2024. Los estudios se llevaron a cabo



principalmente en Italia (5 — 26,1 %), incluidas 2 publicaciones de USA, 2 de Bélgica y

2 de Finlandia (10,5 % cada una), ademas de 1 de Republica Checa, 1 de Hungria, 1 de

Austria, 1 de Australia, 1 de Dinamarca, 1 de China, 1 de Reino Unido y 1 de México

(5,3 % cada una).

Sumando todos los participantes en el estudio, fueron abordados 2211 muestras de

biopsia o pieza quirdrgica. En el Cuadro 1 se describen las caracteristicas de los estudios

incluidos en el andlisis.

Cuadro N°1: Descripcion de articulos selectos (linfocitos y subpoblaciones de
linfocitos en melanoma maligno)

N° Titulo Pals / Objetivos Disefio /. Numero de Resultados
Afio participantes

1 CD73 intratumoral: un punto de | China, Revelar el impacto del CD73 en | Estudio experimental. Dos | La expresion elevada de CD73 mostr6
control inmunolégico que configura | 2022 el  microambiente  tumoral | cohortes chinas | peores resultados clinicos y se
un  microambiente  tumoral (TME) y el prondstico de los | independientes ~ de 194 | identificoc como un indicador
inhibidor y que implica un mal pacientes pacientes con melanoma. prondstico independiente de
prondstico en  cohortes  de supervivencia en dos cohortes.
melanoma chino. (14)

Los tumores con expresion elevada de
CD73 mostraron un microambiente
con menos infiltracién de células T
CD8 +y células NK CD56 +, que
mostraron un fenotipo disfuncional.

2 Caracterizacion ~ fenotipica de | Italia, Investigar la relacion entre la | Estudio experimental. 70 | Las areas en regresion estaban menos
células inmunes asociadas a | 2019 regresién histolégica y los | melanomas consecutivos con | infiltradas  por CD4/CD25,
regresion histoldgica en melanoma linfocitos infiltrantes del tumor | regresion FOXP3/CD4 o PD1/CD4 en
cutaneo. (15) comparacién con las areas no en

regresion.

Los controles no en regresion estaban
significativamente mas infiltrados por
estos  subconjuntos de  células
inmunitarias anérgicas en comparacion
con los casos en regresion.

3 Los perfiles de células B, el | Reino Mostrar un fenotipado completo | Estudio experimental. Se | Se evidencid desregulacion del linaje
repertorio de anticuerpos y la | Unido, en muestras de células B | obtuvieron 17 muestras de | de células B con un repertorio de
reactividad  revelan  respuestas | 2023 circulantes y residentes en | melanoma (17 metéstasis | anticuerpos y especificidad distintos.

desreguladas con caracteristicas
autoinmunes en el melanoma. (16)

tumores, asi como anticuerpos
séricos en  pacientes con
melanoma.

cutaneas y subcutaneas)

Se hall6 que células B infiltradas en
tumores  expandidas  clonalmente
tuvieron caracteristicas similares a las
autoinmunes

Los anticuerpos derivados de tumores
son polirreactivos y se caracterizan por
el reconocimiento de autoantigenos

Los niveles séricos de anticuerpos
séricos son mas altos en pacientes con




enfermedad activa en comparacion con
el estado posterior a la reseccion.

Cambios en la angiogénesis y la
infiltracion de células inmunes en el
microambiente intra y peritumoral
del melanoma. (17)

Republica
checa,
2015

Evaluar la densidad
microvascular  (DMV), los
linfocitos CD3+ (LIT) y los
linfocitos T reguladores
FOXP3+ (Tregs)

Estudio experimental. Se
analiz6 82 melanomas
malignos 'y 25 nevos
pigmentados compuestos o
intradérmico benignos.

Hubo correlacién positiva entre DMV,
LIT, Tregs FOXP3+ y la fase de
crecimiento vertical.

Se determiné un aumento significativo
de linfocitos T CD3 + infiltrantes en el
tumor en melanomas pT2, pT3 y
pT4 versus pT1

Los resultados muestran que DMV,
TIL y Tregs FOXP3+ influyen
sustancialmente en el microambiente
del melanoma cutaneo.

Células inmunes que se infiltran en
tumores como posibles
biomarcadores que predicen la
respuesta al tratamiento y la
supervivencia en pacientes con
melanoma metastasico que reciben
terapia con ipilimumab. (18)

Hungria,
2018

Identificar biomarcadores que
predigan la eficacia de estas
terapias.

Estudio experimental.
Muestras de tejido quirdrgico
de 30 pacientes con
melanoma metastasico
tratados con ipilimumab

Se observd mayor prevalencia de
varios tipos de células inmunes en las
metastasis de los ganglios linfaticos de
los respondedores en comparacion con
los no respondedores, particularmente
células FOXP3 +y linfocitos T
CD8 +.

En las metéastasis subcutdneas o
cutaneas, solo se pudo observar una
diferencia significativa en el caso de
CD16 y CD68.

Se hallé asociaciones de densidades de
células marcadas con la supervivencia
para la mayoria de los tipos de células
estudiados en metastasis ganglionares,
y para células CD16 +y CD68 + en
casos metastasicos de piel/sc.

Los biomarcadores inmunes son
mas precisos en la prediccion de
supervivencia en  melanomas
primarios  ulcerados que en
melanomas no ulcerados. (19)

USA,
2015

Analizamos si los marcadores de
infiltracion  inmunitaria  se
correlacionan con el resultado
clinico en tumores de melanoma
primario ulcerados en
comparacién con los no
ulcerados.

Estudio experimental. Se
analizaron 62 melanomas
cutaneos en estadio I1-111, 32
ulcerados y 30 no ulcerados,
en busca de linfocitos
infiltrantes de tumores .

La presencia de TIL se asocié con una
mejoria en la supervivencia general y
supervivencia libre de recaidas en los
tumores de melanoma ulcerado, pero
no en el melanoma no ulcerado.

La expresion de CD2 se correlacion6
con una mejoria en la supervivencia
general, la supervivencia libre de
recaidas en el melanoma ulcerado,
pero no en el melanoma no ulcerado

La inmunofenotipificacion espacial
detallada de los melanomas
primarios revela subpoblaciones de
células inmunes asociadas con el
pronéstico del paciente. (20)

Awustralia,
2022

Caracterizar el microambiente
inmunitario tumoral de los
melanomas primarios e
identificar ~ predictores  del
resultado del paciente

Estudio experimental.  Se
recogié tejido de melanoma
primario resecado de 66
pacientes diagnosticados con
melanoma primario.

Una poblacién de células T CD8+
CD39+CD103+PD-1- P2)
comprendia una proporcién mayor de
células T CD8+ intratumorales y
estromales en  pacientes  con
supervivencia libre de recurrencia
(SLR) >5 afios frente a aquellos con
SLR <5 afios

las células B intratumorales y una
densidad de células B mayor en la
interfaz tumor/estromal se asociaron
con la SLR. Tanto las células P2 como
las células B se localizaron en una
proximidad significativamente mas
cercana a las células de melanoma en
pacientes que permanecieron libres de
recurrencia




Células B asociadas a tumores en el
melanoma cutdneo primario y
mejor pronéstico clinico. (21)

Awustria,
2016

Determinar la asociacion de los
ntmeros de células B asociadas
a tumores (CBAT) en muestras
de tejido de melanoma primario
cutaneo y la supervivencia
general de las personas

Estudio experimental. Se
analizaron secciones de tejido
completo de 98 melanomas
primarios cutdneos humanos

Los melanomas primarios cutaneos sin
metastasis contienen
significativamente mas CBAT que los
melanomas primarios que habian
hecho metastasis

Al realizar el primer diagnéstico, una
mayor cantidad de CBAT se relaciona
con una mejor supervivencia general
en personas con melanomas primarios
cutaneos de > 1 mm de profundidad de
Breslow .

También, los niveles mas altos de
ARNm tumoral CD20/CD19 se
relacion6 con una supervivencia
general mejor

La proximidad espacial y la
distribucion  relativa de  los
linfocitos y macroéfagos infiltrados
en el tumor predicen la
supervivencia en el melanoma, (22)

Italia,
2023

Investigar la proximidad
espacial entre las células
tumorales 'y las  células
inmunitarias y su correlacion
con la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) y la
supervivencia global (SG).

Estudio  descriptivo,  Se
estudi6 113 muestras de
melanoma cutaneos primario
(MCP)

Los pacientes con células de
melanoma ~ SOX10+ con alta
proximidad a (linfocitos infiltrantes de
tumores) LIT CD8+ en un radio de 20
um  mostraron una SLE mas
prolongada y una SG.

Los pacientes con células de
melanoma  SOX10+ con alta
proximidad a LIT CD8+ o baja
proximidad a macrofagos asociados a
tumores (MAT) CD163+ en un radio
de 20 pm mostraron una SG
aumentada en comparaciéon con los
pacientes con baja proximidad a TIL
CD8+ o alta proximidad a MAT
CD163+.

Se observé un impacto negativo
significativo en la SLE y la SG en
pacientes con ganglio linfatico
centinela (GLC) negativo con una alta
proximidad de MAT CD163+ a LIT
CD8+

10

Los subconjuntos de células T CD8
de memoria residente en el tejido
(TRM) TCF1-positivas y TCF1-
negativas y las células dendriticas
clésicas tipo 1 (cDC1) orquestan la
proteccion contra el melanoma y la
respuesta a la inmunoterapia. (23)

Meéxico,
2024

Identificar dos subconjuntos de
CD8+TRM, TCF1+ y TCF1-,
que se correlacionan con la
proteccion frente al melanoma

Estudio  descriptivo, 45
muestras en parafina de
melanoma maligno

Las células TCF1+TRM muestran una
mayor expresion de IFN-y y Ki67,
mientras que las células TCF1- TRM
exhiben una mayor expresion de
moléculas citotéxicas.

los subconjuntos TRM experimentan
un cambio en la expresion de
marcadores, y el subconjunto TCF1-
muestra una mayor expresion de
marcadores de agotamiento.
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Cuadro N°2: Descripcion de articulos selectos (otras células inmunes en melanoma maligno)

o

Titulo

Pais/
ARo

Objetivos

Disefio/ Nimero de
participantes

Resultados

Infiltracion de células inmunes
innatas en las metéastasis de
melanoma afecta la supervivencia y
esta asociada con el estado de
mutacién BRAFV600E. (24)

Dinamarc
a, 2018

Caracterizar el microambiente
inflamatorio en  melanomas
primarios ulcerados (MPU) y no
ulcerados (MPNU) y metastasis
pareadas e investigar la relacion
entre la inflamacion y la
mutacion BRAF en melanoma
primario y metastasis pareadas,
y evaluar el efecto de los
biomarcadores analizados en la
supervivencia especifica del
melanoma.

Estudio  descriptivo, 385
tumores primarios 'y 96
metastasis pareadas

En metéstasis de MPNU se hall6
mayor nimero de neutrdfilos vy
macrofagos.

En  metastasis de  melanomas
ulcerados, se hallé mayor namero de
macrofagos.

El mayor nimero de neutrdfilos en
metéstasis se asocié con una mala
supervivencia luego de la primera
recaida.

Los tumores primarios BRAF-
positivos y las metastasis mostraron
un mayor ndmero de células
dendriticas plasmocitoides en
comparacioén con los tumores BRAF-
negativos.

los melanomas primarios en hombres
presentaron un mayor numero de
neutréfilos que en mujeres, y los
hombres  tuvieron  una  peor
supervivencia especifica.

Descubrimiento de poblaciones de
células NK especializadas que se
infiltran en metéstasis de melanoma
humano. (25)

USA,
2019

Identificar las caracteristicas
claves de las células NK e
identificar sus poblaciones con
programas de expresion génica
especializados

Estudio experimental, se
realiz6 un analisis de
secuenciacion de ARN de una
sola célula (scRNA-seq) de
células NK de metastasis de
melanoma maligno de 5
pacientes.

Las células NK infiltrantes de tumor
representaron 7 grupos con programas
de expresion génica diferentes lo que
indica una especializacién funcional
como citotoxicidad y sintesis de
quimiocinas.

las células NK de 3 grupos expresaron
altos niveles de XCL1 y XCL2, que
codifican 2 quimiocinas conocidas por
reclutar  células dendriticas de
presentacion cruzada XCR1+ en
tumores.

Las células NK de otros 2 grupos
mostraron un mayor nivel de
expresion de genes de citotoxicidad

Células plasméticas en el melanoma
primario. Importancia pronostica y
posible papel de la IgA. (26)

Bélgica,
2016

Dar a conocer las caracteristicas
patolégicasy el resultado clinico
de los melanomas cutaneos
primarios asociados con células
plasméticas (CP)

Estudio experimental,
.Revisamos 710 melanomas
para correlacionar la
presencia de CP  con
marcadores prondsticos
histolégicos

Cuarenta y un casos (3,7%) mostraron
ctimulos/ldminas de CP.

Los melanomas ricos en CP
aparecieron a una edad mas avanzada
y eran mMas  gruesos, mas
frecuentemente ulcerados y mas
activos mitéticamente.

Los CP eran policlonales y a menudo
expresaban IgA ademas de 1gG.

En linfonodos locorregionales, se
encontraron cimulos/laminas de CP
IgA+ tanto en los senos como en las
areas subcapsulares.




Los melanomas con cimulos/laminas
de CP tuvieron una supervivencia
significativamente peor en
comparacién con los melanomas sin
PC mientras que, curiosamente, los
melanomas con PC escasos se
asociaron con un mejor resultado
clinico

Importancia clinica de las células
dendriticas plasmocitoides y de las
células supresoras derivadas de
mieloides en el melanoma. (27)

Bélgica,
2015

Evaluar las células supresoras
derivadas de mieloides (CSDM),
las células dendriticas (DC), las
células T citotoxicas y las
células T reguladoras (Treg)

Estudio experimental, Se
realizé citometria de flujo en
células mononucleares de
sangre periférica de 69
pacientes con melanoma en
estadio la IV

Los niveles circulantes de pDC
disminuyeron en pacientes con
enfermedad avanzada o activa.

Los niveles bajos de pDC confirieron
un impacto negativo independiente en
la supervivencia general y libre de
progresion.

Los niveles altos de CSDM
circulantes  (>4,13%) tienen un
impacto prondstico negativo

independiente en la SG.

Los niveles de CSDM se asociaron
con niveles disminuidos de células T
CD3+y CD3 + CD8+.

Los pacientes con niveles altos de
CSDM tenian mas células T PD-L1+
y mas expresion de CTLA-4 por
Tregs.

Los pbDC y los CSDM se
correlacionaron inversamente.

El impacto de los nivelesde pDC enel
prondstico y la prediccién de la
presencia de enfermedad sistémica fue
mas fuerte que el de los niveles de
CSDM

Importancia clinicopatolégica de
los macréfagos M1 y M2 en el
melanoma cutaneo. (28)

Italia,
2018

Evaluar la  cantidad de
macréfagos asociados a tumor
(MAT) M1 y M2 vy la
distribucion intratumoral en una
gran serie de melanoma maligno
(MM) de la piel.

Estudio  descriptivo, 94
melanomas maligns de piel en
estadio -1V con una larga
duracién de seguimiento

Desde la etapa temprana de los MM,
los macréfagos intratumorales M1
fueron menos que la poblacién M2; su
reclutamiento fue superado rapida y
progresivamente por un aumento de
los MAT M2 durante la progresion del
MM.

Independientemente de su
distribucién intratumoral, la
acumulacién de MAT tanto M1 como
M2 se asocia con malos indicadores de
prondstico y supervivencia

Los macréfagos reclutados por M1
cambian al fenotipo M2 en etapas
tempranas del desarrollo del MM.

Los macréfagos tumorales activos
reclutados por M2 superan la
acumulacion de M1 en todas las etapas
de la progresion del MM, lo que
favorece el crecimiento y la
diseminacion neoplésica.
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El nimero y localizacion de los
macrofagos CD68+ y CD163+ en
diferentes estadios del melanoma
cutaneo. (29)

Finlandia,
2019

Investigar  los  macré6fagos
asociados a tumor (MAT) en
lesiones melanociticas benignas,
premalignas y malignas para
determinar posibles
asociaciones con la progresion
del tumor y las caracteristicas
clinico-patolégicas

Estudio  descriptivo, 184
muestras de tejido, incluidos
nevos benignos y displasicos,
melanomas in situ,
melanomas invasivos
superficiales y metastasis en
los ganglios linfaticos

Los TAM CD68+ y CD163+ fueron
mas abundantes en los melanomas
invasivos.

La proporcion de MAT en los nidos
tumorales fue mayor en los
melanomas profundos y las metastasis
en los ganglios linfaticos.

Cantidades elevadas de macr6fagos
CD68+ en los nidos de células
tumorales se asociaron con la
recurrencia, mientras que una
proporcion baja de macréfagos
CD163+ en el estroma tumoral se
asocié con la recurrencia y en los
melanomas primarios también con
una supervivencia general deficiente.

Los MAT parecen promover la
progresion tumoral en el melanoma
cutaneo. En particular, los MAT
CD68+ y su abundancia en los nidos
tumorales se asociaron con factores de
mal prondstico

Inflamaciéon y polarizacion de
macréfagos en el melanoma
cutaneo: estudio histopatoldgico e
inmunohistoquimico. (30)

Italia,
2016

Caracterizar el fenotipo de los
MAT presentes en diferentes
subtipos de melanoma cutaneo
de extension superficial y su
relacion con el infiltrado
linfocitico

Estudio descriptivo, muestras
histopatoldgicas, de un total
de 72 pacientes no tratados

Los MAT M1 tienen un papel
impulsor en la regulacion de la
densidad de LIT, que constituye un
factor prondstico importante en los
informes histopatol6gicos.

El ciclo autocrino / paracrino entre
SCF + /c-Kit + mastocitos
promueve la  progresion  del
melanoma cutaneo. (31)

Italia,
2022

Evaluar la angiogénesis en
lesiones cutdneas normales,
premalignas y malignas, en
relacién con la infiltracion de
mastocitos alrededor de los
microvasos y asi identificar una
posible  relacion  con la
distribucién de mastocitos, la
expresion de SCF/c-Kit por
mastocitos y la formacion de
microvasos

Estudio descriptivo, Biopsias
de piel 35 pacientes normales,
con lesiones premalignas y
melanoma que se sometieron
a reseccion curativa

En las lesiones de melanoma, SCFy c-
Kit se expresaban en los mastocitos y
se liberaban por si mismos, lo que
sugiere que un circuito
autocrino/paracrino  podria  estar
implicado en los mecanismos
reguladores de la neoangiogénesisy la
progresion tumoral

Un nGmero bajo de mastocitos
triptasa+ y quimasa+ se asocia con
una supervivencia reducida y un
estadio tumoral avanzado en el
melanoma. (32)

Finlandia,
2015

Investigar la presencia de
mastocitos triptasa y quimasa en
lesiones melanociticas cutaneas
benignas y malignas y en
metastasis de ganglios linfaticos
de melanomas

Estudio descriptivo, 28 nevos
benignos, 26 nevos
displasicos, 15 melanomas in
situ, 36 melanomas invasivos
superficiales y 49 profundos y
30 metastasis de ganglios
linfaticos

El recuento medio de mastocitos con
triptasa y quimasa fue menor en los
melanomas invasivos en comparacién
con los melanomas in situ y los nevos
displasicos y benignos.

Un bajo nimero de mastocitos triptasa
se asoci6 con una supervivencia
general deficiente en los melanomas
profundamente invasivos y con un
estadio mas avanzado en los
melanomas superficialmente
invasivos.

Un bajo nimero de mastocitos
quimasa se asocié con microsatélites
en los melanomas profundamente
invasivos.
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Cuadro 3: Ceélulas inmunes y su respectivo pronostico en melanoma maligno

CELULA MOLECULAS RELACIONADAS | PRONOSTICO
Linfocitos T citotoxicos CD8+ Buen prondstico
Linfocitos T reguladores FOXP3 Buen prondstico

Linfocitos B CD 20 + Buen prondstico
SCF y c-Kit Mal pronéstico
Mastocitos

triptasa + y quimasa +

Buen prondstico

Células plasmaticas lg A+ Mal prondstico
Células dendriticas o
CD123+CD11c- Buen prondstico
plasmocitoides
células supresoras monociticas (CD14+) Mal prondstico

derivadas de mieloides

polimorfonucleares (CD14-CD15+)

Mal prondstico

(MDSC)
CD45 + CD56 + CD3 - CD4 - CD8a
Células NK Buen prondstico
- CD14 - CD15-CD163 - CD19 -
CD68+ y CD163+ Mal prondstico
Macrofagos
CD68+ Mal prondstico
Neutrofilos CD66b+ y E-cadherina Mal prondstico
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Cuadro 4 : Otras moléculas y su respectivo prondstico en melanoma maligno

MOLECULA CELULA ASOCIADA PRONOSTICO
CD73 Melanocito tumoral Mal pronéstico
CD2 Linfocitos T Solo correlacion

con el estadiaje

TCF1 Linfocitos T perifericos Mal prondstico
CD3 Linfocitos T Buen prondstico
SOX10+ Melanocito tumoral Buen prondstico
CD20 Linfocitos B Buen prondstico

Todos los estudios incluidos en la revision aplicaron instrumentos especificos para medir las
variables de interés. Para la recoleccion de datos sobre infiltracion de células inmunes, el mas
utilizado fue la extirpacion quirurgica (11 estudios — 58 %), ademas de la biopsia (6 estudios

— 32 %) y ambas (2 estudios — 10 %).

Los estudios utilizaron diferentes métodos para estudiar la infiltracion de células inmunes
como la Inmunohistoquimica (10 — 52,3 %), citometria de flujo y analisis de secuenciacion
de ARN (1 en cada uno de estos respectivamente — 5,3 % cada una), Inmunohistoquimica +
citometria de flujo (2 — 10,6 %) , inmunohistoquimica + analisis de secuenciacién de ARN,
citometria de flujo + inmunofluorescencia + analisis de secuenciacién de ARN, algoritmos
CIBERSORT y ESTIMATE, Inmunohistogquimica + reordenamiento VDJ mediante analisis
de escaneo genético, Inmunohistoquimica + andlisis de expresion génica utilizando

tecnologia Nanostring (1 en cada uno de estos respectivamente — 5,3% % cada una)
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En cuanto a los resultados de los estudios analizados se hall6 que las células mas
trascendentes en cuanto al estudio de la infiltracion de células inmunes en melanoma maligno
fueron: los neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, células NK, linfocitos T, linfocitos

B, células plasmaticas y mastocitos

IV. Discusion.
Neutrofilos

Existe la hipotesis de que la ulceracion rene células inflamatorias que fomentan la
enfermedad metastésica, ya que la ulceracion reclutaria células inflamatorias que promueven
la metastasis mediante la reactivacion de procesos migratorios en el melanocito (33). Los
neutrofilos pueden mostrar conducta antitumoral o protumoral dependiendo de los factores
liberados en el microambiente tumoral (33). La infiltracion densa es citotdxica, mientras que
una densidad pobre de neutréfilos favorece la progresion. Las mutaciones BRAF se dan en
aproximadamente el 50% de muestras de melanoma primario y metastasico, conllevando a
mayor proliferacion celular, aumento de la supervivencia de células cancerosas y mejora en
la metastasis (34).

Los resultados de nuestra revision exploratoria respecto a los neutréfilos como parte del
infiltrado celular tumoral son dadas a conocer en el cuadro 2, donde se exponen resultados
controvertidos respecto a lo mencionado inicialmente. Los neutréfilos en intimo contacto con
las células neoplasicas en el nicho premetastasico pueden eliminarlas generando grandes
cantidades de peréxido de hidrogeno (H202) y, por ende, disminuir la diseminacion
oncoldgica (35). En este estudio, proporcionamos evidencia de que los neutrofilos son
menores en las metastasis en comparacion con los tumores primarios en el grupo ulcerado,
pero mayores en el grupo no ulcerado. Se ha demostrado previamente que la extension de la

ulceracién en el melanoma primario se correlacionaba con el aumento del nUmero de
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neutréfilos, lo que sugiere que la ulceracion es una fuerte atrayente para los neutrofilos (36).
lo que sugiere que la ulceracion es atrayente para los neutrofilos. Por lo tanto, el bajo nimero
de neutrofilos en las metéstasis en el grupo ulcerado puede no ser indicativo de una pobre
inflamacidn, sino un fendémeno natural debido a la falta de ulceracion y al estroma diferente
en el nicho metastasico. En razon de esto observamos que el aumento del nimero de
neutréfilos en las metastasis provoco una baja supervivencia del paciente. Establecimos que
el sexo masculino exhibié una supervivencia especifica del melanoma peor, esto puede
deberse a su a su falta de atencion o resistencia a buscar atencién médica, por lo que pueden
presentar melanomas mas gruesos. Las células inmunitarias presentan receptores de
estrégeno, mostrando diferencias en la gravedad dependiendo de los niveles de estrogeno;
los hombres tenian una densidad de neutréfilos 2,8 veces mayor en sus tumores primarios
que el sexo femenino (37). Pero se requieren mas estudios para dilucidar dichas diferencias

sexuales.

Macrofagos

El valor prondstico de la infiltracion de macrofagos asociados a tumores (MAT) en el
melanoma cutadneo primario continta siendo poco claro. EI microambiente tumoral se
caracteriza por un gran espectro de productos moleculares tanto de células malignas como de
células estromales, y los MAT reaccionan con un cambio de fenotipo en M1, macréfagos
antitumorales y activados clasicamente, o M2 macréfagos protumorales activados
alternativamente (38). Otros estudios vieron que la cantidad total de MAT CD68+ y el conteo
de células CD163+ (CD68 y CD163, que representan todos los MAT y macréfagos M2,
respectivamente) se correlacionaron con resultados desfavorables, lo que mantiene su papel

controvertido (38). La distribucion de proximidad espacial relativa de las células tumorales
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y los LIT y MAT y su asociacion con la supervivencia en el melanoma cutaneo primario
contintan siendo poco exploradas.

Entre nuestros hallazgos de acuerdo al cuadro 2, se evidencié que en metastasis de
melanomas ulcerados, se encontrd6 mayor numero de macréfagos. Desde la etapa temprana
del melanoma maligno, los macrofagos intratumorales M1 fueron menos que la poblacion
M2; su reclutamiento fue superado rapida y progresivamente por un incremento de los MAT
M2 mientras se daba la progresion del melanoma maligno. Sin importar su distribucién
intratumoral, el reclutamiento de MAT tanto M1 como M2 se relacionan con malos
indicadores de pronostico y supervivencia. Los macrofagos atraidos por M1 cambian al
fenotipo M2 en etapas precoces del progreso del melanoma maligno. Los macrdfagos
tumorales activos reclutados por M2 superan la acumulacion de M1 entodas las etapas de la
progresion del melanoma maligno, lo que favorece el crecimiento y la diseminacion
neoplasica. Los MAT CD68+ y CD163+ fueron mas abundantes en los melanomas invasivos.
La proporcion de MAT en los nidos tumorales fue mayor en los melanomas profundos y las
metastasis en los ganglios linfaticos. Cantidades elevadas de macréfagos CD68+ en los nidos
de células tumorales se asociaron con la recurrencia, mientras que una proporcion baja de
macrofagos CD163+ en el estroma tumoral se asocio con la recurrencia y en los melanomas
primarios también con una supervivencia general pobre. Los MAT parecen promover la
progresion tumoral en el melanoma cutaneo. En particular, los MAT CD68+ y su abundancia
en los nidos tumorales se asociaron con factores de mal prondstico. Los MAT M1 tienen un
rol impulsor en la regulacion de la densidad de LIT, que configura un factor pronostico
crucial en los informes histopatoldgicos.

Al respecto, los macréfagos parecen ser determinantes en este proceso: las células

cancerigenas metastasicas sintetizan el ligando 2 de la quimiocina con motivo C-C que atraen
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monocitos al nicho metastasico (39), donde siguen juntdndose y madurando hasta
transformarse en macrd6fagos asociados a la metéstasis. Estas células son una poblacion
distinta que promueve la extravasacion y el crecimiento metastasico en parte a través del
factor de crecimiento endotelial vascular A (39). Se ha informado que los macréfagos
inducian resistencia a los inhibidores de BRAF (vemurafenib, dabrafenib y encorafenib),
mediante la fabricacion del factor de crecimiento endotelial vascular y que la presencia de
macréfagos antecedia una recaida precoz (40). EI melanoma maligno cutaneo se desencadena
de los melanocitos, que son células con funcion inmunoldgica especifica y una gran
capacidad para acumular altos indices de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
melanosomas tanto en condiciones basales como oncoldgicas, estas ROS favorecen la
continuidad del ciclo celular, la promocion y el desarrollo tumoral (41). Curiosamente, la
expresion aberrante de sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) se ha investigado como
un mecanismo efector de la inmunosupresion del nicho del melanoma maligno a traveés de la
inhibicion mediada por células supresoras derivadas de mieloides de la proliferacion y
activacion de células T, lo que conlleva a la progresion y propagacion tumoral inducida por
MAT, quimiorresistencia y bajas tasas de supervivencia del paciente (42). Estas
particularidades, en las neoplasias malignas humanas, suelen estar relacionadas con la
acumulacion de MAT M2 (42) y recientemente se documentd una asociacion estrecha entre

la activacion protumoral de los MAT M2 y la produccion de ROS.

Células NK

Las células NK fueron descubiertas en sus inicios como células inmunes innatas que actdan
precozmente con funcion citotdxica directa. Sin embargo, los estudios muestran un papel
esencial en la inmunidad conciliada por células T. Se encontrd que las células NK reclutan

CD XCR1+ (receptor de quimiocina de celulas dendriticas) de presentacion cruzada a
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tumores que son cruciales para la inmunidad mediada por células T mediante la secrecion de
las quimiocinas: XCL1, XCL2 y CCL5. Se hallé que la infiltracion de tumores humanos por
células NK y CD de presentacion cruzada se vincula con la respuesta al bloqueo del punto
de control con un anticuerpo PD-1 (proteina de muerte celular programada - 1) (43).

En cuanto a nuestros hallazgos, segun el cuadro 2, relacionados a las células NK infiltrantes
de tumor, mostraron grupos con programas de expresion génica distintos lo que indica una
especializacion funcional como citotoxicidad y sintesis de quimiocinas. Algunos grupos de
células NK expresaron altos indices de XCL1 y XCL2, que codifican 2 quimiocinas
conocidas por atraer células dendriticas de presentacion cruzada XCR1+ en tumores ademas
de quimiocinas ( CCL3 , CCL4 , CCL4L2 y CCL5). Otros grupos de células NK
demostraron un mayor nivel de expresion de genes de citotoxicidad. Estos datos demuestran
que las células NK estan presentes en las metastasis de melanoma cutaneo y que van de

acuerdo con las caracteristicas gendmicas descritas (44).

Células dendriticas

Las CD son potentes células presentadoras de antigenos que poseen un rol crucial en el
desarrollo de respuestas inmunitarias anticancerosas. La capacidad de diferenciacion de las
CD estd mermada en muchos canceres, lo que resulta en frecuencias méas bajas de CD
maduras circulantes en personas con estadios tumorales mas avanzados o neoplasia activa
(45). Muy aparte de la CD se han dado a conocer dos subconjuntos de células supresoras
derivadas de mieloides (MDSC) clinicamente relevantes, las MDSC monociticas (CD14+) y
polimorfonucleares (CD14-CD15+) (resp. mMDSC y pmnMDSC). Mayores indices de
MDSC en casi todos los tipos de neoplasias, se relacionan con estadios avanzados del cancer

y por ende un pésimo prondstico (46).
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Dentro de nuestros hallazgos, de acuerdo con el cuadro 2, las cantidades circulantes de
celulas dendriticas plasmocitoides (CDp) mermaron en pacientes con enfermedad
metastasica 0 activa. Los niveles bajos de CDp proporcionaron un impacto adverso
independiente en la supervivencia general y libre de progresion. Las CDp y las MDSC se
correlacionaron inversamente, pero las CDp tuvieron mayor impacto (47). Todo esto
relacionado tanto a las MDSC como a las CDp que se relacionan con la anergia de las células
T. Los tumores primarios BRAF+ y las metastasis mostraron un mayor nimero de CDp en
comparacion con los tumores BRAF- lo cual pudiera ser explotado al poseer mayor densidad

de estas células.

Celulas plasmaticas

El papel de los linfocitos T y los macréfagos se ha estudiado bastante en el melanoma,
mientras que se sabe poco sobre el rol de los linfocitos B y las células plasmaticas (CP).
Recientemente, se ha demostrado que los linfocitos B constituyen entre el 0 y el 50% de los
LIT (48). Pero existe controversia en cuanto a su papel preciso en la progresion del melanoma
y aun peor su etapa final, la CP (49).

Dentro de nuestros hallazgos de acuerdo con el cuadro 2, los melanomas ricos en CP
aparecieron a una edad mas avanzada y eran mas gruesos, mas frecuentemente ulcerados y
mas activos mitdticamente. Las CP eran policlonales y a menudo expresaban IgA ademas de
IgG. En linfonodos locorregionales, se encontraron cimulos/laminas de CP IgA+ tanto en
los senos como en las areas subcapsulares. Los melanomas con cUmulos/laminas de CP
tuvieron una supervivencia peor en comparacion con los melanomas sin CP, mientras que los
melanomas con CP escasos se asociaron con un mejor resultado clinico.

Al parecer los melanomas CP+ son raros y ocurren en un poco mas del 4% de los melanomas

invasivos. Clinicamente, los melanomas CP+ ocurren a una edad méas avanzada, es decir,
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unos 10 afios mas tarde que la edad promedio de los melanomas sin CP. A la histologia, se
determind que las CP se correlacionan a conductas de peor prondstico: alto grosor de
Breslow, elevada mitosis, ulceracion e invasion linfovascular (50). La influencia de la
cantidad de CP en la supervivencia puede deberse al hecho de que, al inicio de la respuesta
de las CP, las CP podria tener un efecto favorable o su efecto alin no percibido, debido a que
esta contrarrestado por otros mecanismos. las células B se diferencian en CP y cambian de la
expresion de la region constante de la IgM (C p ) a la expresién del mismo exén VuDJu con
cualquiera de los genes CH corriente abajo (C a 1-2, C y 1-4 o C ¢ ), transformandose de
esta manera en una molécula de IgA, 1gG o IgE. El cambio de clase puede depender de
sefiales externas de citocinas: el IFN- y facilita el cambio a 1gG2, la IL-4 facilita el cambio a
IgG4 e IgE, y el factor de crecimiento transformante B (TGF- p) facilita el cambio a IgA (51).
La IgA tiene propiedades inhibitorias de las células T citotoxicas, tiene un papel tolerogénico,

inmunosupresor y se relaciona al fracaso de la quimioterapia (52).

Mastocitos

El factor de células madre (SCF) es un factor de crecimiento de mastocitos relacionado a la
supervivencia y migracion de mastocitos (53). Un factor quimio atrayente fundamental
liberado por las células tumorales es el SCF (53). ¢c-Kit (CD 117) es un miembro de la tirosina
quinasas del receptor transmembrana de clase 111 (RTK), vinculadas a la subfamilia del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)/factor estimulante de colonias-1 (CSF-1), y
acta como un receptor natural del SCF (54). c-Kit se expresa en los mastocitos y esta ligado
a su crecimiento y desarrollo (54). Los mastocitos son atraidos en el microambiente tumoral
y estimulan la angiogénesis y la linfangiogénesis tumoral mediante la liberacion del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-

2) y las proteasas (55). Ademas, los mastocitos ayudan a la invasividad tumoral mediante su
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actividad inmunosupresora, secretando el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), histamina
e interleucina-10 (IL-10) y mermando las células T y las células NK que a su vez impulsan
la tolerancia inmunoldgica mediada por las células Treg (55). Los mastocitos oriundos de la
piel humana secretan moléculas angiogeénicas, entre ellas VEGF, factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), interleucina-8 (IL-8), proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), y requieren SCF para su secrecién (55).

Los mastocitos sintetizan una gran gama de mediadores fisiol6gicos y enzimas proteoliticas
como triptasa y quimasa. Los mastocitos humanos se dividen en mastocitos de tipo TC
(triptasa+ y quimasa+), de tipo T (triptasa+) y, bastante raros, de tipo C (quimasa+) en
funcion de su composicion de proteinasas (56). Ambas participan en la inflamacién y la
remodelacion de la matriz (56).

Dentro de nuestros hallazgos, de acuerdo al cuadro 2, se vio que, en las lesiones de melanoma,
SCF y c-Kit se expresaban en los mastocitos y se liberaban por si mismos, lo que sugiere que
un circuito autocrino/paracrino podria estar implicado en los mecanismos reguladores de la
neoangiogénesis y la progresion tumoral. El recuento medio de mastocitos con triptasa y
quimasa fue menor en los melanomas agresivos en comparacion con los melanomas in situ
y los nevos displasicos y benignos. Un bajo nimero de mastocitos triptasa se asocié con una
supervivencia general deficiente en los melanomas profundamente invasivos y con un estadio
mas avanzado en los melanomas superficialmente invasivos. Un bajo nimero de mastocitos
quimasa se asocio con microsatélites en los melanomas profundamente invasivos.

La evidencia cientifica sobre la transcripcion de SCF/c-Kit y la expresion a nivel de proteina
por las células tumorales durante la progresién del melanoma es controvertida. Algunas
investigaciones dan a conocer la pérdida de la expresion de c-Kit durante la malignizacion

de los melanocitos, pero otros, mas tarde en la progresion tumoral, en el melanoma invasivo,
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en comparacion con las lesiones in situ (57). También las células del microambiente pueden
expresar estas moléculas como isoformas secretadas y/o unidas a la membrana para ambos
(57). En cuanto a mastocitos con triptasa y quimasa, los resultados sugieren que esta serina
proteinasas de los mastocitos pueden jugar un papel supresor en el melanoma en lugar de
promotor. La falta de microsatélites puede explicarse por el aumento de la apoptosis y la
merma de la migraciéon de células de melanoma en presencia de quimasa en el estroma

peritumoral.

Linfocitos B

Las células B pueden agruparse en el margen del tumor, infiltrarse en las lesiones tumorales
o formar estructuras que van desde pequefios cumulos celulares hasta estructuras linfoides
terciarias (ELT) mas organizadas (58). Los estudios en muestras de suero ensefian que la
distribucién de isotipos de anticuerpos desregulada presenta niveles proporcionalmente altos
de 1gG4 que se correlaciona con un peor pronostico, mientras que los titulos séricos altos de
IgG2 se han correlacionado con respuestas positivas a las terapias con inhibidores de puntos
de control (59). Las celulas B también pueden aminorar las respuestas inmunitarias
antitumorales a través de citocinas como IL-4 o el factor de crecimiento transformante,
inmunoglobulinas que se unen a los receptores Fcy para inducir células derivadas de
mieloides con actividad de apoyo tumoral (60), linfotoxina-f que estimula la sefializacion de
IKKa ( IkB kinasa o) y STAT3 (transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3) o
IL-10 junto con la expresién de PD-L1 ( ligando de muerte programada 1) (61).

Se evidencio6 de acuerdo al cuadro 1: desregulacion del linaje de células B con un repertorio
de anticuerpos y especificidad distintos. Se hallé que células B infiltradas en tumores

expandidas clonalmente tuvieron caracteristicas parecidas a las autoinmunes. Los
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anticuerpos derivados de tumores son polirreactivos y se caracterizan por el reconocimiento
de autoantigenos. Los niveles séricos de anticuerpos son mas altos en pacientes con
enfermedad activa en comparacion con el estado posterior a la reseccion. Los melanomas
primarios cutaneos sin metastasis contienen mas células B asociadas a tumores (CBAT) que
los melanomas primarios que habian realizado metastasis. Al realizar el primer diagnostico,
una mayor cantidad de CBAT se relaciona con una mejor supervivencia general en personas
con melanomas primarios cutaneos de > 1 mm de profundidad de Breslow. También, los
niveles mas altos de ARNm tumoral CD20/CD19 se relacion6 con una supervivencia general
mejor.

Si nos enfocamos en la respuesta humoral de las células B en el melanoma cutaneo
metastasico, se da a conocer una respuesta aumentada de las células B de memoria con
cambio de clase 1gD en el sitio del tumor en comparacién con los valores séricos del paciente
y el repertorio diferencial de anticuerpos y la distribucion de isotipos séricos y del tumor.
Existen nexos espaciales y funcionales entre las células B y T, con la formacién del centro
germinal y la expansién clonal de anticuerpos, SHM (hipermutacion somatica), CSR
(recombinacion por cambio de clase) asi como la propension a las propiedades CDRH3
(regiones determinantes de complementariedad H3) caracteristicas de los anticuerpos
polirreactivos y madurados por afinidad, que respaldan un compartimento de células B muy
activo pero perturbado en el sitio del tumor (62). Junto con ello, el descubrimiento de
antigenos con anticuerpos derivados de células B de memoria residentes en el tumor e IgG
séricas circulantes muestra cierto reconocimiento de autoantigenos y evidencia una respuesta
autoinmune basal errénea para ciertos antigenos en personas con melanoma, con algunas de

estas caracteristicas de autoanticuerpos relacionadas con la enfermedad activa.
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Linfocitos T

Los informes contradictorios sobre el valor pronéstico de los LIT en el melanoma pueden
deberse a la heterogeneidad de los subtipos clinicos e histoldgicos, diferentes poblaciones de
pacientes y diferentes sistemas de clasificacion de LIT (63). Como principales células
efectoras antitumorales, los linfocitos T CD8+ comprenden la mayoria de los LIT y se han
relacionado con un buen prondstico en varios tipos de neoplasia (64). Segun datos previos,
los linfocitos T CD4+ ejercen diferentes funciones (65). Tanto las células CD4+ Thl como
las CD4+ Th2 estan vinculadas con la inmunidad antitumoral; (65) sin embargo, se observé
que las células T reguladoras CD4+ inhiben una respuesta inmunitaria antitumoral eficaz
(66). Por otra parte, en la respuesta adaptativa, las moléculas MHC (complejo mayor de
histocompatibilidad) de clase | y Il procesaron los antigenos asociados a tumores (TAA) de
las células presentadoras de antigeno) CPA a los receptores especificos de las células T CD8+
y CD4+ para su activacion (67). Ademas, la infiltracion de células T CD3+ en el tumor
primario también se ha observado como un excelente predictor temprano de una mayor
supervivencia en personas con melanoma metastasico que reciben inmunoterapia basada en
CD. Las celulas Treg son la principales involucradas en el mantenimiento de la tolerancia
periférica (66). Como el marcador Treg mas especifico, se ha demostrado que la expresion
de FOXP3 se correlaciona con un mal prondstico en varios tipos de cancer humano, incluido
el cancer de mama y los canceres gastrointestinales (68). Sin embargo, también se ha
observado un mejor valor pronostico de las Treg en el carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (69). Para el melanoma, la mayoria de los estudios previos han sugerido que
las células FOXP3+ estan asociadas con un pronostico favorable; de manera inconsistente,

otros también han observado los resultados controvertidos (70).
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En cuanto a nuestros hallazgos figurados en el cuadro 1: los tumores con expresion
elevada de CD73 mostraron un microambiente con menor infiltracion de células T CD8 +.
Las &reas en regresion tumoral estaban menos infiltradas por CD4/CD25, FOXP3/CD4 o
PD1/CD4 en comparacion con las &reas no en regresion tumoral. Hubo relacion directa entre
DMV (densidad microvascular), LIT, Tregs FOXP3+ y la fase de crecimiento vertical. Se
determind un aumento significativo de linfocitos T CD3 + infiltrantes en el tumor en
melanomas pT2, pT3y pT4 versus pT1. Los resultados muestran que la DMV, TIL y Tregs
FOXP3+ influyen significativamente en el microambiente del melanoma cutaneo. Se observo
mayor prevalencia de varios tipos de células inmunes en las metéastasis de los ganglios
linfaticos de los respondedores a Ipilimumab al comparar con los no respondedores,
particularmente células FOXP3 + y linfocitos T CD8 +. La expresion de CD2 se correlaciono
con una mejoria en la supervivencia general, la supervivencia libre de recaidas en el
melanoma ulcerado, pero no en el melanoma no ulcerado. Una poblacion de células T CD8+
CD39+CD103+PD-1- (P2) comprendia una proporcion mayor de células T CD8+
intratumorales y estromales en pacientes con supervivencia libre de recurrencia (SLR) >5
afios comparados con aquellos con SLR <5 afios. Las personas con células de melanoma
SOX10+ con alta proximidad a LIT CD8+ en un radio de 20 um mostraron una supervivencia
libre de enfermedad y supervivencia global mas prolongadas. Las células TCF1+(factor de
células T1) TRM (células T de memoria residentes) muestran una mayor expresion de IFN-
vy Ki67 (proteina reguladora del ciclo celular), mientras que las células TCF1- TRM exhiben
una mayor expresion de moléculas citotoxicas. Los subconjuntos TRM experimentan un
cambio en la expresion de marcadores, y el subconjunto TCF1- evidencia una mayor

expresion de marcadores de agotamiento.
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La posible explicacion para el papel positivo de los LIT en la supervivencia de los pacientes
con melanoma es que los LIT no son solo células inflamatorias sino por el contrario son
células efectoras antitumorales que se dirigen al tumor como parte de la respuesta
inmunoldgica especifica. Ademas, la participacion de LIT disminuiria la participacion de los
ganglios linfaticos regionales y la metastasis. (71). EI mecanismo exacto por lo que los LIT
CD3+ como factor pronéstico favorable no es claro y puede estar relacionado con su
regulaciébn en la transduccién de sefiales citologicas. A parte de los efectos
inmunomoduladores, los LIT CD4+ funcionan como células efectoras para ayudar a la
destruccion de células neoplasicas por los LIT CD8+ e incluso destruir independientemente
las células tumorales que son resistentes a las células CD8+. (72) . El CD20 es un marcador
de LIT y su papel pronostico rara vez se evalué en maltiples neoplasias. Se ha revisado que
CD25 y el factor de transcripcion FOXP3 se expresan bastante en las células Treg y FOXP3
es el mas especifico. (73). Los Tregs merman la respuesta inflamatoria y alteran el
metabolismo relacionado a la progresion tumoral mediante citocinas antiinflamatorias y

factores de crecimiento como IL-10, IL-35 y factor de crecimiento tumoral-(TGF-) B (74).

V. CONCLUSIONES

1. Los tipos celulares inmunes que infiltran el tumor en el melanoma maligno mas relevantes
desde un punto de vista practico y/o de pronostico son los linfocitos T (T CD8+, CD4+,
células Treg.), linfocitos B, macrofagos (M1 y M2), células dendriticas plasmocitoides,
células NK, mastocitos (SCF/c-Kit + vy triptasa+ y quimasa+), células plasmaticas y
neutrofilos.

2. Una mayor cuantificacion de neutrofilos se asocio a una mala supervivencia. La célula NK

expresaron dualidad antitumoral mediante citotoxicidad y quimioquinas, y tiene un efecto
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mas que todo tumoricida. Los macréfagos a lo largo del proceso de carcinogénesis pueden
variar en cuanto a sus densidades respecto a subtipos M1y M2, que si son considerados
como un total son relacionados a mal prondstico. Las células dendriticas se relacionaron
con la enfermedad avanzada cuando estas disminuian. Los mastocitos tuvieron impacto
negativo, desde el punto de vista de su ciclo autocrino/paracrino entre SCF/c-Kit +, del
mismo modo se relaciond a un pobre pronéstico el numero bajo de mastocitos triptasa+ y
quimasa+. Las células plasmaticas escasa en el microambiente tumoral se relaciond con un
mejor prondstico clinico. Las células B infiltrantes de tumores y sus respectivos anticuerpos
mostraron ciertas caracteristicas autoinmunitarias y se relacionaron a un mejor pronastico.
La células T tienen un papel prondstico favorable en cuanto a sus subtipos: CD3+, CD4+,
CD8+, FOXP3+ y CD20+ en la supervivencia global.

3. Los marcadores moleculares de las células inmunes en el infiltrado tumoral en melanoma
maligno mencionados en el presente estudio fueron: linfocitos T citotoxicos: CD8+ ;
linfocitos T reguladores : FOXP3+; linfocitos B: CD20+; mastocitos: SCF/c-Kit+ y
triptasa+/quimasa+ ; células plasmaticas: I1g A ; MDSC : CD14 y CD15; macrofago : CD68
y CD163; neutréfilos: CD66b+ y  E-cadherina;  celulas  NK: CD45

+ CD56 + CD3 - CD4 - CD8a—- CD14 - CD15-CD163-CD19—- y células

dendriticas plasmocitoides: CD123+ CD11c-.

VI. RECOMENDACIONES.

1. Al ser trascendente el conocimiento de todas las células en el microambiente tumoral,
es que se recomienda aplicar la misma metodologia de revision de alcance, al resto de

neoplasias malignas.

2. Se sugiere realizar mas estudios que correlacionen los hallazgos celulares en el
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microambiente tumoral con el prondstico de las respectivas neoplasias, pero

considerando grupos celulares y no solo de forma aislada.

Se recomienda para estudios posteriores similares a este, incluir mas aspectos celulares
y moleculares de la neoplasia en estudio, y relacionarlos con el infiltrado celular

inmune.
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