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1. Introduccion

1.1 MELANOMA DE UVEA

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

El melanoma maligno de uvea es el tumor primario intraocular mas frecuente entre la
poblacion adulta (McLean, Armed Forces Institute of Pathology (U.S.) y col. 1994) y el
segundo melanoma humano tras el melanoma cutaneo (Chang, Karnell y col. 1998). En
realidad se trata de un tumor maligno poco frecuente cuya incidencia se estima en 6
casos por millon de habitantes por ano (Egan, Seddon y col. 1988; Singh y Topham
2003). Al contrario que en el melanoma cutaneo, la incidencia del melanoma uveal se
ha mantenido estable en las ultimas cinco décadas (Singh y Topham 2003). El 85% de
los melanomas oculares son melanomas de Givea, dentro de los cuales el melanoma de
coroides es el mas frecuente (90%), seguido por el melanoma del cuerpo ciliar (7%) y

por ultimo el melanoma de iris (3%) (Damato 2004).

1.1.2 FACTORES DE RIESGO

La etiologia del melanoma maligno de tivea es desconocida aunque varios factores de
riesgo se han visto involucrados en el desarrollo de la enfermedad (Singh, Shields y col.

2001).

a. Edad

El riesgo de melanoma de tivea se incrementa con la edad. La edad media de los
enfermos a la hora del diagnostico se sittia en los 55 afios (Raivio 1977). Es un tumor
poco frecuente en ninos y adolescentes. En menos del 1% de los casos el paciente tiene
una edad inferior a 20 afios (Singh, Shields y col. 2000) y la forma congénita es

extremadamente rara (Broadway, Lang y col. 1991).

-4 -



1. Introduccion

b. Sexo

Los hombres poseen un mayor riesgo de desarrollar un melanoma uveal que las mujeres

(Egan, Seddon y col. 1988).

c. Raza v Factores geograficos

El melanoma de tivea es mucho mas frecuente en la poblacioén caucésica que en la raza
negra o asiatica (Egan, Seddon y col. 1988). Se estima que los individuos blancos tienen
hasta 150 veces mas posibilidades de desarrollar un melanoma de uvea que los negros
(Singh y Topham 2003). Entre los caucésicos, los individuos de piel clara, cabello rubio
e iris azul poseen el riesgo mas elevado (Gallagher, Elwood y col. 1985; Saornil 2004).
Esto también explica las diferencias geograficas del tumor alrededor del mundo, donde
los paises escandinavos tienen una alta incidencia de melanoma de ivea mientras que en

Africa el nimero de casos es muy bajo (Miller, Abrahams y col. 1981).

d. Exposicién solar

Al contrario que en el melanoma cutaneo, el papel que juega la exposicion solar en
desarrollo del melanoma uveal no queda claro. Algunos autores defienden la existencia
de una relacion entre la influencia de luz ultravioleta y la aparicion del tumor (Tucker,
Shields y col. 1985; Vajdic, Kricker y col. 2002), mientras que otros no han podido
encontrar asociacion alguna (Seddon, Gragoudas y col. 1990; Dolin, Foss y col. 1994;

Vajdic, Kricker y col. 2002; Singh, Rennie y col. 2004).

e. Factores genéticos

La mayoria de los casos de melanoma de tivea son esporadicos. En menos del 1% de los
pacientes existe una historia familiar de melanoma uveal (Singh, Wang y col. 1996) y

su asociacion con otros canceres es débil (Turner, Siatkowski y col. 1989).
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1. Introduccion

El sindrome del nevus displasico (SND), esporadico o familiar, se caracteriza por la
aparicion durante la infancia y adolescencia de un gran nimero de nevus cutaneos
atipicos (generalmente mas de 100) con alto riesgo de transformacion maligna. Se
estima que el riesgo de desarrollar un melanoma cutaneo en las personas afectas es de
un 10%, pudiendo alcanzar el 100% en algunas formas familiares (Greene, Clark y col.
1985). Estos pacientes tienen también una mayor incidencia de nevus conjuntivales y
uveales (Toth-Molnar, Olah y col. 2004) y melanomas de uvea, cuya histologia suele
corresponder a la de peor pronostico (Toth-Molnar, Hammer y col. 2000). Debido al
hecho que los melanocitos cutdneos y uveales poseen el mismo origen embrioldgico en
la cresta neural, se ha formulado la hipdtesis de que los pacientes con SND poseen
alguna alteracion genética que predispone a la proliferacion y malignizacion de ambos

tipos de células.

Varios autores también han propuesto una asociacion con la neurofibromatosis tipo 1
(NF1) basandose en su origen comiin en la cresta neural y en la elevada incidencia de
nevus coroideos en los pacientes con NF1. A pesar de estas teorias, la coexistencia de
melanoma de uvea y NF1 es muy rara (Friedman y Margo 1998; Rehany y Rumelt
1999) y no permite establecer una relacion causal entre ellas (Honavar, Singh y col.

2000).

Actualmente se estan estudiando ciertas condiciones cromosdmicas y moleculares que
parecen estar asociadas con el melanoma de ivea y su historia natural, como son las
alteraciones en los cromosomas 3, 6 y 8, en los genes p53 y Rb o en la ruta de
sefalizacion de MAPK. Investigaciones citogenéticas han demostrado que las
alteraciones de los cromosomas 3 y 8 sobretodo estan presentes en los melanomas del
cuerpo ciliar donde suelen coexistir. En cambio, las alteraciones del cromosoma 6 se
asocian con mas frecuencia a melanomas coroideos. Ademas se ha comprobado como la
monosomia del cromosoma 3 y duplicacion del 8q se asocian a una reduccion

considerable de la supervivencia (Singh, Shields y col. 2001).
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1. Introduccion

f. Lesiones predisponentes

Las melanosis congénitas ocular y oculodérmica y los nevus coroideos se consideran
entidades con riesgo de desarrollar un melanoma de uvea.

La melanocitosis ocular o melanosis oculi y la melanocitosis oculodérmica (Nevus de
OTA) son dos condiciones genéticas que implican un fallo en la migracion de los
melanocitos. Estos quedan atrapados durante la vida embrionaria en cualquiera de los
tejidos que separan la cresta neural del epitelio superficial. Mientras que en la primera
forma clinica la melanosis afecta sobretodo la esclera y epiesclera, en la segunda existe
un acumulo de melanocitos a nivel de la dermis periocular. Ambas entidades se
consideran precursoras de melanomas en cualquiera los tejidos afectos (Theunissen,
Spincemaille y col. 1993; Patel, Egan y col. 1998; Lopez-Caballero, Saornil-Alvarez y
col. 2003). Entre ellos, el melanoma de tivea es el mas frecuente (Velazquez y Jones
1983). En estos pacientes, el melanoma uveal crece de forma ipsilateral del lado de la
melanosis, en el ojo mas pigmentado en casos de melanosis bilaterales y en el area
afecta en las melanosis sectoriales. Ademas la incidencia de melanomas bilaterales o
multiples estd incrementada (Singh, De Potter y col. 1998). Aunque las melanosis
congénitas son mas frecuentes en negros y asiaticos, su asociacion con el melanoma de
uvea es mas comun en pacientes blancos (Gonder, Shields y col. 1982; Velazquez y

Jones 1983).

A pesar de que los nevus coroideos son frecuentes entre la poblacion general (3-6%) y
son el origen de la mayoria de los melanomas, su riesgo de transformacién maligna
siempre se ha considerado muy bajo (1 de cada 10000) (Hale, Allen y col. 1965; Ganley
y Comstock 1973). Un estudio reciente de Harbour muestra como la prevalencia de
nevus coroideos es mayor que la estimada hasta la fecha (17%) y concluye que la
proporcion de nevus que van a transformarse en melanoma es todavia menor (Harbour

2004).
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1.1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS

Los melanomas intraoculares son tumores solidos cuyas caracteristicas clinicas varian
en funcidn de su tamafio, localizacion y afectacion de las estructuras intraoculares. Su
grado de pigmentacion es variable, incluso dentro del mismo tumor, abarcando desde el
marron oscuro hasta la amelanosis completa. Pueden adoptar distintas formas y en raras
ocasiones, seran bilaterales o multifocales (Shammas y Watzke 1977; Dithmar, Volcker

y col. 1999).

Segun las series, entre un 55% y 85% de los pacientes con melanoma de ivea presentan
sintomas oculares en el momento del diagnodstico (Damato 2001; Eskelin y Kivela
2002). Las alteraciones visuales son la forma de presentacion mas comun. Entre ellas
destacan la aparicion de visidon borrosa, las fotopsias y la reduccion del campo visual
(Damato 2001). Como media un paciente tarda entre 2 y 3 meses en consultar al

especialista desde el inicio de los sintomas (Eskelin y Kivela 2002).

En su extension, el melanoma también puede manifestarse con dolor, en general
producido por la aparicion de glaucomas secundarios generados por varios mecanismos.
Estos incluyen el desplazamiento anterior del diafragma iris-cristalino por el efecto
masa posterior, el bloqueo pupilar por la aparicién de sinequias posteriores o el cierre
del angulo camerular debido a la formacion de sinequias anteriores o a la
neovascularizacion producida por la necrosis isquémica del tumor e hipoxia retiniana

(Escalona-Benz, Benz y col. 2003).

El melanoma de coroides suele manifestarse como una masa marronacea, subretiniana y
sobreelevada que adopta la tipica configuracion en “champifion” cuando logra romper la
membrana de Bruch (Figura 1). En la superficie del melanoma se puede observar
pequetios acumulos de pigmento naranja (lipofucsina) a nivel del epitelio pigmentario
de la retina (EPR) y/o la presencia de un desprendimiento seroso de la retina sensorial.
Pueden haber hemorragias subretinianas, y la aparicion de miodesopsias hara sospechar
una hemorragia vitrea en los casos de ruptura de la membrana de Bruch. Hasta un 40%
de los tumores alcanza en su crecimiento los 3 mm que rodean el nervio optico o la

fovea produciendo entonces una importante pérdida de la agudeza visual (Damato
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2004). Si el tumor afecta la retina suprayacente apareceran las fotopsias o un defecto en

el campo visual.

Los melanomas del cuerpo ciliar pueden pasar desapercibidos durante un largo periodo
de tiempo debido a su localizacion. El cuerpo ciliar es una estructura ocular periférica,
escondida detrds de la base del iris, donde los melanomas pueden crecer
sustancialmente antes de ser detectados. El tumor aparece como una masa pigmentada
redonda u ovoide situada inmediatamente detrds de la periferia del cristalino (Figura 1).
Algunas caracteristicas clinicas son de gran ayuda ante la sospecha de un melanoma de
cuerpo ciliar. Entre ellas destacar la presencia de un vaso epiescleral centinela en el
cuadrante del tumor, una catarata sectorial, una subluxacion del cristalino, unas
manchas pigmentadas en la esclera o una pigmentacion anormal de la raiz iridiana.
Estos tumores pueden crecer hacia el polo anterior, invadir la coroides periférica o
extenderse de forma extraescleral dando lugar a una masa epiescleral oscura e inmdvil
(Simpson 2004). Existe una variedad llamada melanoma en anillo en la que el

melanoma crece circunferencialmente siguiendo al cuerpo ciliar.

Los melanomas de iris se clasifican en tumores circunscritos y difusos. Los melanomas
de iris circunscritos son tumores bien delimitados mientras que los difusos poseen un
patron de crecimiento infiltrativo, mal definido y con un componente multifocal
confluente importante (Shields 1999) (Figura 1). Los signos clinicos que haran
sospechar malignidad son una vascularizacion prominente, un ectropion iridiano
importante, una catarata sectorial, la extension extraescleral, el tamafio y un crecimiento
progresivo de la lesion. La imagen clinica caracteristica del melanoma de iris difuso es
una heterocromia hipercromatica iridiana adquirida y un glaucoma secundario
ipsilateral que llevard a confusion y sera el responsable del retraso en el diagnostico en

un gran numero de casos.
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Figura 1: Melanoma de ivea. (A) Aspecto clinico del melanoma de iris. (B) Aspecto macroscépico del

melanoma del cuerpo ciliar. (C) Aspecto clinico del melanoma de coroides. (D) Aspecto macroscopico del

melanoma de coroides.
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1.1.4 DIAGNOSTICO

La deteccion del melanoma de uvea ha mejorado sustancialmente gracias al uso de la
oftalmoscopia indirecta y las cdmaras no midridticas. Aun asi, un estudio realizado por
Damato muestra como en un 21% de los pacientes sintomdticos no se detecta el tumor

durante la primera visita oftalmologica (Damato 2001).

El error diagnostico también se ha reducido considerablemente desde la década de los
70 donde el 20% de los ojos enucleados por sospecha clinica de melanoma de ivea no
tenian el tumor. Segun los resultados publicados del Collaborative Ocular Melanoma
Study (COMS), actualmente el fallo diagndstico se produce en menos del 1% de los
pacientes (COMS 1990). Aunque este porcentaje debe considerarse optimista teniendo

en cuenta que en el estudio se descartaron los melanomas uveales atipicos.

La mayoria de los melanomas de ivea, ya sean sintomaticos como asintomaticos, son
detectados mediante un examen del fondo de ojo. La oftalmoscopia indirecta binocular
gracias a que aporta una visiéon panordmica y estereoscopica del fondo de ojo se ha
convertido en la principal arma diagnostica de los melanomas uveales. Permite
detectarlos, hacer una estimaciéon del tamafio basal y apical, valorar el grado de

pigmentacion y la afectacion del resto de estructuras intraoculares.

Las fotografias en color permiten documentar la apariencia clinica del melanoma uveal
y facilitan el seguimiento de los pacientes con lesiones indeterminadas, pero son de

poca ayuda en los tumores periféricos o que afectan al cuerpo ciliar.

La ecografia ocular es el examen complementario mas importante en el diagndstico y
seguimiento del melanoma de coroides y cuerpo ciliar. Es una técnica no invasiva que
permite realizar el calculo de las dimensiones tumorales con mayor precision por lo que
se utiliza en la valoracion del tratamiento y documentacion de cualquier crecimiento o
regresion. Es de gran utilidad para detectar tumores posteriores en ojos con medios
opacos (catarata, hemorragia vitrea) y extensiones extraescleras. Ademas ayuda a

descartar diagnosticos diferenciales e incluso aporta datos pronosticos de la enfermedad
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(Coleman, Silverman y col. 2004). En el melanoma uveal, la ecografia en modo A se
caracteriza por una elevada amplitud inicial de los ecos producida por la retina que se
encuentra en el apex tumoral, seguida de una cadena de ecos de intensidad decreciente
debida a la baja reflectividad interna tumoral. Dicho fenomeno se conoce como angulo
Kappa y permite hacer el diagndstico diferencial con otros tumores intraoculares. En la
ecografia en modo B la imagen tipica consiste en una masa tumoral con una estructura
interna regular y una reflectividad media-baja que caracteristicas de su gran
homogeneidad histologica y alta celularidad tisular. Ademas es frecuente la presencia de
una excavacion coroidea, reflejo de la penetracion del tumor en la coroides normal, y de
una sombra orbitaria por la disminucion de los ecos en la region que se encuentra detras

del tumor (Mascaré 1987).

La angiografia fluoresceinica no puede considerarse una prueba diagndstica definitiva
en el melanoma de Uvea puesto que muestra diferentes patrones, ninguno de ellos
patognomonico. Aporta informacion sobre la vascularizacion, grado de alteracion del

EPR y ayuda en el diagndstico diferencial con otras entidades.

La transiluminacion es una prueba sencilla que puede realizarse en la consulta clinica.
Se basa en el bloqueo de la transmision luminica que ejerce el pigmento intrinseco de
los melanomas uveales. La sombra del tumor se hace visible al colocar una fuente de luz
sobre el cuadrante contrario a la lesién en un ojo anestesiado. De esta manera se puede
determinar el didmetro basal de los tumores coroideos anteriores y del cuerpo ciliar
ademas de conocer el grado de pigmentacion tumoral. Es una técnica poco efectiva en

los melanomas amelanoticos.

Tomografia computerizada (TAC) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) son
procedimientos diagnosticos complementarios utiles en la delineacion del tumor en ojos
con medios opacos y en la valoracion de su extension extraescleral y orbitaria

(Augsburger, Peyster y col. 1987; De Potter, Flanders y col. 1993).

La biopsia-aspiracion con aguja fina tiene una indicacion muy discutida a la hora de

realizar el diagnoéstico diferencial con otros tumores intraoculares cuando se han
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agotado los métodos no agresivos y decidir el tratamiento en aquellos casos atipicos

(Char, Miller y col. 1989).

Y por altimo, es importante la caracterizacion inmunofenotipica de los melanomas de la
uvea que han requerido cirugia para su confirmacion histopatologica. Para ello se han
empleado anticuerpos monoclonales contra la proteina S-100, el antigeno melanico
HMB-45, la vimentina y la enolasa neuronal especifica (ENE) (Burnier, McLean y col.

1991).

1.1.5 METASTASIS EN MELANOMA MALIGNO DE UVEA

A pesar de los buenos resultados del tratamiento local y los avances en el diagndstico
del melanoma maligno de uvea, la aparicion de metastasis sigue siendo la principal
causa de muerte de estos pacientes. Como ya se ha comentado aproximadamente un
40% de los pacientes van a desarrollar metastasis macroscopicas en los 10 primeros

afios tras el diagndstico independientemente del éxito del tratamiento local.

Las metastasis del melanoma maligno de tvea se producen por via hematica
exclusivamente debido a la ausencia de linfaticos intraoculares. Ultimamente se ha
sugerido que las células circulantes malignas (CCM) con potencial metastasico del
tumor primario abandonan el ojo en estadios muy tempranos de la enfermedad, antes del
tratamiento e incluso antes de realizar el diagnostico (Eskelin, Pyrhonen y col. 2000).
Apoyando esta teoria, un estudio reciente de nuestro laboratorio todavia no publicado ha
logrado aislar CCM en la sangre periférica de casi la totalidad de los pacientes que
participaron en ¢l y que clinicamente no presentaban metastasis. Estos resultados
sugieren la presencia de micrometastasis “durmientes” en alguna(s) localizacion(es) del
organismo, responsables de la liberacion de CCM al sistema circulatorio incluso afios

después de una enucleacion.

Las localizaciones mas frecuentes de las metastasis del melanoma maligno de ivea son
el higado (56-90%), pulmén (31%), hueso (7-23%) y piel (17-36,5%) (Missotten y

Keunen 2004). También se han descrito focos metastaticos en el corazon (Makitie y
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Kivela 2001), mama (Demirci, Shields y col. 2001), cerebro (Midena, de Belvis y col.
1999), coroides contralateral (Singh, Shields y col. 2001) y nodulos linfaticos regionales
(Dithmar, Diaz y col. 2000).

El higado es el érgano mas frecuentemente envuelto en la diseminacion metastasica del
melanoma maligno de Givea. En el momento del diagnéstico de metastasis, hasta un 60%
de los pacientes tienen afectacion hepatica y ad mortem esta cifra alcanza el 90-100%
de los casos (Lorigan, Wallace y col. 1991). Un 30% de los pacientes unicamente
presentaran metastasis hepaticas. Su aparicion se asocia con una reduccion significativa
de la esperanza de vida. Si el higado es el primer o6rgano afectado en el proceso
metastasico la supervivencia media de los pacientes es de 5 a7 meses, mientras que si la
localizacidn inicial de las metastasis es extrahepatica la supervivencia se alarga hasta los

18 meses (Rajpal, Moore y col. 1983; Bedikian, Legha y col. 1995) .

Actualmente los principales objetivos en el seguimiento de estos pacientes son la
deteccion precoz de metéstasis e identificacion de los principales factores de mal
prondsticos clinicos e histoldgicos como la localizacion, tamafio tumoral y tipo celular
(descritos previamente). Para lograr el primer objetivo, todos pacientes con melanoma
maligno de tivea son sometidos a un screening inicial y unos controles periddicos cada 6
meses (Hicks, Foss y col. 1998; Eskelin, Pyrhonen y col. 1999). Estos estudios incluyen
la realizacion de una evaluacion sistémica general, radiografia de térax, ecografia
hepatica y pruebas de funcion hepatica (Lactato deshidrogenasa (LDH), gamma-
Glutamil Transpeptidasa (gamma-GT) y Fosfatasa alcalina (FA). En el caso de obtener
resultados con alta sospecha de metastasis se solicitaran pruebas adicionales como un

escaner abdominal y una biopsia-aspiracion con aguja fina.

Las posibilidades terapéuticas de los pacientes con metastasis son varias aunque sus
resultados son poco alentadores. Los mayores avances terapéuticos se han realizado en
el tratamiento de los focos metastiticos hepaticos aislados. Para ellos se estan
realizando quimioembolizaciones hepdaticas, quimioterapia arterial intrahepatica y
perfusion aislada hepatica. En cuanto a la quimioterapia sistémica con o sin cirugia ha

demostrado ser mdas efectiva en pacientes con metastasis extrahepaticas y la
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quimioterapia asociada a inmunoterapia ha obtenido resultados modestos (Missotten y

Keunen 2004).

1.1.6 FACTORES PRONOSTICOS

En los ultimos afios, se han identificado una serie de factores tumorales que estan
directamente relacionados con la aparicion de metastasis y por lo tanto con un peor
prondstico de los enfermos. De todos ellos, los dos mas importantes para predecir la

supervivencia son el tamafio tumoral y el tipo de célula que constituye el tumor.

a. Factores prondsticos clinicos

Localizacién

La mortalidad de los melanomas de iris es baja (3-5%) a los 10 afios debido, en general,
al diagnoéstico precoz cuando todavia son tumores pequefios y a que histolégicamente
suelen estar compuestos por un tipo celular poco maligno (Davidorf 1981; Shields,
Shields y col. 2001). Los principales factores de riesgo clinicos metastaticos en el
melanoma de iris incluyen la edad, el aumento de la presion intraocular, la extension
hacia el 4ngulo camerular y la extension extraexcleral (Shields, Shields y col. 2001).

Los melanomas del cuerpo ciliar y coroides tienen peor prondstico. La mortalidad de los
pacientes con melanoma de cuerpo ciliar es del 22% a los 5 afios del tratamiento con
radioterapia (Gunduz, Shields y col. 1999) y el tiempo medio de aparicion de las

metastasis es 68 meses.

Tamaifo

El tamafo tumoral es uno de los factores prondsticos mas importantes de la evolucion
del paciente. En funcion del diametro basal tumoral (DBT) y la altura, los melanomas
de coroides se clasifican en pequeios (<10 mm DBT y < 3mm altura), medianos (10-15

mm DBT y 3-8 mm altura) y grandes (>15 mm DBT y >8mm altura). Se estima que la
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mortalidad a los 5 afios es respectivamente de 16%, 32% y 53% (Diener-West, Hawkins

y col. 1992).

Patron de crecimiento

Aunque la mayoria de los melanomas de tvea presentan un patrén de crecimiento
nodular, existen casos poco comunes denominados difusos donde la neoplasia crece
infiltrando la coroides sin producir protusion. Los melanomas de tivea nodulares tienen
un mejor pronostico que los difusos cuya mortalidad alcanza el 24% de los casos a los 5
afos (Shields, Shields y col. 1996). Este porcentaje se debe a que los tumores de Gvea
difusos suelen diagnosticarse tardiamente, poseen un elevado nimero de células
epitelioides y tendencia a invadir estructuras extraoculares.

La presencia de una ruptura en la membrana de Bruch no se considera un factor

pronostico (Seddon, Albert y col. 1983).

Extension extraescleral

La presencia de una extension extraescleral ensombrece el prondstico de la enfermedad.

b. Factores prondsticos histopatologicos

Tipo celular

En 1931 Callender propuso un sistema de clasificacion para el melanoma uveal basado
en el tipo celular (Callender 1931). Esta clasificaciéon fue modificada en 1983 por
McLean y asociados que introdujeron una correlacion entre el tipo celular y la
mortalidad en el melanoma de ivea (McLean, Foster y col. 1983).

Los melanomas de uvea poseen dos tipos de células tumorales: las células fusiformes y
las células epitelioides (Figura 2). Las células fusiformes de tipo A se caracterizan por

ser células alargadas en forma de huso, sin nucleolo o figuras mitoticas visibles, con un
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ratio nucleo/citoplasma bajo, la presencia de un pliegue longitudinal a nivel de la
membrana nuclear y una tendencia a la cohesividad. En la nueva clasificacion, los
tumores melanociticos benignos o nevus estan compuestos exclusivamente por células
fusiformes de tipo A. Las células fusiformes de tipo B son también células en forma de
huso muy cohesivas pero con un nucleolo bien diferenciado, un ratio nacleo/citoplasma
elevado y alguna figura mitdtica. Se denominan melanomas de uvea fusiformes los
tumores compuestos por células fusiformes de tipo A y B. Estos melanomas son los de
mejor pronodstico. Las células epitelioides se diferencian por ser células grandes, con
abundante citoplasma eosindfilo, gran pleoformismo, falta de cohesividad entre ellas y
la presencia de uno o varios nucleolos prominentes. El nimero de mitosis es variable
pero siempre mayor que en las fusiformes. Los melanomas compuestos inicamente por
células epitelioides son muy infrecuentes y corresponden a los de peor pronostico. Los
melanomas mixtos estdn compuestos por células fusiformes y epitelioides. Representan
el 52% de todos los melanomas de uvea. Su pronoéstico intermedio variard en funcion de

la proporcidn de células epitelioides que lo formen (McLean, Foster y col. 1982).

Figura 2A: Aspectos microscopicos del melanoma de ivea. Células fusiformes (H&E,
magnificacion original 400x).
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Figura 2B: Aspectos microscopicos del melanoma de uvea. Células epitelioides (H&E,
magnificacion original 400x).

Actividad mitodtica

La actividad mitética se mide contando el nimero de mitosis que aparecen en 40
campos de gran aumento (CGA). A mayor numero de mitosis, peor pronodstico. Los
tumores con una baja actividad mitética (0-1 por CGA) tienen una mortalidad del 15% a
los 6 afios, mientras que la mortalidad de los tumores con elevada actividad mitotica (9-

48 por CGA) es del 56% (McLean, Foster y col. 1977).

Patrones vasculares

Debido a la ausencia de un sistema linfatico intraocular, los melanomas malignos de
uvea unicamente pueden metastatizar por via sanguinea. Es por ello que la presencia de

patrones vasculares en el tumor ha despertado un enorme interés entre los
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investigadores. Folberg y col. fueron los primeros en documentar la existencia de
distintos patrones microvasculares en los melanoma de tuvea (Folberg, Pe'er y col.
1992). Desde entonces, su histogénesis, naturaleza y funcidon son motivo de estudio y
controversia entre los investigadores (Kivela, Makitie y col. 2004). Aparecen como
canales tridimensionales de aspecto vascular, que transportan plasma y a veces sangre,
pero que no estan delimitados por células endoteliales sino por componentes de la
membrana basal. Son estructuras compuestas basicamente por matriz extravascular
(Folberg, Hendrix y col. 2000). Varios estudios in vitro han demostrado como las
propias células del melanoma de tivea son las responsables de estimular la formacion de
estos canales a través de los cuales se ha logrado inyectar diversas sustancias de
contraste (Maniotis, Folberg y col. 1999; Maniotis, Chen y col. 2002). Para su
identificacion se han usado varias técnicas (fluoresceina conjugada Ulex europeaeus
agglutinin I, tincién azan). La mas utilizada es la tincion con 4cido periddico de Schiff
(PAS) que reacciona con las membranas basales periendoteliales. A nivel clinico es
posible reconocer algunos de los patrones usando una angiografia confocal con verde de
indocianina (Mueller, Bartsch y col. 1998).

Hay descritos 9 patrones microvasculares diferentes, unos lineales y otros circulares,
algunos de ellos pertenecen a nevus (Rummelt, Folberg y col. 1994) o melanomas
uveales de bajo grado, mientras que otros se consideran importantes predictores del
riesgo de metastasis (Folberg, Rummelt y col. 1993; Rummelt, Folberg y col. 1995).
Entre estos ultimos cabe destacar los circulos y redes microvasculares puesto que son, a
parte de los mas ampliamente estudiados, los que se han asociado a un mayor riesgo de
muerte por metastasis (Folberg, Rummelt y col. 1993; Foss, Alexander y col. 1997).
Una de las hipdtesis que ha suscitado gran interés a la hora de explicar la presencia de
estos patrones de microvascularizacion asociados a un peor prondstico es que funcionan
como alternativa a la clasica angiogénesis favoreciendo el crecimiento tumoral y la
siembra metastasica, que en el caso del melanoma de tivea s6lo puede producirse por
via hematica (Kivela, Makitie y col. 2004).

Dentro de un mismo tumor es frecuente encontrar una heterogenicidad en el tipo y
distribucion de patrones vasculares, intercalandose areas de relativo “silencio vascular”
con areas donde abundan dichas formaciones (Folberg, Rummelt y col. 1993).
Siguiendo la definicion original de Folberg y col 4, un circulo vascular cerrado (CVC)

es un patron microvascular curvado y completamente cerrado que engloba a un grupo
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de células tumorales. La presencia de un s6lo CVC en un melanoma de tvea es
suficiente para clasificarlo en este grupo. Se consideran redes microvasculares el
contacto de al menos tres CVC. Por definicion, si las redes estan presentes, los CVC
también. Son estructuras que pueden variar considerablemente de tamafio y forma de un
tumor a otro y entre distintas dreas de un mismo tumor. Ambos patrones son los mas
ampliamente relacionados con una baja supervivencia de los pacientes y se consideran
marcadores de mal pronostico en el melanoma maligno de uvea, y en particular en el
melanoma de coroides. El porcentaje de melanomas malignos de uvea que presentan
CVC varia segun las series publicadas desde un 8 a un 65% (Kivela, Makitie y col.
2004). Han sido varios los estudios que han demostrado que la presencia de CVC y
redes microvasculares aumentan en mas de un 35% la mortalidad por metastasis
(Folberg, Rummelt y col. 1993; McLean, Keefe y col. 1997; Kivela, Makitie y col.
2004). También se ha comprobado como los focos metastaticos presentan una mayor
proporcion de circulos y redes microvasculares que los tumores primarios, sugiriendo la
importancia del microambiente en el desarrollo de estos patrones microvasculares

(Kivela, Makitie y col. 2004).

Infiltracion linfocitica tumoral (ILT)

Hasta un 5-12% de los melanomas de Gvea presentan una invasion linfocitaria, en
particular de linfocitos T. Se ha demostrado que, paraddjicamente, esta infiltracion se
asocia con un peor pronodstico por muerte metastasica precoz (Durie, Campbell y col.
1990). Debido a la ausencia de linfaticos en el ojo, la exposicion de los linfocitos al
antigeno tumoral s0lo puede tener lugar a nivel sistema sanguineo general. Se hipotetiza
que debe existir una liberacion de células tumorales al torrente circulatorio para que se
produzca la activacion del sistema inmune frente al melanoma de tvea, hecho que

también explicaria el mal prondstico asociado (de la Cruz, Specht y col. 1990).
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Nucleo v nucleolo

Varios estudios citomorfométricos muestran como la desviacion estandar del éarea
nuclear (SDNA) y la media de los diametros de los 10 més largos nucleolos (MLN) son
también criterios de mal pronostico en la supervivencia de los pacientes con melanoma
de uvea (McCurdy, Gamel y col. 1991; Gamel, McCurdy y col. 1992; McLean, Keefe y
col. 1997; Seregard, Spangberg y col. 1998).

1.1.7 TRATAMIENTO DEL MELANOMA DE UVEA

La observacion cautelosa, la enucleacion, la braquiterapia epiescleral, la termoterapia
transpupilar (TTT), la irradiacion con particulas cargadas y la reseccion local de la
neoplasia son las principales alternativas que existen actualmente en el manejo del
melanoma de tivea. La eleccion de una u otra va a depender del tamafio, la localizacion,
extension y crecimiento documentado del tumor, asi como de la edad, estado general,

expectativa de vida y deseo del paciente por preservar el globo ocular.

En general, se recomienda la observacion periodica de los tumores pequefios que estan
en el limite entre un nevus grande y un melanoma incipiente. Solo la tendencia
documentada al crecimiento o la presencia de signos de actividad tumoral justificaria la
realizacion de un tratamiento (Caminal Mitjana, Quintana Casany y col. 2002; Shields

2002).

Cuando el tumor es grande y no existe posibilidad alguna de preservar o recuperar
vision, la enucleacion es el tratamiento de elecciéon. La enucleacion fue considerada
durante afios como el tnico tratamiento del melanoma de ivea posterior. Actualmente,
el nimero de ojos enucleados se ha reducido considerablemente gracias a un mejor
conocimiento de la historia natural del tumor, los avances en los métodos diagndstico y

al desarrollo de tratamientos mas conservadores.

Cuando el tumor es mediano o existe la posibilidad de conservar cierto grado de vision,

la braquiterapia suele ser el tratamiento de primera eleccion. Su objetivo es conseguir
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mediante unas placas radioactivas, con is6topos de yodo 125 o ruteniol06, una

radiacion suficiente en el 4pex tumoral sin dafiar las estructuras sanas del globo ocular.

La termoterapia transpupilar (TTT) puede combinarse con la braquiterapia para reducir
la exudacion, confirmar la esterilizacion tumoral y prevenir o tratar el edema macular
(Damato 2004). Solo en casos muy selectivos se recomienda el uso de la TTT como

tratamiento unico (Shields, Shields y col. 2002).

La radioterapia con protones es una técnica poco expandida debido a que s6lo algunos
centros poseen la posibilidad de aplicarla. Damato y col. han conseguido resultados
muy esperanzadores con pocos efectos secundarios en 100 casos de melanoma de tivea
previamente seleccionados (Damato 2004), pero en general es un tratamiento que se
asocia a complicaciones oculares postirradiacion como el glaucoma neovascular o la

formacion de una catarata secundaria.

Por ultimo la escision quirurgica (reseccion transretinal o endoreseccion y reseccion
transescleral) del melanoma de Gvea se presenta como un tratamiento que requiere de
una gran experiencia por parte del cirujano debido a la complejidad de las técnicas
quirargicas y la dificultad que conlleva la valoracion de los margenes tumorales
(Garcia-Arumi, Sararols y col. 2001). Ademas son cirugias muy controvertidas debido a
la posibilidad de siembra de las células tumorales. Bornfeld y col. recomiendan la
aplicacion de radioterapia estereotactica previa a la endoreseccion para minimizar dicho

riesgo (Bornfeld, Talies y col. 2002).

En un intento para comparar la eficacia de los diferentes tratamientos en la
supervivencia de los pacientes con melanoma de ivea se disefiaron una serie de estudios
clinicos, denominados COMS (Collaborative Ocular Melanoma Study), en los que
participan 42 centros de Norteamérica. Los resultados mas relevantes del COMS
muestran como la braquiterapia y la enucleacién son superiores frente al resto de
tratamientos a la hora de reducir la incidencia de metastasis. También se observd como
no existen diferencias significativas en la supervivencia global entre los pacientes
enucleados y los irradiados (Diener-West, Earle y col. 2001) ni entre los pacientes

irradiados pre-enucleacion versus los pacientes tinicamente enucleados (Earle 1999).
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1.2 METASTASIS

1.2.1 PATOGENESIS DE LA METASTASIS

La formacion de metastasis es un fenémeno selectivo y muy complejo formado por una
serie de etapas secuenciales e interrelacionadas en las que participan tanto las células

tumorales como las del propio huésped (Woodhouse, Chuaqui y col. 1997).

El proceso metastasico se inicia con la mutacion genética de una célula que se escapa al
sistema inmune. Dicha célula empieza a multiplicarse de forma incontrolada formando
el tumor primario. Cuando este excede un milimetro de didmetro, la necesidad de sus
c¢lulas de obtener un aporte sanguineo suficiente que les permita abastecer sus
necesidades metabolicas determina el inicio de la angiogénesis. Mediante la sintesis y
secrecion de factores angiogénicos, el tumor crea una red capilar a partir del tejido sano
colindante. Estos neovasos de paredes delgadas apenas ofrecen resistencia a la
penetracion de las células malignas y representan una via de escape hacia el sistema
sanguineo circulatorio. Este proceso es conocido como intravasacion. Las células
tumorales también pueden entrar en el sistema sanguineo circulatorio de forma indirecta
a través del sistema linfatico. Una vez dentro del vaso, las células pueden iniciar su
crecimiento adheridas a la pared vascular o bien, como células tumorales solitarias o
formando agregados, se despegan de la pared vascular y circulan libremente como
émbolos tumorales por la sangre. Es la etapa de la embolizacion. Un importante numero
de estas células sera destruido rapidamente por el sistema inmune o por las turbulencias
de la circulacion. Las células que logren sobrevivir acabaran atrapadas en el lecho
capilar de un 6rgano distante, se adheriran a sus células endoteliales 0 a membrana basal
subendotelial y tendra lugar la extravasacion. Una vez dentro del parénquima del nuevo
organo, las células que logren evadir el sistema inmune del huésped, pueden permanecer
como células solitarias o bien empezar el proceso de proliferacion creando pequenas
micrometastasis preangiogénicas no detectables clinicamente. A medida que estas
aumentan de tamafio y numero, irdn vascularizandose progresivamente y se hardn

clinicamente visibles. Las células malignas pueden entonces invadir de nuevo los vasos
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sanguineos, entrar en la circulacion y producir metastasis adicionales (Chambers,

Naumov y col. 2001).

1.2.2. CARACTERISTICAS DEL PROCESO METASTASICO

El estudio del proceso metastatico ha permitido conocer una serie de caracteristicas que

lo definen y son ampliadas a continuacion.

a. Potencial metastasico

Una neoplasia se considera biologicamente heterogénea (Fidler 1999). Estd compuesta
por varios tipos de células tumorales con propiedades diversas. Este hecho explica el
porque no todas las células del tumor primario tienen el mismo potencial metastasico o
lo que es lo mismo, la capacidad de completar todos los pasos de la cascada metastésica.
Unicamente aquella subpoblacion de células que cumpla una serie de requisitos
especiales llegard a implantarse en el 6rgano diana, superando la intravasacion y
embolizacion, deteniéndose en un lecho capilar, extravasandose y multiplicindose

nuevamente.

b. Especificidad metastasica

Otra de las caracteristicas del proceso metastasico es la especificidad. Se ha demostrado
que en la gran mayoria de las células cancerigenas con habilidad metastdsica poseen un
comportamiento no randomizado a la hora de establecerse en un determinado dérgano.

Existen varias teorias para explicar dicho fenomeno.

Stephen Paget, en 1889, fue el primero en publicar una hipdtesis, la teoria del “seed and
soil”. Paget propuso que la distribucion no aleatoria de las células cancerigenas (que
denominé “seed” o semilla) a través del organismo, su supervivencia selectiva y su
proliferacién soélo ocurren en aquellos organos (que denomind “soil” o terreno) que

presentan las condiciones y los factores de crecimiento adecuados, y por los que las
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células tienen una afinidad especifica. Paget concluia que las metastasis se desarrollaban

unicamente cuando el “seed and soil” eran compatibles (Paget 1889).

En 1929, James Ewing desafio la teoria de Paget y propuso que la diseminacion
metastdsica hacia un o6rgano determinado se producia bésicamente por factores
mecanicos (Ewing 1928). Defendia que dicha diseminacion estaba relacionada con la
estructura anatomica del sistema vascular entre el tumor primario y los organos
secundarios. Su hipotesis prevalecié durante décadas hasta que se pudo documentar que,
ambas teorias no son excluyentes. Diversos experimentos realizados en ratones de
laboratorio muestran que tanto la existencia de factores mecanicos vasculares como la
compatibilidad entre las células metastasicas y el microambiente tumoral contribuyen en
la especificidad metastdsica y determinan la preferencia de las células metastasicas

hacia un determinado 6rgano (Chambers, Groom y col. 2002).

Siguiendo la teoria de Paget, conocer los mecanismos moleculares y celulares
responsables de las interacciones entre las células metastasicas y el tejido del o6rgano
secundario se considera una condicidon necesaria para lograr frenar o invertir el proceso
de diseminacion. En los ultimos afios se han llevado a cabo muchas investigaciones a

nivel genético y molecular sobre el tema.

Por un lado se ha visto que las células tumorales adquieren la habilidad de completar
todos los peldafios de la cascada metastasica gracias un acumulo de mutaciones
genéticas especificas que se producen progresivamenente en el tiempo y dan lugar a un
grupo de genes metastaticos conocidos como “tool-box”. El perfil genético de la “tool-
box” marcard la habilidad celular para colonizar 6rganos especificos. Los avances
realizados en el estudio de la firma genética en células malignas circulantes empiezan a
dar resultados y permiten distinguir entre las células que metastatizardn en un
determinado 6rgano y las que no lo haran (Kang, Siegel y col. 2003; Minn, Kang y col.
2005).

Por otro lado, se investiga la desregulacion en la expresion de determinadas moléculas
en el microambiente tumoral del 6rgano diana y sus consecuencias en la interaccion

entre las células del huésped y las de la neoplasia. Se ha observado como algunas de
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estas moléculas poseen una gran influencia a la hora de permitir o no el crecimiento y
proliferacion de un foco tumoral secundario. Entre estas ultimas cabe destacar las
quimiocinas. Como se vera mas adelante, las quimiocinas poseen propiedades
quimioatrayentes Organo-especificas que explican la especificidad y eficiencia de la
migracion de las stem cells hematopoyéticas hacia la medula 6sea. Recientemente se ha
demostrado como también participan en el “homing” o migraciéon especifica de las
células metastasicas que expresan sus receptores hacia aquellos 6rganos las producen y

secretan (Moore 2001).

c. Progresién neoplésica

Diversos estudios clinicos y experimentales han demostrado que las células neoplasias
estan sujetas a una serie de cambios a lo largo del tiempo. Se definié como “progresion
neoplésica” a la adquisicion de cambios permanentes, irreversibles y cualitativos en una
0 mas caracteristicas de las células tumorales. Esta evolucion es gradual, pudiendo
abarcar muchos afios, y podria explicar porque el comportamiento del tumor puede

variar en los diferentes estadios de la enfermedad.

d. Insuficiencia metastasica

Evidencias clinicas y experimentales muestran como la formacion de metastasis es,
afortunadamente, un proceso ineficiente (Weiss 1990). Apenas unas pocas células del
tumor primario con potencial metastasico que llegan al torrente sanguineo van acabar
desarrollando metastasis. La gran mayoria de las células con habilidad metastasica
nunca llegara a establecerse como un foco tumoral secundario (Tarin, Price y col. 1984;
Cameron, Schmidt y col. 2000) debido a que un fallo en la culminacion de cualquiera de

las etapas detendra la totalidad del proceso metastasico.

La destruccion de las células cancerigenas en la microcirculacion y su inhabilidad en
extravasarse fueron consideradas durante mucho tiempo como la mayor causa de

ineficiencia metastasica. Estudios experimentales demostraron que en las primeras 24
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horas, menos del 0,1% de las células malignas que entran en el sistema sanguineo
circulatorio siguen viables y que menos del 0,01% de estas células logra sobrevivir para
formar metastasis (Fildler, 1990). Las teorias apuntan que la mayoria de células son
destruidas por el sistema inmune o por factores hemodindmicas (Hanna 1982). La poca
habilidad de las células tumorales en extravasarse también se considera un punto

ineficiente (Stetler-Stevenson, Aznavoorian y col. 1993).

Pero investigaciones mas recientes han demostrado que tanto la diseminacioén sanguinea
como la extravasacion de células cancerigenas inyectadas en modelos animales son
bastante eficientes (Koop, MacDonald y col. 1995), y que los momentos de mayor
insuficiencia metastéasica corresponden a la etapa post-extravasacion, cuando solo un
pequefio porcentaje de células inicia su division para formar micrometastasis y donde un
también pequefio nimero de estas micrometastasis persistira, crecerd y se vascularizara
formando metastasis clinicamente visibles (Chambers, MacDonald y col. 1995; Koop,

MacDonald y col. 1995; Luzzi, MacDonald y col. 1998).

e. Estado durmiente

Las metéstasis pueden aparecer afios después de tratar con éxito el tumor primario,
como es el caso del melanoma de coroides. Para explicar este fendémeno se introdujo el
término de “estado durmiente”(Hadfield 1954; Wheelock, Weinhold y col. 1981) que
engloba diferentes conceptos. Por un lado, varios estudios documentan como una célula
solitaria, que ha logrado superar la extravasacion, falla en el inicio de su division celular
y puede persistir durante un largo periodo de tiempo en el parénquima del 6rgano
secundario sin proliferar ni entrar en apoptosis. Dichas cé¢lulas ademas de contribuir al
estado durmiente del tumor, no son susceptibles a las terapias que actiian directamente
en la multiplicacién de las células tumorales (Cameron, Schmidt y col. 2000; Naumov,

MacDonald y col. 2002).

Otro aspecto es el de las micrometastasis preangiogénicas durmientes. Estas se
caracterizan por la existencia de un balance entre una proliferacion y una apoptosis

activas de sus células, debido a la falta de vascularizacion, y que tiene como resultado el

-47 -



1. Introduccion

no crecimiento del tumor secundario. Si se activa la angiogénesis, cesa el estado
durmiente y la metastasis empieza a crecer (Folkman 1992; Holmgren, O'Reilly y col.

1995).

1.3 QUIMIOCINAS Y RECEPTORES DE QUIMIOCINAS

1.3.1 GENERALIDADES

a. Quimiocinas

Su nombre procede de ‘“citocinas quimiotacticas” debido a que muchas de estas
moléculas poseen propiedades quimioatrayentes que les permiten regular el trafico

celular hacia determinados 6rganos y tejidos.

(1) Clasificacién

Las quimiocinas son una gran superfamilia de pequefios polipéptidos caracterizadas
bioquimicamente por la conservacion de 4 residuos de cisteina que se unen formando
puentes disulfuro imprescindibles para la actividad de la molécula. Se subclasifican en
cuatro grupos segun la localizacion de los dos primeros residuos de cisteina NH2-
terminal en la proteina madura: CXC o alpha, CC o beta, C o gamma y CX3C o delta. A
dia de hoy han sido identificadas aproximadamente 50 quimiocinas y 18 de sus

receptores (Murphy, Baggiolini y col. 2000) (Tabla 1).
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. Localizacion
Nueva Nomenclatura Antigua Nomenclatura - Receptor
Cromosomica

CXCL1 Gro/MGSA-a 4q12-13 CXCR2
CXCL2 Gro/MGSA-b 4q12-13 CXCR2
CXCL3 Gro/MGSA-g 4q12-13 CXCR2
CXCL5 ENA-78 4q12-13 CXCR2
CXCL6 GCP-2 4q12-13 CXCRI, CXCR2
CXCL7 NAP-2 4ql12-13 CXCR2
CXCL8 IL-8 4q12-13 CXCRI, CXCR2
CXCL4 PF-4 4q12-13 DESCONOCIDO
CXCL9 Mig 4q21.21 CXCR3
CXCL10 1P-10 4q21.21 CXCR3
CXCLI11 I-TAC 4q21.21 CXCR3
CXCLI12 SDF1-alpha 10q11.1 CXCR4
CXCL13 BCL/BCA-1 4q21 CXCR5
CXCL14 Brak/Bolekine 5q31 DESCONOCIDO
CCL1 1-309 17q11.2 CCRS
CCL2 MCP-1/MCAF 17q11.2 CCR2
CCL3 MIP-1alpha/LD78alpha 17q11.2 CCRI1, CCR5
CCL4 MIP-1 17q11.2 CCRS5
CCL5 RANTES 17q11.2 CCRI1, CCR3, CCR5
CCL7 MCP-3 17q11.2 CCRI, CCR2, CCR3
CCL8 MCP-2 17q11.2 CCR3
CCLI11 Eotaxina-3 17q11.2 CCR3
CCL13 MPC-4 17q11.2 CCR2, CCR3
CCL14 HCC-1 17q11.2 CCR1
CCL15 HCC-2/Lkn-1/MIP-1gamma 17q11.2 CCR1, CCR3, CCRS5
CC Quimiocinas CCL16 HCC-4/LEC 17q11.2 CCR1
CCL17 TARC 16q13 CCR4
CCL18 DC-CK1/PARK AMAC-1 17q11.2 DESCONOCIDO
CCL19 MIP-3alpha/ELC/Exodus-3 9pl3 CCR7
CCL20 MIP-3alpha/ELC/Exodus-1 2q33-37 CCR6
CCL21 6Cquina/SLC/Exodus-2 9pl13 CCR7
CCL22 MDC/STCP-1 16q13 CCR4
CCL23 MPIF-1 17q11.2 CCR1
CCL24 MPIF-2/Eotaxina-2 7q11.23 CCR3
CCL25 TECK 19p13.2 CCR9
CCL26 Eotaxina-3 7q11.23 CCR3
CCL27 CTACK/ILC 9p13 CCR10
CCL28 MEC 5 CCR3, CCR10
XCLI1 Linfotactina/SCM-1 alpha/ATAC 1923 XCR1
XCL2 SCM-1 1q23 XCRI1
CX3C Quimiocinas | CX3CL1 Factaluina 16q13 CX3CR1

Tabla 1 : Quimiocinas CXC, CC, C, CX3C y sus receptores. Nomenclatura actual, antigua, localizacion
cromosomica de los genes codificantes para cada una de ellas y sus receptores.
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La casi totalidad de las quimiocinas conocidas en humanos pertenecen a los grupos
CXC y CC cuya informacion genética, salvo excepciones, se encuentra distribuida en el
genoma de los cromosomas 4 y 17. La principal diferencia bioquimica entre ambos
grupos es la presencia o no de un aminoécido entre las dos primeras cisteinas (cis-X-cis
versus cis-cis). Dentro de las quimiocinas con estructura molecular CXC existe una
subclasificacion que divide a las quimiocinas inflamatorias clasicas con capacidad
atrayente sobre los monocitos y neutrofilos y las inmunoquimiocinas que actiian sobre
los linfocitos. Estas diferencias se atribuyen a que las primeras poseen la secuencia de
aminoacidos ELR (4cido glutdmico-leucina-arginina) antes que el primer residuo de
cisteina mientras que las inmunoquimiocinas no poseen dicho dominio (CXC-no ELR).
Las quimiocinas CC han demostrado ser quimioatrayentes para monocitos, linfocitos,

células dendriticas, natural killer, eosinofilos y basofilos.

En la familia de las quimiocinas C, la tinica molécula caracterizada hasta la fecha es la
linfotactina de la cual se distinguen dos formas: XCL1 y XCL2. Su informacion
genética se ubica en el cromosoma 1 y actia como quimioatrayente para los linfocitos.
La linfotactina es la tnica quimiocina que posee dos residuos de cisteina en vez de

cuatro.

Por ultimo existe la quimiocina CX3C que presenta 3 aminoacidos entre los dos
residuos de cisteina del extremo N-terminal. La fractalkina es la tnica molécula
identificada perteneciente a este grupo, se codifica en el cromosoma 16 y ha sido

implicada en la adhesion de las cé€lulas T con los monocitos.

(i1) Fuentes celulares

Existe una amplia diversidad de células que sintetizan y secretan quimiocinas. Los
leucocitos, células tumorales, macrofagos, monocitos, fibroblastos, células endoteliales,
queratinocitos, células del musculo liso, hepatocitos y astrocitos son ejemplo de ello. La
produccion de un determinado tipo de quimiocina dependerd de las condiciones
particulares de cada microambiente y esta sujeta a cambios temporales y espaciales. En

general, su expresion suele producirse como respuesta a un nimero importante de
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estimulos (factores inflamatorios cronicos y agudos, irritantes, antigenos y citoquinas)

pero también existen tejidos que la producen de forma constitucional.

(ii1) Efectos biolégicos

Gracias al gran avance que se esta llevando a cabo en la investigacion de estas
moléculas cada vez son mdas conocidos los efectos bioldgicos de la interaccion
quimiocina-receptor de quimiocina en el cuerpo humano. A continuacion citaremos
algunos de los mas importantes, muchos de los cuales seran desarrollados con mas
detalle en el transcurso de la revision bibliografica. Las quimiocinas juegan un papel
critico en la migracion, adhesion, proliferacion y apoptosis célular, morfogénesis tisular,
modulacion de la hematopoyesis, desarrollo de respuestas inmunes, regulacion de la
angiogénesis, exocitosis de granulos, transcripcion de genes Yy sintesis de
glicosaminoglicanos y coldgeno (Rossi y Zlotnik 2000; Gerard y Rollins 2001; Moser y
Ebert 2003).

b. Receptores de quimiocinas

Las quimiocinas ejercen su funcién mediante su interaccion con receptores celulares.
Los receptores de quimiocinas, al igual que los de la rodopsina, poseen un extremo
aminoterminal (N-terminal) extracelular, siete dominios transmembrana orientados de
forma perpendicular a la membrana pldsmatica, con 3 loops extracelulares y 3
intracelulares y acoplados a la proteina G en su extremo carboxiterminal (C-terminal)
intracelular. Las partes extracelulares del receptor participan en la union de las
quimiocinas mientras que las partes intracelulares estan implicadas en el envio y

transduccion de sefiales al interior de la célula de las que derivan las acciones celulares.

En la interaccidén quimiocina-receptor es importante recalcar que una misma quimiocina
puede unirse de forma especifica con diferentes receptores y que un mismo receptor
puede poseer selectividad y afinidad por varias quimiocinas. Algunos receptores van a
transducir sefales diferentes y especificas para cada uno de sus ligandos dependiendo

del tipo de célula que los expresan y del momento en que sean expresados (Gerard y
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Rollins 2001). También encontramos quimiocinas que son altamente selectivas para un
unico receptor y receptores que sélo interaccionan con un tipo de quimiocinas, como es

el caso de la quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4.

La nomenclatura de los receptores de quimiocinas también estd consensuada. Se
nombran como CXC, CC, C y CX3C acompaiados de una R (que indica que es el
receptor para una quimiocina de esa familia) y de un nimero (que identica al receptor

en cuestion). Ver tabla 1.

Los receptores de quimiocinas pueden estar expresados en la superficie celular
constitucionalmente o ser inducidos. Se han identificado una gran variedad de células
del organismo humano que expresan receptores de quimiocinas y constituyen sus
“células blanco”. Estas incluyen las células hematopoyéticas, células de la respuesta
inmune, endoteliales, del musculo liso, timocitos, keratinocitos, neuronas y células
tumorales (Rollins 1997). Algunos de los receptores de quimiocinas despertaron un gran
interés al actuar como co-receptores para el virus de la inmunodeficiencia humana

(HIV) (Seibert y Sakmar 2004).

1.3.2 FUNCIONES DE LAS CXC QUIMIOCINAS EN HUMANQOS

Las quimiocinas CXC estdn implicadas en numerosos procesos fisiologicos y
patologicos (Figura 3). Es importante distinguir que mientras que muchas quimiocinas
muestran un patrén de expresion que juega un importante papel en condiciones
inflamatorias, otras presentan un perfil claramente hemostatico, existiendo también un
grupo con ambas caracteristicas (Rottman 1999; Rossi y Zlotnik 2000; Gerard y Rollins
2001)
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Figura 3 : Implicacién de las quimiocinas en los procesos fisiolégicos y patolégicos

Una de las funciones mas conocidas de las quimiocinas es su participacion en
situaciones que se acompaien de un proceso inflamatorio como la reparacion de herida,
enfermedades inflamatorias agudas y crdnicas o el crecimiento de un tumor primario y/o
metastasico. Estas quimiocinas son producidas en el tejido inflamado por células
residentes e inflamatorias en respuesta a moléculas proinflamatorias o al contacto con
agentes patdgenos. Su papel principal es controlar y detener la inflamacion, pero en
determinadas condiciones también pueden actuar como factores patogénicos esenciales
y proinflamatorios. Ejemplo de ello su participacion en la respuesta inflamatoria de la
artritis reumatoide, pancreatitis cronica, bronquitis asmatica, psoriasis, fibrosis
pulmonar idiopatica y determinados tumores (Nickoloff, Mitra y col. 1994; Berg,
Davidson y col. 1996; Arenberg, Polverini y col. 1997; Keane, Arenberg y col. 1997;
Walz, Schmutz y col. 1997). En estos casos se ha visto que tras el estimulo inicial se
produce una expresion de quimiocinas inapropiada y exagerada responsable de un
mayor dafo tisular final. De esta forma, el efecto protector inicial de las quimiocinas
ante una inflamacion acaba transformandose en una de las principales causas que

fomentan su persistencia. Es en este contexto donde el uso de antagonistas o inhibidores
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de quimiocinas se considera como una fuente importante de tratamiento (Gerard y

Rollins 2001).

Existe otro grupo de quimiocinas que hacen uso de sus propiedades quimioatrayentes
para participar en procesos no inflamatorios. Los mas estudiados son la regulacion del
trafico linfocitario basal, el desarrollo de las células T y B, y su funciéon en la
compartimentalizacion celular dentro de los tejidos linfoides en areas con linfocitos T

versus areas con linfocitos B (Rossi y Zlotnik 2000).

1.3.3 QUIMIOCINAS Y TUMORES

En los procesos neoplasicos existe un extenso entramado de quimiocinas y receptores
de quimiocinas cuya produccion, expresion y sefalizacion estdn alteradas (Vicari y
Caux 2002). Este desequilibrio es determinante para la supervivencia, crecimiento y
diseminacion tumoral. Las principales funciones biologicas derivadas de la interaccion
ligando-receptor durante el desarrollo tumoral estan resumidas en la tabla 2. Las mas

relevantes son aquellas relacionadas con el crecimiento y diseminacion del tumor

(Balkwill 2003).

1. Control migracion selectiva células tumorales
2. Control crecimiento y proliferacion tumoral
3. Control infiltracién leucocitaria tumoral

4. Regulacion angiogénesis

6. Estimulacion adhesion e invasion tumoral

5. Manipulacion respuesta inmune tumoral

Tabla 2 : Principales funciones biolégicas de la interaccion
quimiocinas-receptor en el proceso neopldsico
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La accidon més conocida de las quimiocinas es su participacion en la migracion selectiva
de distintos tipos de células hacia tejidos determinados, fendémeno conocido como
“homing”. Esta habilidad quimiotactica fue descubierta por primera vez al identificar
que ciertas quimiocinas eran capaces de inducir la migracion direccional de los
leucocitos bajo la influencia de una serie de estimulos proinflamatorios (Baggiolini
1998; Campbell y Butcher 2000). Més adelante se comprobd que también participaban
en la migracion y reclutamiento de otras células del sistema inmunitario (monocitos,
macrofagos, neutrdfilos, eosinofilos, natural killer, etc) y tumorales. Una vez secretadas,
las quimiocinas se unen a las proteinas de la matriz extracelular del 6rgano que las ha
sintetizado. La mayoria de la produccion permanece alli inmobilizada sin pasar al
torrente sanguineo, acumuldndose y creando un gradiente de concentracion que indica la
direccion de migracion al lugar donde la célula estimulada es requerida. Debido al
inmenso nimero de quimiocinas y a su promiscuidad en la union ligando-receptor, en
muchos casos es dificil llegar a entender cual es el verdadero papel de cada una de ellas
en las distintas migraciones celulares. Basandose en esta accion quimiotactica de las
quimiocinas, se formul6 la hipdtesis de que el mismo mecanismo biolodgico podria estar
implicado en el patrén metastasico no randomizado de un importante nimero de
tumores. Es decir que la migracion selectiva de las células tumorales hacia
determinados 6rganos estd determinada por la expresion de receptores de quimiocinas
en las células metastasicas y de quimiocinas en las células de los o6rganos diana
secundarios. Desde entonces han sido varios los estudios que han mostrado evidencias
apoyando esta teoria. Se ha demostrado in vivo e in vitro como las células malignas
neoplasicas expresan de forma especifica y no randomizada uno o mas receptores de
quimiocinas que responden a un gradiente de concentracion de sus respectivos ligandos
movilizando la célula tumoral, por via hematica o linfatica, hacia los organos
metastaticos donde de forma caracteristica la expresion de quimiocinas se encuentra
aumentada. Cada vez son mas los tumores en los que se ha logrado establecer esta
relacion entre la expresion quimiocina/receptor y la movilizacion de las células

tumorales hacia sus lugares metastaticos preferidos.

Ademas de la secrecion de quimiocinas por los organos diana metastaticos, las
quimiocinas también pueden ser secretadas por las mismas células cancerigenas a nivel

del foco primario y secundario. En este caso actian de forma autocrina y/o paracrina,
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participando directamente en la proliferacion tumoral como factores de crecimiento y
de forma indirecta potenciando la angiogénesis tumoral (Kulbe, Levinson y col. 2004;

Opdenakker y Van Damme 2004).

La presencia de leucocitos en algunos tumores se considera un factor de mal prondstico
por ser una potencial fuente de factores de crecimiento y angiogénicos asi como la
evidencia de una respuesta inmune ineficaz del huésped que favorece la invasion y la
extension de la enfermedad. En contrapartida, en otros tumores como el melanoma
maligno cutaneo, la infiltracion leucocitaria se asocia a un prondstico favorable capaz
de favorecer el rechazo y apoptosis de las células neoplésicas. Son varios los estudios
que han logrado relacionar la presencia de una extensa red de quimiocinas en el
microambiente tumoral, producida por la células neoplésicas y estromales, con la
atraccion de linfocitos T que poseen receptores de quimiocinas (Kulbe, Levinson y col.
2004). El resultado de estas investigaciones en modelos animales e in vitro se ha
acompafiado en varios casos de una inhibicion del crecimiento tumoral al conseguir un
aumento de la concentracion de linfocitos en el foco neoplasico. Este hecho ha creado
expectativas en el campo de la inmunoterapia a favor del desarrollo de vacunas basadas

en linfocitos T-quimiocina positivos capaces de rechazar las células neoplésicas.

La angiogénesis requiere la migracion selectiva de las células endoteliales. Un numero
considerable de quimiocinas CXC son capaces de modular la angiogénesis tumoral,
favoreciendo la formacion de neovasos que garantizan un adecuado soporte de
nutrientes y oxigeno a las células cancerigenas a nivel del tumor primario y metastasis,
y facilitan su extravasacion y diseminacion general. De esta forma las quimiocinas
contribuyen al crecimiento de los diferentes focos tumoral y a la extension de la
enfermedad. Varias investigaciones han comprobado la existencia de un desequilibrio
en el microambiente tumoral entre las quimiocinas promotoras de la angiogénesis
(CXC-ELR) y las quimiocinas antiangiogénicas (CXC-no ELR). Unos niveles elevados
de quimiocinas CXCL-ELR se asociarian a una importante vascularizaciéon tumoral,
mientras una mayor expresion de CXC-no ELR se traduciria con un efecto
antiangiogénico (Arenberg, Polverini y col. 1997; Strieter, Belperio y col. 2004;
Strieter, Burdick y col. 2005). Una excepcion es la quimiocina CXCL12, que a pesar de
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ser ELR negativa, estimula la proliferacion de células endoteliales al unirse a su

receptor CXCR4 (Gupta, Lysko y col. 1998).

Otra de las funciones de las quimiocinas es contribuir en la adhesion celular a la pared
endotelial y promover su cambio estructural (aplanamiento, pseudoépodos, etc...). De
esta forma facilitan el paso de las células que expresan el receptor de quimiocina desde
el torrente sanguineo hacia la matriz extracelular y logran las variaciones morfologicas
necesarias para el desplazamiento y posicionamiento de las células dentro del tejido, a
favor de un gradiente de concentracidon y en respuesta a otros factores quimiotacticos.
Cada una de estas etapas puede estar mediada por una quimiocina y un receptor distinto.
En los tumores, la interaccion de las células circulantes malignas con el endotelio
vascular constituye un paso crucial en la extravasacion e invasion celular de un 6rgano
diana. Las moléculas de adhesion, y en particular las integrinas, juegan un papel critico
en esta etapa pero de forma basal poseen una escasa afinidad hacia sus ligandos, en este
caso las células endoteliales. Las quimiocinas y sus receptores no solo han demostrado
ser utiles a la hora de incrementar dicha afinidad, sino que también aumentan la
expresion de las integrinas y su capacidad adhesiva, necesaria para hacer frente a la
fuerza del torrente circulatorio, contribuyendo asi en la invasion tumoral (Opdenakker y

Van Damme 2004).

Algunas quimiocinas, en particular las quimiocinas CC, son capaces de activar una
respuesta inmune especifica contra tumores que de entrada son poco inmunogénicos.
Este tipo de quimiocina tiene una accidon quimiotactica hacia los monocitos y células
dendriticas, principales responsables de la inmunidad especifica, y pueden generar una
reaccion de rechazo por parte del organismo hacia las células cancérigenas. Esto es
especialmente interesante en la inmunoterapia, cuyo principal obstaculo es la baja
inmunogenidad basal de muchas neoplasias (Laning, Kawasaki y col. 1994; Nakashima,

Oyay col. 1996).
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1.3.4 QUIMIOCINA CXCL12 Y SU RECEPTOR CXCR4

El CXCR4 es el receptor de quimiocina que ha sido identificado en el mayor nimero de
células tumorales. Se han localizado mas de 23 tipo de neoplasias cuyas células
expresan dicho receptor. En algunos casos, las células cancerigenas co-expresan el
CXCR4 junto a otros receptores de quimiocinas del tipo CC o CXC (Kulbe, Levinson y
col. 2004).

El CXCR4 responde de forma especifica a su ligando la quimiocina CXCL12 o SDF1-a
(Stromal Cell Derived Factor -1« o Factor derivado del estroma-1a). Contrastando con

la promiscuidad observada entre quimiocinas y receptores de quimiocinas, el CXCR4 es

el tnico receptor para el CXCL12 y el CXCL12 es el unico ligando para el CXCR4.

Es importante recalcar que ni el CXCR4 ni el CXCL12 son considerados marcadores
tumorales especificos, ni el fallo en su expresion ha sido detectado en todos los canceres

estudiados (Mitra, Shibuta y col. 1999; Sun, Wang y col. 2003).

La expresion de CXCL12, al igual que la de su receptor, puede variar en funcion de las
neoplasias y el momento de la enfermedad. En algunos casos se localiza inicamente en
el microambiente del tumor primario, en otros solo se encuentra en el foco metastésico,
y por ultimo su expresion puede aparecer en ambas localizaciones (Kulbe, Levinson y

col. 2004).

La quimiocina CXCL12 y su receptor han sido identificadas en tejidos no patoldgicos y
juegan un papel importante en situaciones fisiolégcias como el desarrollo fetal, la
movilizacion de las stem cells hematopoyéticas y el trafico basal de linfocitos (Rossi y
Zlotnik 2000). Modelos animales han demostrado como la ausencia de expresion del
CXCR4 o de su quimiocina CXCL12 durante la vida embrionaria puede ser letal por
defectos en el desarrollo de los sistemas hematopoyético y cardiovascular (Tachibana,
Hirota y col. 1998; Zou, Kottmann y col. 1998). Las propiedades quimiotacticas del
complejo CXCR4/CXCL12 son utilizadas para dirigir la migracion de los linfocitos T y
B, megacariocitos, monocitos y neuronas (Bleul, Fuhlbrigge y col. 1996; D'Apuzzo,

Rolink y col. 1997; Hamada, Mohle y col. 1998).
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Pero posiblemente de todas las funciones del complejo CXCR4/CXCL12, las que han
despertado mayor interés dentro de la comunidad cientifica han sido sus efectos en las
diferentes etapas bioldgicas de las neoplasias, donde parecen jugar un papel muy
importante en varios pasos del crecimiento y diseminacion tumoral. De esta forma, las
investigaciones han llegado a demostrar como la interaccion CXCR4/CXCL12 favorece
la migracion celular, la proliferacion y angiogénesis en el tumor primario y 6rganos
metastésicos, la adhesion endotelial y la invasion tisular mediante diversos mecanismos,
algunos de los cuales han sido explicados en el apartado anterior y otros que seran
explicados a continuacion. (Taichman, Cooper y col. 2002; Zhou, Larsen y col. 2002;

Smith, Luker y col. 2004).

En pacientes oncologicos, lo primero que se estudio fueron las consecuencias de la
interaccion de esta quimiocina con su receptor en la migracion metastasica selectiva en
un elevado nimero de tumores. En ellos se comprob6 la existencia de un aumento en la
produccion de la quimiocina CXCL12 a nivel de organos metastaticos diana como el
higado, pulmén, médula osea o sistema nervioso central (SNC) junto a un incremento
de la expresion del receptor CXCR4 en las células tumorales. La unién de ambas
moléculas desencadena una serie de reacciones intracelulares que activan, potencian y
dirigen una migracion celular especifica. Entre los tumores estudiados cabe destacar el
cancer de mama (Youngs, Ali y col. 1997; Muller, Homey y col. 2001; Fernandis,
Prasad y col. 2004), ovario (Scotton, Wilson y col. 2002), prostata (Taichman, Cooper y
col. 2002; Sun, Wang y col. 2003), pancreas (Koshiba, Hosotani y col. 2000), pulmén
(Phillips, Burdick y col. 2003), melanoma maligno cutaneo (Murakami, Maki y col.
2002), rifion (Schrader, Lechner y col. 2002), neuroblastoma (Geminder, Sagi-Assif y
col. 2001), glioblastoma (Rempel, Dudas y col. 2000), leucemia (Burger, Burger y col.
1999), linfomas (Arai, Yasukawa y col. 2000), mieloma multiple (Sanz-Rodriguez,
Hidalgo y col. 2001) y el rabdomiosarcoma (Libura, Drukala y col. 2002). Apoyando
estas investigaciones, varios estudios in vitro con lineas celulares cancerigenas que
expresan CXCR4 han demostrado que la activacion de dicho receptor con CXCL12
estimula la migracion especifica de las células asi como la invasion a través del matrigel

o monocapas de células endoteliales, fibroblastos o células estromales de médula 6sea a
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favor de un gradiente de concentracion (Koshiba, Hosotani y col. 2000; Geminder,

Sagi-Assif'y col. 2001; Scotton, Wilson y col. 2002; Cardones, Murakami y col. 2003).

Por otro lado, la expresion de la quimiocina CXCL12 por las mismas células
neopldasicas en el interior del microambiente del foco primario de algunos tumores como
o en ciertas lineas celulares in vitro hizo pensar que el ligando CXCL12 podria jugar
también un papel importante en la lesion primaria (Kulbe, Levinson y col. 2004). Son
varios los cénceres en que la accion del complejo CXCR4/CXCLI12 estimula la
proliferaciéon celular in vivo o in vitro promoviendo la supervivencia del tumor.
Ejemplo de ello son el cancer de prostata, ovario, melanoma maligno cutaneo,
glioblastoma y mieloma multiple (Hideshima, Chauhan y col. 2002; Murakami, Maki y
col. 2002; Zhou, Larsen y col. 2002; Sun, Wang y col. 2003). Cabe también mencionar
que estudios en hepatomas y carcinomas del tracto digestivos no apoyan la funcion
tumorigénica de la interaccion CXCl12/CXCR4 y consideran dicha quimiocina como

un gen de supresion tumoral.

Scotton y col demostraron como tras la estimulacion con CXCLI12 varias lineas
celulares del cancer de ovario aumentaban su expresion de la integrina Bl
incrementando asi la adhesion celular a la fibronectina (Scotton, Wilson y col. 2001).
Desde entonces se ha visto que la quimiocina CXCL12 es capaz de estimular de forma
rdpida y transitoria la capacidad adhesiva de otras integrinas y moléculas de adhesion
endotelial como el VLA4 y LFA-1 a la pared endotelial (Burger, Glodek y col. 2003;
Rolli, Fransvea y col. 2003; Shimonaka, Katagiri y col. 2003). Ademas la CXCL12
aumenta la expresion de una metaloproteinasa, la MMP9 (metaloproteinasa 9), que
facilita el transito celular a través del endotelio y su membrana basal, contribuyendo de
esta forma en la invasion tisular. La accion de la CXCLI2 estd estrechamente
relacionada con la polimerizacidon de actina, que junto con la formacion de pseudopodia,

permiten el desplazamiento celular en el interior del tejido (Benovic y Marchese 2004).

Mencionar que han sido varias las investigaciones que han relacionado los niveles de
expresion del receptor CXCR4 en algunos procesos neoplasicos con otros factores
involucrados en la progresion tumoral como el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-

alpha) (Szlosarek y Balkwill 2003).
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Como ya se ha comentado con anterioridad, la quimiocina CXCL12 es la tnica
quimiocina CXC-ERL negativa con propiedades angiogénicas. Ademas es la
quimiocina del grupo CXC con mayor capacidad quimioatrayente para células
endoteliales y su receptor, el CXCR4, es el receptor de quimiocina mayoritariamente
expresado por las células endoteliales (Salcedo y Oppenheim 2003). Por otro lado, la
interaccion CXCL12-CXCR4 es la unica que ha demostrado ser estrictamente necesaria
en algunos tipos de angiogénesis. Son varios los estudios in vivo que han logrado la
formacion de neovasos bajo el estimulo de la CXCL12. La expresion del CXCR4 en las
células endoteliales humanas aumenta bajo el estimulo del factor de crecimiento
endotelial (VEGF) y factor de crecimiento fibroblasto basico (bFGF), haciendo que las
células endoteliales sean mas sensibles al efecto de la quimiocina CXCL12 (Salcedo y
Oppenheim 2003).

Por ultimo mencionar que recientemente se han utilizado con éxito antagonistas de la
quimiocina CXCL12 y del receptor CXCR4 como tratamiento en modelos animales. Se
ha comprobado como los anticuerpos anti-CXCR4 y anti-CXCL12 son capaces de
reducir considerablemente la extensidon metastasica tumoral en neoplasias de mama,
ovario y melanoma (Muller, Homey y col. 2001; Murakami, Maki y col. 2002; Scotton,
Wilson y col. 2002).

1.3.5 CXCR4/CXCL12 Y MELANOMA MALIGNO CUTANEO

El receptor de quimiocinas, CXCR4, se expresa en las células humanas del melanoma
maligno cutdneo y su ligando, la quimiocina CXCL12, aparece con frecuencia
hiperproducida en los principales lugares metastaticos de dicho tumor (pulmoén, cerebro,
higado y piel). Han sido varios los estudios realizados en modelos animales e in vitro
para intentar descubrir cuales son las funciones ejercidas por el complejo
CXCR4/CXCL12 dentro del proceso tumoral del melanoma maligno de la piel.
Murakami y su equipo han estudiado mucho sobre el tema y demostraron in vivo como
mediante la transfeccion de células de melanoma B16 con CXCR4 se conseguia una
hiperexpresividad del receptor responsable de un aumento en el nimero de metastasis

en el pulmoén, o6rgano en el que existe una alta concentracion de quimiocina CXCL12.
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Sin embargo, este fendmeno no se producia a nivel ganglionar donde la expresion de
CXCL12 es baja. Este hecho apoya la implicacion de estas moléculas en la migracion
selectiva metastasica a través de un gradiente de concentracion gracias a sus
propiedades quimioticticas (Murakami, Maki y col. 2002; Murakami, Cardones y col.

2004).

Existen otras acciones del complejo CXCR4/CXCL12 involucradas en el melanoma
maligno cutaneo que también han sido estudiadas. La primera es la capacidad del
ligando CXCL12 para estimular la proliferacion celular B16-CXCR4 in vitro bajo
condiciones de estrés, sugiriendo las ventajas de supervivencia y crecimiento que aporta
al tumor (Murakami, Maki y col. 2002). La segunda es su capacidad para aumentar la
afinidad de la betal-integrina en las células tumorales, aumentando asi su adherencia a
la pared vascular y facilitando la invasion neoplasica como ya se ha explicado
previamente (Cardones, Murakami y col. 2003). Otra accion descubierta in vitro es la de
potenciar la migracion de linfocitos T que expresan el CXCR4 a través de varias capas
hasta alcanzar las células de melanoma productoras de la quimiocina CXCL12. Esta
migracion es dependiente de CXCL12 y conlleva la apoptosis de las células tumorales,
lo cual resulta atractivo en la creacion de nuevas estrategias terapéuticas.

Recientemente se han publicado dos estudios que demuestran la existencia de una
asociacion entre los niveles de expresion del CXCR4 en muestras de melanoma maligno
ctutaneo con el pronostico clinico de los pacientes. En ellos se concluye que cuanto
mayor es la expresion del receptor CXCR4 en las células tumorales, mayor es el riesgo
de crecimiento tumoral local y a distancia, y peor la supervivencia (Scala, Ottaiano y

col. 2005).

1.3.6 CXCR4/CXCL12 Y MELANOMA MALIGNO DE UVEA

Seglin nuestro conocimiento, hasta la fecha no se ha realizado ninguna investigacion
que haya estudiado la expresion, las funciones y el valor prondstico del complejo

CXCR4/CXCL12 en el melanoma maligno de tivea.
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1.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA MICROSCOPIA OPTICA

Para obtener preparaciones permanentes que después puedan ser tefiidas y visualizadas
bajo el microscopio Optico, las muestras de tejido deben ser sometidas a varios
procedimientos histologicos que incluyen la fijacion, deshidratacion, aclaramiento e
inclusion.

A fin de preservar la estructura tridimensional y la localizacion de los antigenos, los
tejidos deben ser tratados con un fijador que inmovilice las células y detenga los
procesos de autolisis. Ademas la mayoria de fijadores tienen propiedades bactericidas
que permiten eliminar aquellos microorganismos que contribuyen en la degradacion
celular. El agente mas usado en la fijacion es el formol debido a su rapida penetracion,
bajo coste y adecuada preservacion de la gran mayoria de antigenos.

Antes de ser incluida, la pieza debe primero deshidratarse (en general con alcohol
etilico) y después aclararse para eliminar el exceso de alcohol (en general con xilol).
Entonces se coloca el tejido en un recipiente donde se vierte parafina liquida. Al
enfriarse y solidificarse la parafina, se obtienen bloques solidos, o tacos, que pueden ser
cortados mediante un microtomo en secciones lo suficientemente delgadas (5-10pu) para
permitir el paso de la luz. Los cortes obtenidos se montan entonces sobre un

portaobjetos.

1.5 TINCION DE LAS MUESTRAS

Para ser observados bajo el microscopio dptico, el tejido debe tefiirse. Para ello, primero
se debe deparafinar la muestra mediante xileno y rehidratar progresivamente el tejido
con concentraciones alcohodlicas decrecientes. Tras finalizar la tincion, se agregara un
liquido de montaje no acuoso y se cubrird con un cubre-objetos para lograr una

preparacion permanente.
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1.5.1 Coloracion de hematoxilina-eosina (H&E)

La tincion con H&E es la mas utilizada en histopatologia. La eosina es un colorante
acido que se asocia y colorea las estructuras catidnicas tales como los filamentos
citoplasmaticos, membranas intracelulares y fibras extracelulares permitiendo distinguir
los detalles del citoplasma celular (color rosado o rojo). La hematoxilina actia como
colorante basico, por lo cual se asocia y colorea estructuras anidnicas identificando las

estructuras finas del nucleo (color azul o purpura).

1.5.2 Acido Peri6dico-Schiff

El dacido periodico rompe la unidon entre carbonos con hidroxilos adyacentes, y forma
grupos aldehidos para dar un color rojo purpura intenso. La reaccion de PAS tifie
carbohidratos y se usa para detectar granulos de glucdégeno, moco celular, membrana
basal de los epitelios y fibras reticulares del tejido conectivo. Al reaccionar con la
membrana basal periendotelial, la tincion con PAS ha demostrado ser el procedimiento
idoneo en la identificacion de patrones vasculares tumorales. Una de las técnicas de
tincion PAS mas utilizadas es la llamada “Gold Standard”. En ella, se blanquea la
melanina (en general con permanganato potasico al 0,25% o acido oxalico al 5%), no se
aplica una contratincion con hematoxilina y el resultado se visualiza bajo un filtro verde

oscuro que aumenta el contraste.

1.6 INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica (IHQ) consiste en la identificacion in situ de antigenos celulares
o tisulares mediante anticuerpos marcados. Es una técnica diagnodstica y de
investigacion que permite visualizar la distribucion y localizacion de componentes

celulares especificos dentro de una célula o tejido.
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1.6.1 Tipos de anticuerpos

Existen dos tipos de anticuerpos: policlonales y monoclonales. Los anticuerpos
policlonales se obtienen a través la inmunizacidon de animales (en general conejos) a los
que se inyecta el antigeno correspondiente. Son anticuerpos con diferentes afinidades y
con una baja especificidad ya que reaccionan con varios epitopos o determinantes
antigénicos. Los anticuerpos monoclonales se obtienen mediante la fusion de células
productoras de anticuerpos o plasmocitos con células inmortales de mieloma. Las
células fusionadas (hibridomas) se cultivan y producen gran cantidad de
inmunoglobulinas idénticas a las que producia el plasmocito. La principal ventaja que

ofrecen es su especificidad ya que s6lo reconocen un tnico epitopo.

1.6.2 Técnicas de IHO

Existen diferentes técnicas de inmunohistoquimica que pueden clasificarse en directas o
indirectas. En las técnicas directas, el anticuerpo especifico que va a reconocer el
antigeno que se desea identificar estd conjugado a un marcador. En las técnicas
indirectas se emplea en un primer paso el anticuerpo especifico no marcado (anticuerpo
primario) y en una segunda fase un anticuerpo marcado (anticuerpo secundario) que

reacciona de forma especifica con el anticuerpo primario (Garcia del Moral 1993).

1.6.3 IHO enzimatica

Los fluorocromos, enzimas, iones metalicos coloidales o is6topos radioactivos son las
sustancias utilizadas en IHQ como marcadores o trazadores que permiten identificar la
reaccion antigeno-anticuerpo en el tejido estudiado.

La IHQ enzimdtica es, junto con la inmunofluorescencia, el método de inmunodeteccion
mas ampliamente usado. Se trata de una técnica de inmunotincién que utiliza una
enzima como marcador. La reaccion de la enzima con un sustrato cromégeno producira
un precipitado de color localizando donde esta el complejo antigeno-anticuerpo (Garcia

del Moral 1993).
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Hoy en dia, la peroxidasa, molécula obtenida a partir del rabano picante, es el trazador
enzimatico mas utilizado. Entre las técnicas de immunoperoxidasa, el método de
complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) es el que ha demostrado la maxima
sensibilidad. Se basa en la fuerte afinidad de la avidina por la biotina. La avidina es una
glucoproteina de alto peso molecular formada por cuatro subunidades, que configuran
una estructura terciaria con cuatro lugares de union. La biotina es una pequefia molécula
vitaminica que se conjuga facilmente con anticuerpos y enzimas marcadores. Mas de
150 moléculas de biotina pueden llegar a unirse a un tnico anticuerpo (Garcia del Moral
1993).

El método ABC consiste en la aplicacion en primer lugar un anticuerpo primario no
marcado, seguido de un anticuerpo secundario biotinilado, y por ultimo un complejo
avidina-biotina-peroxidasa. Este complejo debe tener al menos uno de los cuatro lugares
de unién de la avidina libre para que se pueda unir a las moléculas de biotina

acomplejadas al anticuerpo secundario.

El siguiente paso es el revelado mediante el cual se podra visualizar y localizar el
complejo. Para ello es necesario afadir un sustrato enzimdtico o cromogeno en el
medio. Existen varios cromogenos como la diaminobenzidina (DAB), el 3-amino-9-etil-
carbazol (AEC), el 4 cloro-naftol y la tetrametilbenzidina (TMB). El cromogeno mas
usado en el estudio del melanoma uveal es el AEC puesto que da una coloracién rojiza
que permite distinguirla de la melanina. El problema del AEC es que forma precipitados
inestables que se disuelven en la secuencia de pasos etanol-xileno. Por ello, los tejidos

tratados con AEC deben ser montados directamente sin ser hidratados.

1.6.4 Aspectos técnicos de la IHO enzimatica

La recuperacion antigénica es un sistema de desenmascaramiento de epitopos o lugares
antigénicos que quedaron enmascarados por el uso de formol durante la preparacion de
los tejidos. Para ello, se pueden utilizar tratamientos con enzimas proteoliticas (tripsina,
pepsina) o calor (olla a presion, microondas).

La peroxidasa es una enzima presente de forma habitual en las muestras de melanoma

de ivea. Para evitar que el sustrato la reconozca creando falsos positivos, por una
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tincion de fondo excesiva, debe realizarse el bloqueo de la peroxidasa endogena tisular
antes de la inmunotincion. Existen varios métodos que permiten bloquearla como la
fenilhidracina y &zida sodica, pero el mds comunmente utilizado es el perdxido de
hidrogeno (H,0,) al 3% en metanol.

El bloqueo de uniones inespecificas evita la tincion generada por interacciones idnicas e
uniones hidrofobicas. Se logra saturar estos lugares de unién mediante el tratamiento de
la muestra con sustancias como el Triton X-100, suero preinmune de especie donadora
del segundo anticuerpo, albumina sérica bovina o suero fetal bovino.

Y por ultimo, es importante incluir controles positivos y negativos para cada anticuerpo
del estudio. Los controles positivos consisten en la inmunotincion de tejidos en los que
sabemos que existe una gran cantidad del antigeno que buscamos. Los controles
negativos son las mismas secciones del tejido que estamos estudiando pero en las que se
omite la aplicacion del anticuerpo primario, siendo el resto de las etapas de la

inmunotincion idénticas.
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2. Propdsito

Identificar nuevos factores pronosticos moleculares que permitan conocer el riesgo
individual de desarrollar metastasis en los pacientes con melanoma maligno de tvea y

desarrollar nuevas vias terapéuticas.
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3. Hipotesis

La quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4 se expresan en el melanoma maligno de

uvea y poseen un importante papel como indicadores prondsticos metastasicos.
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4. Objetivos

Estudiar la expresion inmunohistoquimica de la quimiocina CXCL12 y su

receptor CXCR4 en el melanoma maligno de tivea.

Describir la relacion existente entre los niveles de expresion de la quimiocina
CXCL12 y su receptor CXCR4 con la presencia de metastasis en pacientes con

melanoma maligno de tvea.
Analizar la relacion existente entre la expresion de la quimiocina CXCL12 y su

receptor CXCR4 y otras variables clinico-patologicas de mal prondstico

conocidas en el melanoma maligno de tvea.
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5. Material y Métodos

5.1 SUJETOS

Treinta y un pacientes del “Royal Victoria Hospital” (“McGill University Health
Centre”, Montreal, Canadd) diagnosticados de melanoma maligno primario de uvea
fueron incluidos en el estudio basandose en la disponibilidad de informacién clinico-
patologica y tejido representativo.

La historia clinica de cada uno de los pacientes fue revisada a partir de la base de datos
del Registro de Céncer obteniendo la informacion necesaria sobre los siguientes
parametros: sexo, edad al diagndstico, didmetro basal tumoral al diagndstico,

tratamiento realizado, deteccion y localizacion de metastasis y tiempo de seguimiento.

5.2 TINCION DE LAS MUESTRAS

De cada caso, se localizaron los bloques de parafina de los que se obtuvieron las
laminas necesarias para realizar el estudio. Una ldmina de cada tumor fue tefiida con
Hematoxilina y Eosina para el estudio de la infiltracién linfocitaria y otra con Acido
Periodico Schiff para el estudio de los circulos vasculares cerrados (CVC). A
continuacion, se detallan de forma exacta los pasos y tiempos seguidos y los reactivos

usados en cada proceso (Tablas 3 y 4).
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1
2

10

11
12

Deparafinado de las laminas con Xileno: 3 cambios de 5 minutos
Hidratacion de la muestra
a Etanol 100%: 5 minutos
b Etanol 95%: 5minutos
¢ Etanol 80%: 5 minutos
d Agua corriente: 5 minutos
e Agua destilada: 5 minutos
Tedir con Hematoxilina (Harris Formula, Surgipath, Richmond, IL, USA): 5 minutos
Lavar con agua corriente:10 minutos

Sumergir varias veces en HCI 1% en etanol 70%

Sumergir en agua amoniacada 0,5% (28% NH4OH en 0,5ml en 100ml H20) para
azular

Lavar con agua corriente: 1 minuto
Contrastar con solucion de eosina (Eosin, Surgipath, Richmond, IL, USA) : 3 minutos
Lavar el exceso de colorante con agua corriente: 10 minutos
Deshidratar la muestra
a Etanol 95%: 5 minutos
b Etanol 95%: 5 minutos
¢ Etanol 100%: 5 minutos

Aclarar con Xileno: 2 cambios de 5 minutos cada uno

Montar en un medio no acuoso de Permount (SP15-100, Fisher Scientific
International Inc)

Tabla 3 : Protocolo Tincién Hematoxilina-Eosina. NH4OH: Hidréxido de amonio
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1

2

o o B~

10

11
12

13

14

Deparafinado de las ldaminas con Xileno: 3 cambios de 5 minutos

Hidratacion de la muestra
a Etanol 100%: 5 minutos
b Etanol 95%: 5minutos

Etanol 80%: 5 minutos

(e}

d Agua corriente: 5 minutos

e Agua destilada: 5 minutos

Oxidar con Acido Periddico de Schiff (American Chemicals, LTD, Montreal, CA) en
solucion acuosa al 1%: 10 minutos

Lavar con agua destilada: 10 minutos

Tratar con Reactivo de Schiff (Surgipath, Richmond, IL, USA): 20 minutos
Sumergir en &cido sulfurico: 3 cambios de 2 minutos

Lavar con agua corriente: 5 minutos

Tefir con Hematoxilina (Harris Formula, Surgipath, Richmond, IL, USA): 1 minuto
Sumergir en agua con HCl al 1% para enrojecer

Sumergir en agua amoniacada 0,5% (28% NH4OH en 0,5ml en 100ml H20) para
azular

Lavar con agua corriente: 5 minutos
Deshidratar la muestra
a Etanol 95%: 5 minutos
b Etanol 95%: 5 minutos
¢ Etanol 100%: 5 minutos
Aclarar con Xileno: 2 cambios de 5 minutos cada uno

Montar en un medio no acuoso de Permount (SP15-100, Fisher Scientific
International Inc)

Tabla 4 : Protocolo Tincién Acido Periédico Schiff (PAS). HCI: Cloruro de hidrégeno,
NH40H: Hidréxido de amonio
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5.3 INMUNOHISTOQUIMICA

El estudio de la inmunoexpresion se llevd a cabo mediante el método indirecto de
inmunoperoxidasa (ABC). Para ello se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-
humanos CXCL12 (Clon 79018, R&D System, Minneapolis, MN) y CXCR4 (Clon
44708, R&D System, Minneapolis, MN), anticuerpos secundarios biotinados antiraton
(Cod. E0354, DAKO A/S, Dinamarca) y un sistema comercial del complejo avidina-
biotina-peroxidasa (Strept ABComplex/HRP, Cod. K0377, DAKO A/S, Dinamarca)
que se prepar6 siguiendo las instrucciones del fabricante (1 gota del reactivo A con
avidina y 1 gota del reactivo B con peroxidasa biotilinada en 5Sml de TBS). Debido a la
fragilidad del tejido ocular, para la recuperacion antigénica se utiliz6 una variante de las
técnicas de calor que consiste en verter sobre la muestra buffer citrato (2,49gr Tri
sodium citrato en 1000ml H2O, pH 6.0) llevado a ebullicion y dejandolo actuar unos 15
minutos. Para el bloqueo de la peroxidasa endogena se uso Peréxido de Hidrégeno (Cod
HX0635-2, EM Science, MERCK KGaA, Alemania) al 3% en metanol , y para
bloquear las uniones inespecificas BSA (Cod BP1605-100, Fisher Scientific
International Inc). Como cromoégeno se aplicod el 3-Amino-9-etil-carbazol (AEC) (Cod
K3464, DAKO A/S, Dinamarca) puesto que su coloracién rojiza permite distinguirlo de
la melanina. Al ser el AEC soluble en alcohol, la pieza una vez tefiida no puede ser
nuevamente deshidratada, por lo que tras la contratinciéon con Hematoxilina (Gill 11
Formula, Surgipath, Richmond, IL, USA), todas las laminillas fueron montadas con un
medio de montaje acuoso Faramount (S3025, DAKO A/S, Dinamarca). Los controles
negativos se trataron en condiciones idénticas excepto que se omitid la aplicacion del
anticuerpo primario que fue sustituida por TBS (0,05 mol/L Tris-HCI, 0,15 mol/L NacCl,
pH 7,6). Como controles positivos se utilizaron muestras de tejido cerebral para el
CXCR4 y lengua para el CXCL12.

Los pasos detallados de la realizacion de todo el proceso se encuentran en la Tabla n® 5.
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10

11
12

13

14
15
16

17

18

19
20
21

22
23

Deparafinado de las laminas con Xileno: 3 cambios de 5 minutos
Hidratacion de la muestra

a Etanol 100%: 5 minutos

b Etanol 95%: 5minutos

¢ Etanol 80%: 5 minutos

d Agua corriente: 5 minutos

e Agua destilada: 5 minutos

Recuperacion antigénica en buffer citrato (pH 6.0) hirviendo: 15 minutos
Dejar reposar a temperatura ambiente: 20 minutos

Lavado con agua destilada: 10 minutos

Inhibicién de la actividad de la peroxidasa enddgena en una solucion de perdxido de hidrogeno al
3% en metanol a temperatura ambiente: 10 minutos

Lavado con agua destilada: 5 minutos

Lavado en TBS (pH 7.6): 5 minutos

Blogueo de uniones inespecificas con 1% de BSA en TBS: 20 minutos
Aplicar los anticuerpos primarios:

a Dilucion 1:100 en 1% de BSA en TBS de CXCR4

b Dilucion 1:50 en 1% de BSA en TBS de CXCL12

Incubar en una camara himeda a 4° toda la noche

Lavados en TBS: 2 cambios de 5 min

Incubar con el anticuerpo secundario biotinado a temperatura ambiente: dilucion 1:500 en 1% de
BSA en TBS, 30 minutos

Lavados en TBS: 2 cambios de 5 min

Incubar con ABComplex/HRP a temperatura ambiente: 30 minutos

Lavados en TBS: 2 cambios de 5 min

Revelado de la peroxidasa con el sustrato AEC: de 5 a 15 minutos en funcién de la intensidad del
color controlada bajo microscopio

Lavado con agua destilada: 5 minutos

Contratincion con hematoxilina Gill II: 45 segundos
Litio condensado
Lavado con agua corriente: 5 minutos

Lavado con agua destilada: 5 minutos
Montaje en un medio acuoso Faramount

Tabla 5 : Protocolo Inmunohistoquimica CXCR4 y CXCL12. IHQ enzimdtica. Método ABC (Complejo
Avidina-Biotina-Peroxidasa). TBS: Solucion salina tamponada de Tris, BSA: Albiimina sérica bovina,
AEC: 3-amino-9-etil-carbazol
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5.4 CLASIFICACION DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE
CXCR4yCXCL12

Tras la tinciéon inmunohistoquimica, todas las laminas fueron examinadas bajo
microscopia Optica (microscopio de Carl Zeiss; modelo Axiophot El-Einnsatz;
n°451888) por dos examinadores del “Henry C. Witelson Ocular Pathology Laboratory
- McGill University Health Centre”. Durante la observacion, los examinadores no
poseian conocimiento alguno sobre la evolucion de los pacientes, ni tampoco sobre los
resultados de su primera evaluacion o la evaluacion del otro examinador. Se considerd
como positivo cualquier tipo de tincidon, independientemente de su localizacién e

intensidad, y negativo la ausencia completa de tincion.

Los tumores fueron clasificados en:

Grupo I: menos del 40% de las células neoplasicas del melanoma maligno de

uvea fueron inmunorreactivas

° Grupo I cxcriz: menos del 40% de las células neoplésicas del

melanoma maligno de uvea inmunoexpresaron la quimiocina
CXCLI12

o Grupo 1 cxcrs: menos del 40% de las células neoplasicas del

melanoma maligno de Givea inmunoexpresaron el receptor CXCR4

Grupo 2: el 40% o mas de las células neoplasicas del melanoma maligno de

uvea fueron inmunorreactivas

° Grupo 2 cxcLiz: €l 40% o mas de las células tumorales del melanoma
maligno de tvea inmunoexpresaron la quimiocina CXCL12
° Grupo 2 cxcra: €l 40% o mas de las células tumorales del melanoma

maligno de Gvea inmunoexpresaron el receptor CXCR4
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5.5 ESTUDIO DE VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

Los parametros histopatologicos analizados y la forma en que fueron estudiados se

describen a continuacion:

5.5.1 Tipo celular

La celularidad de cada tumor fue analizada en las ldminas tefiidas con H&E de acuerdo
con la clasificaciéon de Callender (1931) modificada por McLean y col (1983). Los

tumores fueron clasificados en dos categorias:

Tumores Fusiformes: predominio de células fusiformes

Tumores Mixtos: formados por células fusiformes y epitelioides

5.5.2 Infiltracion linfocitica tumoral

La presencia de infiltracion linfocitaria fue clasificada en las laminas tefiidas con H&E

utilizando el siguiente criterio:

ILT negativa: menos de 20 linfocitos (aislados o difusos) en la muestra tumoral

ILT positiva: 20 o mas linfocitos (aislados o difusos) en la muestra tumoral

5.5.3 Circulos vasculares cerrados

Siguiendo la definicion de Folberg y col, se buscaron los CVC como un patrén
microvascular curvado y completamente cerrado. La presencia de un sélo CVC se
consider6 suficiente para afirmar la existencia de dicho patron. Para una mejor
identificacion de los CVC se realizo previamente en todas las ldminas una reaccion del

acido periodico de Schiff (PAS). Los resultados fueron clasificados como:
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CVC positivos: presencia de al menos un CVC
CVC negativos: ausencia absoluta de CVC

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizo con la version 12.0 del programa estadistico Stadistical
Package for Social Sciences (SPSS) (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA), valorando
como significativo p < 0,05. Para estudiar la correlacion existente entre el desarrollo de
metastasis y la expresion de CXCR4 y CXCL12 se utilizo el anélisis de supervivencia
de Kaplan-Meier y el test de Log-Rank. La asociacion entre la expresion de CXCR4 y
CXCLI12 con el resto de parametros clinico-patoldgicos fue determinada utilizando el
test ¢ de Student para el estudio de las variables cuantitativas y el test Chi-Cuadrado

para las variables cualitativas.
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6. Resultados

6.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS

En la presente tesis doctoral se incluyeron 31 pacientes diagnosticados de
melanoma de coroides. Las principales caracteristicas de la muestra analizada estan
resumidas en la tabla 6. Se estudiaron 18 hombres y 13 mujeres cuya media de
edad fue de 60,4 anos. El diametro basal medio de los tumores fue de 13,6 mm. 15
pacientes recibieron tratamiento radioterdpico previa enucleacion, mientras que en
16 casos los ojos fueron enucleados directamente. A nivel histologico, 25 de los
casos fueron melanomas de coroides mixtos y 6 casos fueron de tipo fusiformes.
En 8 tumores se encontrd una infiltracion linfocitaria y 6 presentaron CVC (Figura
4). Tras un tiempo de seguimiento medio de 68,7 meses, 14 (45%) de los pacientes
desarrollaron metéstasis mientras que 17 (55%) pacientes finalizaron el estudio
libres de enfermedad metastasica. El principal 6rgano metastdsico fue el higado
(10 pacientes), seguido por el pulmén (4 pacientes) y el hueso (2 pacientes); 3 de

los pacientes tuvieron multiples lugares metastaticos.
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Parametros Pacientes
Sexo (N, %)

Hombre 18 (58%)
Mujer 13 (42%)
Edadl al diagndstico (afios) 60.4 (41-81)

(media, rango)
DBT (mm)
(media, rango) 136 (5-24)
Tratamiento (N, %)
RTA + Enucleacion 15 (48%)
Enucleacion 16 (52%)
Tipo celular (N, %)
Fusiforme 6 (19%)
Mixto 25 (81%)
Infiltracion linfocitica tumoral (N, %) 8 (26)
Circulos vasculares cerrados (N, %) 6 (19%)
Tlempo de seguimiento (meses) 68.7 (2-267)
(media, rango)
Desarrollo metastasis
Si 14 (45%)
No 17 (55%)
Localizacién metéstasis (N) 10
Higado 4
Pulmén 9
Hueso 3
Mltiples

Tabla 6 : Resumen de los datos demogrdficos observados para las
diferentes variables. DBT: Diametro basal tumoral, RTA: Radioterapia
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Eigura 4: (A) Circulo vascular cerrado (PAS, magnificacion original
200x). (B) Infiltracion tumoral linfocitaria (H&E, magnificacion
original 200x)
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6.2. INMUNOHISTOQUIMICA

La expresion inmunohistoquimica de CXCR4 y CXCL12 fue en todos los casos
intracitoplasmatica, afectando tanto a las células fusiformes como epitelioides
(Figuras 5y 6). La tincién de ambas moléculas fue moderada-intensa expresandose
de forma focal o difusa en funcion del tumor estudiado. También se observd una
tendencia de las células con tincién positiva a localizarse el apex y/o en los

margenes laterales de la neoplasia.
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Figura 5: Positividad para CXCLI2. (A) Positividad intensa en células de morfologia fusiforme
(magnificacion original 560x) (B) Positividad intensa en células de morfologia epitelioide
(magnificacion original 560x). (C) Positividad intensa de distribucion difusa (magnificacion
original 25x). (D) Positividad intensa de distribucion focal (magnificacion original 200x). (E)
Control de positividad (lengua, magnificacion original 100x).
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Figura 6: Positividad para CXCR4 (A) Positividad de intensidad media en células de morfologia
fusiforme (magnificacion original 560x) (B) Positividad intensa en células de morfologia epitelioide
(magnificacion original 400x). (C) Positividad intensa de distribucion difusa (magnificacion original
25x). (D) Positividad intensa en area con melanina (magnificacion original 100x). (E) Control de
positividad (SNC, magnificacion original 200x).

-89 -



6. Resultados

6.3 EXPRESION DE CXCR4y CXCL12

Todos los tumores estudiados (31/31) expresaron el receptor CXCR4. 5 (16%) de
ellos fueron clasificados en el Grupo lcxcra ¥ 26 (84%) en el Grupo 2 cxcra.

La quimiocina CXCL12 se expresé en 30 pacientes (97%). Considerando que el
unico caso que no expresé la molécula pertenece al Grupo 1c¢xcriz, se clasificaron

11 (35%) tumores en el Grupo lexcriz Y 20 (65%) en el Grupo 2¢xcri2 (Tabla 7).

Inmunoreactividad S
Si No
5 0 5 (16%)
26 0 26 (84%)
31 (100%) 0 (0%) 31
Grupo 1 10 1 11 (35%)
CXCL12 Grupo 2 20 0 20 (65%)
TOTAL 30 (97%) 1 (3%) 31

Tabla 7 : Inmunorreactividad de CXCR4y CXCLI12

Grupo 1: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: el 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas

6.4 ASOCIACION ENTRE LA EXPRESION DE CXCR4y CXCL12

19 tumores mostraron una expresividad en el 40% o mas de sus células (Grupo 2)
tanto del receptor CXCR4 (73%) como de la quimiocina CXCLI12 (95%). En
cambio so6lo 4 especimenes coincidieron en una expresion menor del 40% de sus
células neoplésicas (Grupo 1) para la quimiocina CXCL12 (36%) y su receptor
CXCR4 (40%).
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CXCL12
Total
Grupo 1 Grupo 2
4 1 5
7 19 26
11 20 31

Tabla 8 : Correlacion inmunorreactividad CXCR4 y CXCL12

Grupo 1: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: ¢l 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas

6.5 ASOCIACION ENTRE LA EXPRESION CXCR4 Y LA PRESENCIA DE

METASTASIS

En el estudio del receptor CXCR4, todas las personas (100%) que desarrollaron

metastasis pertenecian al Grupo 2c¢xcrs. De los 17 pacientes que no tuvieron

metastasis, 5 (30%) correspondian al Grupo lcxcra y 12 (70%) al Grupo 2cxcra-

Por otro lado, de los 5 pacientes pertenecientes al Grupo lcxcrsa, NiNguno

desarroll6 metastasis durante el estudio. En cuanto a los 26 pacientes del Grupo

2cxcra, 14 (54%) desarrollaron metastasis en algin momento y 12 (46%) no lo

hicieron (Tabla 9).

Metastasis
Si No Total
0 5 5
14 12 26
14 17 31

Tabla 9 : Frecuencia de metdstasis de acuerdo con la expresion de CXCR4

Grupo I: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: el 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
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En la figura 7, podemos observar las curvas de incidencia acumulada de metastasis
para los 2 grupos de expresion de CXCR4, calculadas mediante la estimacion de
Kaplan-Meier. Estas revelaron que, mientras en el Grupo 1cxcrs4 ningun paciente
desarroll6 metéstasis durante el seguimiento, en el Grupo 2¢xcrs, un 23% de los
pacientes desarrollaron metéstasis a los 2 anos, un 38% a los 5 afios y un 57% a los
10 afos. La diferencia entre ambas curvas fue estadisticamente significativa (Test

Log-Rank, p < 0,05).
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Figura 7 : Curvas de incidencia acumulada de metdstasis de los grupos 1y 2 de expresion de CXCR4

Grupo I: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: el 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas

Grupo I-censurado: paciente del Grupo 1 que abandona el estudio antes de finalizar el tiempo de
seguimiento o de producirse la aparicion de metastasis
Grupo 2-censurado: paciente del Grupo 2 que abandona el estudio antes de finalizar el tiempo de
seguimiento o de producirse la aparicion de metastasis
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6.6 ASOCIACION ENTRE LA EXPRESION DE CXCL12 Y LA
PRESENCIA DE METASTASIS

En el estudio de la quimiocina CXCL12, de las 14 personas con enfermedad
metastasica, 2 (14%) pertenecian al Grupo lcxcriz v 12 (86%) al Grupo 2cxcriz-
De los 17 pacientes sin metastasis, 9 (53%) correspondian al Grupo lcxcriz y 8
(47%) al Grupo 2¢xcLiz.

Por otro lado, de los 11 pacientes del Grupo lcxcriz, 2 (18%) desarrollaron
metastasis en algin momento del estudio, mientras que 9 (82%) no lo hicieron. En
cuanto a los 20 pacientes del Grupo 2¢xcri2, 12 (60%) desarrollaron metéstasis y 8

(40%) no lo hicieron (Tabla 10).

Metastasis
Total
Si No
Grupo 1 2 9 11
CXCL12 Grupo 2 12 8 20
TOTAL 14 17 31

Tabla 10: Frecuencia de metastasis de acuerdo con la expresion de CXCL12

Grupo I: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: el 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas

En la figura 8, podemos observar como que la incidencia acumulada de metéstasis
fue en el Grupo lcxcri2 de 0% a los 2 afios, 10% a los 5 afios y 21% a los 10 afios.
Mientras que en el Grupo 2¢xcri2 los valores observados fueron de 30% a los 2
afos, 45% a los 5 afios y un maximo de 61% a los 10 afios de seguimiento. Las
diferencias entre los dos grupos fueron estadisticamente significativas (Test de Log

Rank, p<0,05).
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Figura 8 : Curvas de incidencia acumulada de metdstasis de los grupos 1y 2 de expresion de CXCLI2.

Grupo 1: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: el 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas

Grupo I-censurado: paciente del Grupo 1 que abandona el estudio antes de finalizar el tiempo de
seguimiento o de producirse la aparicion de metastasis
Grupo 2-censurado: paciente del Grupo 2 que abandona el estudio antes de finalizar el tiempo de
seguimiento o de producirse la aparicion de metastasis

6.7 ASOCIACION ENTRE LA EXPRESION DE CXCR4 Y CXCL12 Y LOS
PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS

Para saber si los parametros clinico-patoldgicos podian influir de forma aislada
sobre el grado de expresion de las moléculas, se llevaron a cabo una serie de
calculos para estudiar su relacion de forma separada con los grupos 1 y 2 de
CXCR4 y CXCLI12. Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas 11y 12.

Como se puede observar ninguno de los parametros estudiados mostrd diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los grupos 1 y 2. Es decir que ni la

edad, sexo, tipo celular, didmetro tumoral, ILT o CVC pueden explicar las

-94 -



6. Resultados

diferencias halladas entre los grupos 1 y 2 de la quimiocina CXCL12 y su receptor

CXCRA4.

Grupol Grupo2 Valorp Frucba
realizada
Edad al diagnostico 5686 6235 0321  tde Student
(afios, media)
Sexo (N)
Hombres 4 14 0.278  Chi Cuadrado
Mujeres 1 12
Tipo celular (N)
Fusiforme 1 4 0.96 Chi Cuadrado
Mixto 4 21
DBT 12.00 14.78 021  tde Student
(mm, media)
ILT (N)
si 1 7 0.935  Chi Cuadrado
no 4 19
CVC (N)
si 1 5 0.788  Chi Cuadrado
no 4 21

Tabla 11: Estudio de la asociacion entre la expresion de CXCR4 y los pardmetros clinico-
patolégicos. ILT: Infiltracion linfocitica tumoral, CVC: circulos vasculares cerrados, DBT: Diametro
basal tumoral

Grupo I: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: el 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
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Prueba
Grupol Grupo2 Valorp _
realizada
Edad al diagnostico 58.91 62.85 0.354  tde Student
(afios, media)
Sexo (N)
Hombres 7 11 0.641 Chi Cuadrado
Mujeres 4 9
Tipo celular (N)
Fusiforme 3 3 0.408 Chi Cuadrado
Mixto 8 17
CXCL12
DBT 12.41 1531 0.08  tde Student
(mm, media)
ILT (N)
si 2 6 0.559 Chi Cuadrado
no 9 14
CVC (N)
si 2 4 1.00 Chi Cuadrado
no 9 16

Tabla 12: Estudio de la asociacion entre la expresion de CXCLI2 y los pardmetros clinico-
patologicos. ILT: Infiltracion linfocitica tumoral, CVC: circulos vasculares cerrados, DBT: Diametro
basal tumoral

Grupo I: menos del 40% de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
Grupo 2: el 40% o mas de las células tumorales del melanoma fueron inmunorreactivas
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En la presente tesis doctoral examinamos por primera vez la expresion
inmunohistoquimica de la quimiocina CXCL12, también llamada stromal-derived
factor-1 alpha (SDFI-0), y su receptor CXCR4 en especimenes de melanomas malignos
de uvea sugiriendo la posibilidad de que, al igual que en otras neoplasias, las células
melanociticas malignas estén utilizando la unidn quimiocina-receptor para su

supervivencia y diseminacion.

El andlisis descriptivo de los casos seleccionados muestra como la totalidad de los
tumores estudiados se localizaron en la coroides, capa uveal donde crecen hasta el 90%
de los melanomas de uvea (Damato 2004). Al igual que se ha descrito en otras
publicaciones se observo en este trabajo cierta predominancia del sexo masculino (58%)
con respecto al femenino (42%) entre los pacientes afectos (Egan, Seddon y col. 1988).
La edad del diagnostico oscild entre 41 y 81 afios, con una media de 60,4 afios. Estos
datos reflejan que la mayoria de los tumores de nuestra muestra fueron diagnosticados
en pacientes de 50 a 70 afios, franja de edad en la que se identifican el 70% de los
melanomas malignos de tvea (Lorigan, Wallace y col. 1991). Existen varios factores
clinico-patologicos descritos en el melanoma maligno de ivea que conllevan un peor
prondstico por su asociacion con la aparicion de metastasis y una menor supervivencia
(Singh, Shields y col. 2001). Entre ellos, los dos mas importantes son el tamafo del
tumor y el tipo de célula que lo constituye. Si analizamos el tamafo tumoral de la
muestra seleccionada el didmetro basal medio fue de 13,6 mm (rango 5-24). Segln la
clasificacion del COMS, este tamafio corresponde a melanomas de coroides medianos
cuya mortalidad se situa en del 32% a los 5 afios (Diener-West, Hawkins y col. 1992).
Histologicamente, hasta un 80% de los casos estudiados fueron tumores mixtos
compuestos por células epitelioides y fusiformes. Los melanomas uveales mixtos
constituyen el tipo mas frecuente y su prondstico es considerado como “intermedio”,
por detras de los tumores epitelioides que corresponden a los mas agresivos y delante de
los fusiformes que son los de mejor prondstico (McLean, Foster y col. 1982). Puede
sorprender que hasta un 26% de los tumores estudiados presenten una infiltracion
linfocitaria si lo comparamos con los resultados de otros trabajos donde dicha cifra varia
del 5 al 12% (Durie, Campbell y col. 1990). Esto seguramente es debido a que en

nuestro estudio se consider6 como positivo la presencia de 20 linfocitos o mas (difusos
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o aislados) mientras que los demas autores consideraron como positivos los tumores con
100 o mas linfocitos por 20 campos de gran aumento. Nuestro criterio de seleccion se
basod en que todavia no existe un consenso establecido en el niimero de linfocitos que
debe poseer un melanoma maligno de Gvea para considerarlo ILT positivo. En cuanto a
los CVC, el 19% de los tumores estudiados presentaron este patréon microvascular. En la
literatura, la prevalencia de CVC varia mucho de un estudio a otro en funcioén de la
técnica de tincion PAS utilizada (Kivela, Makitie y col. 2004). Nuestra serie puede
compararse a la publicada por McLean y col donde el 24% de los tumores presentaron
CVC o redes microvasculares (McLean, Keefe y col. 1997). En ambas, a diferencia de
la técnica “Gold Standard” para la identificacion de los patrones microvasculares, se
utilizd la contratincion con hematoxilina y no se considerd necesario llevar a cabo el
blanqueamiento de la melanina. A pesar de que se ha publicado que cualquier
desviacion de la técnica “Gold Standard” puede subestimar el nimero de CVC
tumorales (Kivela, Makitie y col. 2004), este es el procedimiento utilizado en nuestro
laboratorio para el estudio de los CVC en los melanomas de tivea con buenos
resultados. Hasta casi la mitad de los pacientes estudiados (48%) recibieron tratamiento
radioterapico previo a la enucleacion. En general, la braquiterapia estd indicada de
entrada en tumores medianos y la enucleacion se reserva para tumores grandes. El alto
indice de enucleaciones (52%) como primera opcidon terapéutica en la muestra
estudiada, donde el tamafio tumoral medio corresponde a neoplasias medianas, es
debido seguramente a que durante muchos afios la enucleacion fue el unico tratamiento
del melanoma maligno de uvea. En el 45% de los pacientes estudiados se produjo una
diseminacion metastasica creandose nuevos focos tumorales a nivel del higado, pulmén
y hueso. Estos tres organos corresponden a las localizaciones metastdsicas mas
frecuentes en el melanoma de Givea. Como era de esperar el higado fue el 6rgano en el
que la incidencia de metéstasis fue la mas elevada, seguido por el pulmoén y el hueso. En

algunos pacientes (21%) se identificaron metastasis en varias localizaciones.

La inmunohistoquimica ha demostrado ser una técnica muy valiosa no sélo en el
diagnostico diferencial pero también en el campo de la investigacion del melanoma
maligno de tivea (Burnier, McLean y col. 1991). Gracias a ella se han podido identificar
y estudiar un gran nimero de factores moleculares implicados en el comportamiento

biolégico del tumor como son el receptor del factor de crecimiento epidermal, las
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moléculas de adhesion ICAM-1 o VCAM-1, la ciclooxigenasa-2, las citoqueratinas o el
factor de crecimiento vascular endotelial (Saraiva, Edelstein y col. 2004). Ademas el
estudio inmunohistoquimico del antigeno CXCR4 ha dado excelentes resultados en
muestras tisulares de tumores como el de pulmén o mama (Kato, Kitayama y col. 2003;
Spano, Andre y col. 2004), y el de la quimiocina CXCL12 en el cancer de ovario
(Scotton, Wilson y col. 2002). Por ello, se considerd que la inmunohistoquimica seria la
técnica mas adecuada para estudiar la expresion del receptor y su ligando en el
melanoma maligno de coroides. Se eligieron anticuerpos monoclonales anti-CXCLI12 y
CXCR4 porque este tipo de anticuerpo reconoce un Unico epitopo asegurando una
elevada especificidad. La clasificacion de la inmunoexpresion de ambas moléculas en
dos grupos segun el porcentaje de células positivas resultd ser adecuado y de facil
manejo. No se ha encontrado un esquema de clasificacion similar en otros estudios
donde se suele utilizar la intensidad de la expresion inmunohistoquimica (Sun, Wang y

col. 2003; Scala, Ottaiano y col. 2005).

Las quimiocinas constituyen un grupo de moléculas de bajo peso molecular con
propiedades quimioatrayentes implicadas en un gran nimero de procesos fisioldgicos y
patologicos. Se ha visto que en muchas de neoplasias existe un entramado de
quimiocinas y sus receptores cuya produccion, expresion y sefializacion se encuentra
alterada (Vicari y Caux 2002). La quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4 son un
ejemplo de ello. La interaccion entre ambas proteinas desencadena diversas funciones
bioldgicas dentro del proceso cancerigeno, tanto a nivel del tumor primario como en la

cascada metastasica.

Todos los melanomas de coroides del estudio (31/31) expresaron el receptor de
quimiocina CXCR4. Su ligando, la quimiocina CXCL12, también aparecid expresado
en la mayoria de los casos (30/31). Ademads en 23 tumores se observo una similitud en
el grado de expresion de ambas moléculas. En efecto, 19 casos inmunoexpresaban el
receptor y su quimiocina en mas del 40% de sus células (Grupo 2) y 4 casos lo hacian
en menos del 40% de sus células (Grupo 1). Estos datos sugieren que la interaccion
quimiocina-receptor podria estar jugando un papel relevante en la progresion bioldgica

del melanoma de coroides primario.
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Los resultados de la inmunoexpresion de la quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4
en otros tumores muestran en algunos casos similitud con nuestro estudio. En efecto, la
expresion del receptor CXCR4 fue positiva en todos los especimenes analizados de
cancer de pulmon (Spano, Andre y col. 2004), mama (Kato, Kitayama y col. 2003),
glioblastoma y meduloblastoma (Rubin, Kung y col. 2003). En cambio en el melanoma
cutaneo solo el 43% de los casos estudiados fueron positivos (Scala, Ottaiano y col.
2005) y en el cancer de pancreas el 71% (Koshiba, Hosotani y col. 2000). En cuanto a la
quimiocina CXCL12, su expresion inmunohistoquimica en neoplasias malignas de

ovario fue positiva en el 100% de los casos (Scotton, Wilson y col. 2002).

A pesar de que las quimiocinas actian como un factor de proteccion ante las
inflamaciones, se ha visto que en los procesos tumorales su produccion exagerada
fomenta la supervivencia de las células neoplasicas actuando en varias de las etapas del
proceso tumoral (Balkwill 2003). La primera de estas etapas es la proliferacion celular a
nivel del foco tumoral primario. Diversas investigaciones han mostrado como el
complejo CXCR4/CXCL12 es capaz de estimular la proliferacion celular in vivo y/o in
vitro de diversos tipos de neoplasias como el céncer de prostata, ovario, melanoma
cutaneo, glioblastoma y mieloma multiple (Hideshima, Chauhan y col. 2002;
Murakami, Maki y col. 2002; Zhou, Larsen y col. 2002; Sun, Wang y col. 2003). Se ha
visto que, bajo la influencia de numerosas moléculas del microambiente tumoral, las
células neoplasicas incrementan la expresion del receptor de quimiocina CXCR4 e
inician la sintesis y secrecion de la quimiocina CXCL12. Esta ltima puede actuar de
forma autocrina como factor de crecimiento estimulando la proliferacion celular
mediante la activacion de diversas vias de sefializacion (MAPK, PI3-Kinasa, ERK)
(Darash-Yahana, Pikarsky y col. 2004) y de forma indirecta potenciando la
angiogénesis tumoral (Salcedo y Oppenheim 2003). Teniendo en cuenta estas
consideraciones, la positividad detectada en este estudio en la expresion del receptor
CXCR4 y su quimiocina en el melanoma maligno de uvea sugiere que la interaccion
entre ambas moléculas podria ser determinante para el crecimiento local del tumor
primario. Este hecho relacionaria directamente el complejo CXCR4/CXCLI12 con el
tamafio tumoral, principal factor de mal pronostico clinico del melanoma maligno de

uvea.
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En nuestro estudio, la inmunorreactividad del receptor CXCR4 y su quimiocina
CXCL12 fue en todos los casos moderada-intensa, intracitoplasmatica y con tendencia a
localizarse en las zonas de mayor actividad celular como el a4pex y margenes tumorales.
La misma localizacion citoplasmatica del receptor CXCR4 se ha descrito en el cancer
de mama (Kato, Kitayama y col. 2003), pulmoén (Spano, Andre y col. 2004), colon
(Jordan, Kolios y col. 1999), préstata (Mochizuki, Matsubara y col. 2004), pancreas
(Koshiba, Hosotani y col. 2000), melanoma cutdneo (Scala, Ottaiano y col. 2005) y en
las células hematopoyéticas CD34" (Zhang, Foudi y col. 2004). Parece ser que la
presencia del receptor a nivel citoplasmatico traduce su estado activo y funcionante. El
CXCR4 es un receptor de siete dominios transmembrana acoplados a una proteina G
que Unicamente aparece expresado en la superficie celular bajo determinados estimulos
(Scala, Ottaiano y col. 2005). La unién selectiva del receptor CXCR4 con su Unico
ligando, la quimiocina CXCL12, induce su internalizacion y activa el envio de sefiales
intracelulares. La transduccion de estas sefiales deriva en acciones diferentes y
especificas dependiendo del tipo de célula que expresa el receptor y del momento en

que es expresado (Roland, Murphy y col. 2003).

No se encontr6 ninguna diferencia en la inmunoexpresion del CXCR4 y su ligando
entre las células fusiformes y epitelioides de los tumores. A pesar de considerarse las
células epitelioides como mas agresivas (McLean, Foster y col. 1983), ambos tipos de

células expresaron las moléculas de forma similar.

El nivel de expresion de ambas moléculas es un dato importante a tener en cuenta en
nuestro estudio. El nimero de tumores en que la expresion del receptor o la quimiocina
afecta a gran parte de sus células es elevado. En efecto, la expresion del receptor
CXCR4 y la quimocina CXCL12 se manifestd en mas del 40% de las células tumorales
en el 84% y 65% de los casos respectivamente. En el melanoma maligno de tivea este
elevado indice de expresion celular del CXCR4 y su quimiocina podria traducir una

mayor agresividad tumoral y ser un indicador de que el tumor va a expandirse.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio con respecto al receptor CXCR4 reflejan
como todos los pacientes (100%) que desarrollaron metéstasis pertenecian al Grupo

2cxcra, €8 decir expresaron el receptor en mas del 40% de sus células. Si a esto le
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sumamos que, mas de la mitad de los pacientes del Grupo 2cxcra desarrollaron alguna
metastasis durante el seguimiento, podemos considerar que el grado de expresion del
receptor de quimiocina CXCR4 es un factor de riesgo relacionado con la diseminacion
metastdsica del melanoma maligno de coroides. Ademds se comprobé como ningin
paciente del Grupo lcxcra desarrolld focos secundarios metastasicos, es decir, que a
menor expresion del receptor en el tumor primario, menor es el riesgo de extension de la

enfermedad.

Algo similar pasa con la quimiocina CXCL12, donde el 86% de los pacientes con
metastasis pertenecian al Grupo 2c¢xcriz, €l 60% de los pacientes del Grupo 2cxcriz
desarrollaron metastasis durante el seguimiento y el 82% de los pacientes del Grupo
lexcriz no tuvieron diseminacion metastasica. Asi podemos decir que el nivel de
expresion de la quimiocina CXCL12 también es un indicador de mal prondstico en el

melanoma maligno de coroides.

Las curvas de incidencia acumulada de metéstasis refuerzan estas apreciaciones al
mostrar claramente como la probabilidad de desarrollar metéstasis en el tiempo es en
todo momento muy superior en el Grupo 2 que en el Grupo 1, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa tanto para la quimiocina CXCL12 como para su receptor

CXCRA4.

Las metastasis, diseminacion y crecimiento de las células tumorales en oOrganos
distantes, representan el aspecto mas peligroso y devastador en el melanoma de tivea. A
pesar de los avances en el diagnéstico, técnicas quirurgicas y terapias adyuvantes, la
aparicion de metastasis sigue siendo la principal causa de muerte en los pacientes con
melanoma de uvea. Hasta un 50% de los pacientes moriran a los 10 afios del diagnostico
inicial debido a la aparicién de metastasis, principalmente en el higado. Como ya se ha
comentado, a lo largo de las ultimas décadas se han identificado varios parametros
prondsticos metastasicos, clinicos e histopatoldgicos, entre los que cabe destacar el
tamafio tumoral y el tipo celular. Actualmente, las investigaciones se centran en el
analisis de las alteraciones genéticas y moleculares que puedan estar asociadas al

desarrollo de metéstasis en melanoma de ivea y permitan establecer de forma precoz
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los genotipos-fenotipos mas agresivos asi como desarrollar nuevas alternativas

terapetticas.

Las metastasis son un fendémeno muy complejo formado por una serie de pasos
secuenciales e interrelacionados. Estos engloban la multiplicacion celular, angiogénesis,
intravasacion, embolizacion o migracion, extravasacion y el inicio de una nueva
proliferacion (Woodhouse, Chuaqui y col. 1997). Unicamente si cada uno de ellos se
culmina con éxito, el proceso metastdsico serd eficiente y tendré lugar la creacion de
tumores secundarios (Weiss 1990). Antes se ha comentado su participacion en la
proliferacion celular, pero también se ha visto como el complejo CXCL12/CXCR4 esta

implicado en otras de estas etapas.

La migracion de las células tumorales desde su localizacion primaria hasta el 6rgano
secundario es considerada por los expertos como una pieza clave del cancer. Algunos
estudios, apoyando la teoria de Ewing (Ewing 1928), han demostrado que en
determinados tumores o estadios avanzados de la enfermedad, las células malignas
metastdsicas quedan atrapadas en los capilares de los 6rganos debido a la diferencia
existente entre el tamafio celular y la luz vascular. Para muchos autores, este hecho
marca el inicio de la adhesion, invasion y proliferacion y determina la habilidad
metastasica de las células tumorales (Ito, Nakanishi y col. 2001). Pero en la mayoria de
los tumores, la seleccion del o6rgano metastasico se considera un fendémeno no
randomizado en donde las células neoplésicas con potencial metastatico, que abandonan
el tumor primario y logran sobrevivir al sistema inmune y al torrente circulatorio, van a
dirigirse e invadir 6rganos secundarios especificos para cada tumor. Es el caso del
melanoma de uvea, donde las células melanociticas malignas poseen una afinidad
especial para metastatizar en el higado, en particular, hueso y pulmén (Missotten y

Keunen 2004).

Se ha visto que esta migracion especifica o “homing” de las células tumorales esta
determinada por factores genéticos y moleculares. Por un lado, por las caracteristicas de
un grupo de genes de las células tumorales que han ido mutando a lo largo tiempo o
“tool-box” (Minn, Kang y col. 2005), y por otro, por la presencia de factores de

crecimiento y/o quimiotacticos en los tejidos metastaticos dianas . Se han identificado
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alteraciones en la produccion y expresion tumoral de moléculas que participan en la
migracion celular, como las quimiocinas y sus receptores. Las quimiocinas son
conocidas por sus propiedades quimiotacticas al dirigir el trafico leucocitario y la
migracion de las stem cells hematopoyéticas hacia lugares anatdmicos especificos
(Campbell y Butcher 2000). Varios estudios sugieren que este mismo mecanismo es el
utilizado por las células malignas circulantes para diseminarse (Moore 2001). Apoyando
esta teoria se ha observado como un gran nimero de quimiocinas aparecen expresadas
de forma caracteristica y en concentraciones elevadas en los drganos secundarios,
creando un gradiente de concentracion que facilitard la migracion celular (Balkwill
2003). En el caso de la quimiocina CXCL12, los 6rganos distantes en los que se han
demostrado niveles elevados son el higado, hueso y pulmén (Spano, Andre y col. 2004).
Estas tres localizaciones coinciden con las principales localizaciones metastasicas de las
células malignas del melanoma de uvea y por lo tanto el eje molecular CXCL12-
CXCR4 podria tener un papel importante en la especificidad metastasica de dicho

tumor.

La presencia de la quimiocina CXCL12 en los melanomas de coroides estudiados puede
ser debida a la secrecion autocrina por las mismas células tumorales y paracrina por las
células del microambiente tumoral, pero también provenir del higado, pulmén, hueso y
otras localizaciones frecuentes de las metastasis en estos pacientes. Estos organos
secretarian la quimiocina para atraer a las células tumorales con poder metastatico hacia
ellos apoyando la teoria que las metastasis en el melanoma de tivea no son un fenémeno
aleatorio sino dependiente de determinados factores entre los que se encuentra el eje

CXCLI12/CXCRA4.

Basandonos en las mismas propiedades que explican el fenomeno del homing, otra
consideracién a tener en cuenta es la posible participacion de la interaccidon quimiocina
CXCLI12 y su receptor en la localizacion de posibles focos de micrometastasis
responsables de la produccion y liberacion de células circulantes malignas (CMC). Un
ensayo clinico realizado en nuestro centro acaba de demostrar la presencia de CMC en
sangre en todos los pacientes con melanoma de uvea independientemente del tipo de
tratamiento aplicado o el tiempo transcurrido entre el diagnostico y la realizacion del

estudio. Estos datos sugieren primero, que la diseminacién sanguinea de células
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malignas se produce en estadios muy precoces de la enfermedad y segundo, que existen
focos neoplasicos no detectables, y seguramente en “estado durmiente”, que liberan
células neoplésicas al torrente sanguineo. El estudio de la quimiocina CXCLI12 y su
receptor en las CMC podria aportar informacion valiosa para demostrar esta Gltima

hipotesis al ayudar a para rastrear los posibles focos “durmientes”.

No queda claro si la misma subpoblacion de células que expresa el CXCR4 en el
melanoma de vea primario es la que va a diseminar, sobrevivir y migrar para formar
depositos metastaticos distantes. Por un lado no todos los tumores del estudio que
expresaron las moléculas finalizaron con metastasis y por otro, diversos estudios
clinicos y experimentales, han demostrado que las neoplasias estan sujetas a una serie
de cambios a lo largo del tiempo que pueden modificar las propiedades de las células
detectadas en el tumor primario. Se definid como “progresion neoplasica” a la
adquisicion de cambios permanentes, irreversibles y cualitativos en una o mas
caracteristicas de las células tumorales. Esta evolucion es gradual y explica porque el
comportamiento del tumor puede variar en los diferentes estadios de la enfermedad. En
nuestro caso, es necesario realizar mas estudios para comprobar si la expresion de la
quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4 cambia a medida que la enfermedad avanza

en el tiempo.

Por ultimo, en este trabajo se ha visto como ninguno de los pardmetros clinico
patologicos estudiados ha demostrado tener una influencia estadisticamente significativa
en el grado de expresion del receptor CXCR4 y su quimiocina CXCL12. Es decir, tanto
la edad al diagndstico como el mayor diametro tumoral, sexo, tipo celular y presencia de
ILT y CVC fueron semejantes entre los grupos 1 y 2 de las moléculas CXCR4 y
CXCLI12. Todos estos factores implican un peor pronéstico en los pacientes con
melanoma maligno de uvea y su presencia podria estar alterando los resultados del
estudio. El hecho de que ninguno de ellos pueda explicar las diferencias encontradas
entre los grupos 1 y 2 apoya la idea que la quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4
pueden ser considerados como factores pronoésticos independientes del melanoma

maligno de tvea.
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Una vez conocida la presencia de la quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4 en el
melanoma maligno de uvea y haber establecido una relacion entre su nivel de expresion
y un peor prondstico clinico es necesario seguir con esta linea de investigacion. A
continuacion se exponen cuales son los pasos que se deberian llevar a cabo para

completar este estudio.

1. Reunir una muestra mayor de casos con un poder estadistico suficiente que sea
capaz de definir mejor la influencia prondstica de la quimiocina CXCL12 y su
receptor en el melanoma maligno de uvea y poder asi sugerir su incorporacion

en la descripcidon anatomopatologica de estos tumores.

2. Establecer la contribucion molecular del complejo CXCL12/CXCR4 en el
proceso bioldgico del melanoma maligno de tivea. Para ello es imprescindible
determinar si, al igual que en otros tumores, la interaccién entre la quimiocina y
el receptor influye positivamente en la proliferacion, migracién, adhesion
endotelial y la invasion tisular (Taichman, Cooper y col. 2002; Zhou, Larsen y
col. 2002; Smith, Luker y col. 2004). Para ello seria conveniente realizar in vitro
ensayos de proliferacion, migracién o quimiotaxis, quimioinvasion y adhesion

utilizando lineas celulares de melanoma de tvea (Marshall, Caissie y col. 2004).

3. Probar la actividad de los inhibidores del CXCR4 y/o CXCLI12 in vitro e in
vivo. Esto tultimo se haria con un modelo animal de conejos albinos
inmunodeprimidos con ciclosporina A a los que se les inyectaria una linea
celular de melanoma de tivea en el espacio coroideo (Ordonez, Saornil y col.
2002; Blanco, Marshall y col. 2005). Se mediria entonces la progresion
bioldgica del tumor en presencia o ausencia de anticuerpos antiCXCLI12 o

antiCXCR4.
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8. Conclusiones

1. La casi totalidad de los melanomas malignos de coroides estudiados expresaron
la quimiocina CXCLI12 y todos ellos expresaron el receptor de quimiocina
CXCRA4. El patron de tincion inmunohistoquimico fue para ambas moléculas

intracitoplasmatico de intensidad moderada-alta.

2. La presencia de metastasis de los pacientes con melanoma maligno de uvea esta
correlacionada con los niveles de expresion de la quimiocina CXCL12 y su

receptor CXCRA4.

3. La expresion de CXCL12 y CXCR4 no esta relacionada con otras variables
clinico-patologicas de mal prondstico conocidas. La quimiocina CXCL12 y su
receptor CXCR4 pueden ser considerados indicadores prondsticos

independientes.
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