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TITULO: Caracterizacién de células mieloides supresoras (MDSCs) en pacientes con melanoma
metastatico.

RESUMEN:

El melanoma es una neoplasia originada en los melanocitos curable durante la etapa
inicial pero que, sin tratamiento, es de rapido avance, pudiendo provocar metastasis.
Normalmente, el melanoma se diagnostica en etapas tempranas, por lo que la escisidn
quirargica representa el tratamiento de eleccidn. Sin embargo, aproximadamente el 10% de los
casos de melanoma se diagnostican en una etapa avanzada, y no son resecables o ya son
metastasicos. Es para estos pacientes para los que actualmente se recurre a las terapias
antitumorales dirigidas molecularmente o bien a la inmunoterapia. Asimismo, diversos estudios
sobre el melanoma confirman que el microambiente tumoral es un elemento clave en el
prondstico del paciente y una posible diana sobre la que dirigir los tratamientos. Es por esto por
lo que en el presente proyecto se caracterizan células mieloides supresoras (MDSCs), en
concreto, macréfagos, presentes en el microambiente de muestras de melanoma metastasico.

Los macrdéfagos se caracterizan por su elevada plasticidad dependiente de las sefiales del
ambiente externo y pueden modificar su metabolismo o bien para promover la
cicatrizacion/crecimiento (macréfagos M2/antiinflamatorios), o bien para la inhibicion/muerte
(macréfagos M1/proinflamatorios). Generalmente, la presencia macrofagica en el melanoma
estd asociada a un mal prondstico puesto que los macrdéfagos asociados al tumor (TAM),
generalmente con fenotipo M2, participan fomentando el crecimiento del tumor, asi como
suprimiendo la actuacién del sistema inmune en este.

Este estudio se basa en el ensayo mediante inmunohistoquimica (IHC) y PCR cuantitativa
(gPCR) de 30 muestras de pacientes con melanoma metastdasico. Asi pues, se estudia la
presencia de 8 marcadores caracteristicos del fenotipo antiinflamatorio de los macréfagos:
ARNT2, CCL19, CD163L1, ADGRE1, RGS16, SOCS2, MMP12 y BMP6, usando como marcador
caracteristico para la identificacién de infiltrado monocitario por IHC el CD68, y para el analisis
de la expresidn relativa por qPCR, el housekeeping GAPDH y un cDNA de referencia comercial.

La evaluacion de las muestras por IHC permitié conocer que la regulacion positiva en
células tumorales de las moléculas BMP6, CCL19 y MMP12, asi como la reducida expresion de
ARNT2, RGS16 y SOCS2, caracterizaba las muestras de estudio. Asimismo, se confirmd que
ADGRE1 seguido de CD163L1 son los marcadores para macréfagos mds especificos de todos los
estudiados. Por otro lado, el estudio por gPCR demostré que los genes CCL19 y ADGRE1
presentaban una expresion relativa incrementada, mientras que RGS16 mostraba
infraexpresion en las muestras evaluadas. El estudio de las posibles correlaciones de los
marcadores en las células tumorales demostré nuevos patrones de asociacién hasta el momento
no reportados, mientras que el estudio de las correlaciones en macréfagos corrobord el perfil
de coexpresion esperado por tratarse de marcadores de macréfagos antiinflamatorios.

Con todo ello, este estudio demuestra el alto contenido monocitario presente en
muestras de melanoma metastdsico, asi como la expresion de los marcadores evaluados no sélo
en macrofagos, sino también en células tumorales, indicando, por tanto, el alto potencial de
estos como posibles dianas terapéuticas para el tratamiento del melanoma.
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TITLE: Characterization of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in patients with metastatic
melanoma.

SUMMARY:

Melanoma is a neoplasm originated in melanocytes which can be curable at initial stages
but, without treatment, it has a rapid progression, being able to cause metastasis. Usually,
melanoma is diagnosed at early stages, therefore surgical excision represents the treatment of
choice. However, approximately 10% of melanoma cases are diagnosed at an advanced stage
and are not resectable or they are metastatic. Nowadays, for this type of patients, is common
to use molecularly directed antitumor therapies or immunotherapy. Moreover, studies on
melanoma confirm that tumor microenvironment is a key element in the study of patient’s
prognosis and a possible target to direct treatments for immunostimulation and removal of this
tumor. That is why the present project characterizes myeloid-derived suppressor cells (MDSCs),
specifically, macrophages, present in the tumor microenvironment of melanoma samples.

Macrophages are characterized by their high plasticity dependent on signals from the
external environment and may also modify their metabolism either promote healing/growth
(M2  macrophages/anti-inflammatory), or inhibition/death (M1 macrophages/pro-
inflammatory). Generally, presence of macrophages in melanoma is associated with poor
prognosis due to tumor-associated macrophages (TAM), which generally have an M2-type
phenotype, join in some ways to promote tumor growth, as well as suppressing immune system
on it.

This study is based on immunohistochemistry (IHC) and real-time quantitative PCR (qPCR)
assay of 30 samples from patients with metastatic melanoma. Thus, we studied the presence of
8 characteristic markers of anti-inflammatory phenotype of macrophages: ARNT2, CCL19,
CD163L1, ADGRE1, RGS16, SOCS2, MMP12 and BMP6, using CD68 as a marker for IHC assay for
the identification of monocytic infiltrate, and the housekeeping GAPDH and a commercial
reference cDNA for the analysis of relative expression by gPCR.

IHC analysis showed us that our samples were characterized by the upregulation of BMP6,
CCL19 and MMP12 molecules, as well as downregulation of ARNT2, RGS16 and SOCS2 in tumor
cells. Likewise, it was confirmed that ADGRE1 followed by CD163L1 are the most specific
markers for macrophages among the studied. On the other hand, gPCR analysis showed that
CCL19 and ADGRE1 genes were overexpressed, whereas RGS16 was underexpressed in the
samples evaluated. The study of markers correlations in tumor cells showed new patterns of
association so far not reported, while the study of gene correlations on macrophages
corroborated the expected coexpression profile for being markers of anti-inflammatory
macrophages.

Therefore, this study shows the high monocyte content present in metastatic melanoma
samples as well as the expression of the evaluated markers not only in macrophages, but also in
tumor cells, showing the high potential of these as possible therapeutic targets for the treatment
of melanoma.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 CONCEPTO DE TUMOR

Los tumores o neoplasias son masas anormales de tejido que crecen de forma
incontrolada, excesiva, auténoma e irreversible, superando a los tejidos normales en velocidad
de crecimiento, y que poseen rasgos funcionales y morfolégicos diferentes a los de sus
precursoras. En ocasiones, estos tumores tienen la capacidad de invadir el tejido circundante y
con ello de provocar metastasis en puntos distantes del organismo. Estos tumores son los
denominados tumores malignos o comiUnmente conocidos como canceres, entre los que se
encuentra el melanoma (Cooper y Hausman, 2000).

La investigacion sobre el cdncer ha generado un conocimiento complejo y rico del mismo,
proponiendo al cdncer como una enfermedad basada en cambios dindmicos tanto en el genoma
como en el microambiente tumoral, esto es, en la matriz extracelular, fibroblastos, células
neuroendocrinas, células adiposas, células inmunoinflamatorias, redes vasculares y sistema
linfatico que rodea al tumor (Wang et al., 2017).

Han sido varias las investigaciones que han indicado que la tumorigénesis es un proceso
de varios pasos y que cada uno de estos pasos supone alteraciones genéticas que, finalmente,
conducen a la transformacion de células normales en células malignas (Renan, 1993). Fue en el
2000 cuando Hanahan y Weinberg propusieron 6 de estas posibles modificaciones que
compartian todas las células tumorales: autonomia en las sefiales de crecimiento, evasion de las
sefiales inhibidoras de crecimiento, ilimitado potencial replicativo, evasidon de la apoptosis,
angiogénesis sostenida, e invasién tisular y metastasis. Mds tarde, en el 2011 (Hanahan y
Weinberg, 2011), estos mismos investigadores incorporaron 4 nuevos cambios identificados en
las células tumorales, considerando esta vez, ademas de las alteraciones de estas propias
células, el microambiente presente en las regiones afectadas. Estos son: metabolismo
energético desregulado, inestabilidad gendmica y mutagénesis, evasion de la respuesta inmune
y microambiente inflamatorio. Asi pues, cada uno de estos diez posibles cambios fisioldgicos
enumerados (Figura 1), representan la capacidad de las células tumorales para evitar los
mecanismos anticancerigenos y continuar asi su crecimiento y diseminacion.
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Figura 1. Hallmarks del cancer (Hanahan y Weinberg, 2011).
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1.2 MELANOMA: CONCEPTO E INCIDENCIA

El melanoma es una neoplasia originada en los melanocitos que han sido transformados
en células malignas. Este tipo de tumor generalmente produce una neoformacién cutdnea
pigmentada curable durante la etapa inicial pero que, sin tratamiento, es de rapido avance,
pudiendo provocar metastasis que causan una alta mortalidad.

La mayor parte de los melanomas se localizan en la piel (95%). Con menor frecuencia (5%)
pueden desarrollarse en mucosas (oral, digestiva, genital), retina o meninges vy
aproximadamente un 3% de los pacientes puede desarrollar melanomas ocultos (enfermedad
metastdsica sin evidencia de tumor primario) (Coricovac et al., 2018).

Segln datos recientes recogidos en el 2018 por Globocan (GLOBAL CANCER
OBSERVATORY, 2018), la incidencia del melanoma en Europa es de un 3,84% del total de
canceres estudiados y la mortalidad de este tipo de tumor representa un 1,51%. Concretamente
en Espana, la incidencia de este tumor es de un 2,21% y la mortalidad de un 1,11%.

La incidencia del melanoma aumenta linealmente tras los 25 afios hasta la edad de 50
anos, y mas tarde disminuye, particularmente en el sexo femenino. No obstante, la incidencia
de este tumor es muy variable y depende del pais que se estudie, puesto que los diferentes
patrones de incidencia se atribuyen, en rasgos generales, a las variaciones en el fenotipo racial
de la piel y a las diferencias en la exposicion al sol (Rastrelli et al., 2014).

1.3 TRATAMIENTOS

La mayoria de los pacientes con melanoma recién diagnosticado tienen una enfermedad
en etapa temprana. Para estos pacientes, la escisién quirdrgica representa el tratamiento de
eleccidn y es curativa en la mayoria de los casos. Sin embargo, aproximadamente el 10% de los
casos de melanoma se diagnostican en una etapa avanzada, y no son resecables o ya son
metastdsicos. Para los pacientes que presentan esta enfermedad en etapa avanzada, hasta el
afio 2011, en el que surgieron nuevas opciones terapéuticas, se disponia de muy pocos
tratamientos, entre ellos del agente citotéxico dacarbazina (DTIC), del interferén alfa y de la
interleucina-2 (IL-2) (Zhu et al., 2016). Sin embargo, el tratamiento del melanoma se ha visto
revolucionado considerablemente desde 2011 con la aprobacion de diversos agentes
terapéuticos (Gershenwald et al., 2017). A continuacidn se comentan brevemente todos ellos.

1.3.1 DACARBAZINA, IFN-a e IL-2
1.3.1.1 Dacarbazina (DTIC)

La dacarbazina es un agente quimioterdpico alquilante que ha producido tasas de
respuesta entre el 7% y el 25%; con duraciones medias de 5 a 6 meses; respuestas completas de
menos del 5% y diversas toxicidades, las mas comunes gastrointestinales y hematoldgicas,
aunque generalmente es bien tolerada (Jilaveanu et al., 2009).

Se ha demostrado de forma convincente que DTIC no es solo un farmaco citotéxico, sino
que también ejerce efectos inmunoestimulantes, pues se confirmd que el tratamiento con DTIC
provocaba la expresion de los ligandos del inmunorreceptor NKG2D en las células del melanoma
(Figura suplementaria 1 (Anexo 1)) (Hervieu et al., 2013). La unidn de estos ligandos NKG2D con
las células Natural Killer (NK) conduce a su activacidn y, por ende, a una mayor destruccion de
las células tumorales y a la liberacion de IFN-y. Este interferdn a su vez estimula el aumento en
la expresidn del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de tipo | en las células tumorales,
lo que favorece su reconocimiento linfocitario y con ello, la muerte celular (Ugurel et al., 2013).
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1.3.1.2 IFN- a

El interferdn alfa-2b (IFN-a), aprobado en 1995 por la FDA para el tratamiento adyuvante
del melanoma de alto riesgo resecado, se asocia con una actividad antitumoral moderada (ORR
22%, CR <4%) en pacientes con melanoma metastasico. Este interferén estimula la respuesta
llevada a cabo por las células T, células NK y macréfagos. Ademas, aumenta la expresién de los
antigenos asociados al tumor, asi como del MHC de tipo |, proporcionando a las células de
melanoma una mayor susceptibilidad a los mecanismos efectores inmunoldgicos (Jilaveanu et
al., 2009).

Las toxicidades comunes asociadas al IFN-a, como fiebre, fatiga, mialgias, deterioro
psicocognitivo y eventos autoinmunes, afectan negativamente a la calidad de vida del paciente,
especialmente con la administracién a largo plazo. Estos efectos junto con la baja probabilidad
de respuesta hacen que la monoterapia con IFN-a tenga una utilidad limitada en el tratamiento
del melanoma en estadios avanzados (Bhatia et al., 2009).

1.3.1.31L-2

La interleucina-2 fue aprobada por la FDA en 1998 (Bhatia et al., 2009) para el tratamiento
de pacientes con melanoma en estadio avanzado. Se hipotetiza que la IL-2 ejerce su efecto de
actividad antitumoral estimulando, regulando y reclutando otros tipos de citoquinas al sitio del
tumor. Esta molécula se ha utilizado como monoterapia en varios ensayos clinicos, donde
produjo tasas de respuesta generales de hasta el 22%, aunque generalmente, la probabilidad de
respuesta a la IL-2 esta asociada con el sitio de metastasis (siendo las metastasis subcutaneas o
cutaneas las mas probables de responder) y con la presencia de linfocitosis tras el tratamiento.

Los efectos secundarios del tratamiento con IL-2 estan relacionados con las dosis y
pueden ser muy severos, entre ellos se incluyen: fiebre, escalofrios, hipotensidén, aumento de la
permeabilidad capilar, arritmias cardiacas, oliguria, delirio y erupcidon cutanea (Bhatia et al.,
2009), por lo que el uso de regimenes de altas dosis estd limitado a pacientes con un excelente
estado de rendimiento y funcién normal de los érganos (Jilaveanu et al., 2009).

1.3.2 TERAPIA ANTITUMORAL DIRIGIDA

1.3.2.1 Definicién

La terapia antitumoral dirigida se basa en la administracién de farmacos a genes o
proteinas especificas de las células cancerosas o del microambiente tumoral para bloquear la
proliferacién celular, promover la regulacion del ciclo celular, asi como inducir la apoptosis o
autofagia de estas células con el fin de eliminar el tumor (Padma, 2015).

1.3.2.2 Ruta de seializacion MAPK

La ruta MAPK clasica consiste en Ras, Raf, Mek y Erk (Figura suplementaria 2 (Anexo 1)),
que transmiten secuencialmente sefiales proliferativas generadas en los receptores de la
superficie celular a través de la sefalizacidn citoplasmica hacia el ndcleo (Wong y Ribas, 2015).

La activacion de la ruta MAPK se inicia en los receptores tirosina quinasa (RTK), que son
proteinas transmembrana de la superficie celular que contienen un dominio N-terminal
extracelular de unién al ligando y un dominio C-terminal intracelular tirosina quinasa. La mayoria
de los RTK dimerizan tras la unidn con su ligando, lo que induce la activacion del receptor y la
autofosforilacion de residuos de tirosina en el dominio intracelular. Estas tirosinas fosforiladas
sirven como sitios de unién para las proteinas adaptadoras responsables de la activacién de
varias moléculas, entre ellas la GTPasa de la familia Ras. Una vez activada, Ras recluta la quinasa
Raf a la membrana plasmatica, donde se fosforila y activa a la proteina quinasa, Mek, que a su
vez activa a Erk. Esta ultima proteina Erk regula downstream factores de transcripcién que
afectan a los reordenamientos del citoesqueleto, el metabolismo y la expresidn de varios genes
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(Figura suplementaria 2 (Anexo 1)) involucrados en la proliferacién celular, la diferenciacion, la
angiogénesis y la supervivencia (Marquette et al., 2007).

1.3.2.2.1 Ras

La familia Ras esta constituida por proteinas G (K-Ras, H-Ras y N-Ras) ubicadas en la
superficie interna de la membrana plasmatica. Estas proteinas actlan como interruptores
moleculares que estan "activados" cuando estan vinculados a GTP y "desactivados" cuando
estan vinculados a GDP. Cuando los receptores celulares reciben sefales externas como la unidn
de citoquinas, factores de crecimiento o mitégenos, el complejo proteico Shc/Grb2/Sos se
recluta en el receptor (Figura suplementaria 2 (Anexo 1)) y el Ras inactivo intercambia el GDP por
GTP, experimenta un cambio conformacional y se activa (Marquette et al., 2007).

En un tercio de todos los canceres humanos, incluido el melanoma, se han notificado
mutaciones oncogénicas en miembros de la familia Ras. Aunque estas mutaciones se han
notificado en los codones 12, 13 y 61 de RAS, la mutacién mas frecuente observada en los
melanomas ocurre en el codén 61 de N-RAS. Este RAS mutante carece de actividad GTPasa y
permanece activo, lo que lleva a una proliferacidn celular descontrolada y un fenotipo
transformado (Evans et al., 2012).

A pesar de la promesa de agentes dirigidos hacia Ras en estudios preclinicos, estos han
fracasado en los ensayos clinicos, principalmente debido a que puede haber una desregulacién
de la via por otros oncogenes no inhibidos. De esta forma, el objetivo terapéutico de Ras en el
melanoma es relativamente ineficaz, lo que sugiere que otros puntos en la via MAPK pueden
resultar mas prometedores (Marquette et al., 2007; Evans et al., 2012).

1.3.2.2.2 Raf

La familia Raf consta de A-Raf, B-Raf y C-Raf, y son proteinas efectoras de Ras (Wong y
Ribas, 2015) que se reclutan en la membrana plasmatica mediante la unién directa a Ras
activado.

A pesar de que existen mds de 65 mutaciones diferentes que ocurren en mas de 30
codones B-RAF, en el melanoma predomina una missense de base Unica que supone un cambio
de valina a acido glutdmico en el codén 600 (V600E) (Wong y Ribas, 2015) que genera una
modificacién conformacional en la estructura de la proteina con su consecuente activacién e
hiperactivacidn de la via MAPK, que desencadena la activacidn de las vias de supervivencia y la
division celular promoviendo el desarrollo tumoral.

Teniendo en cuenta la importancia de esta mutacidn activadora en B-RAF se han
desarrollado farmacos que inhiben especificamente esta proteina. En concreto, existen dos tipos
de inhibidores: de tipo |, que inhiben selectivamente la quinasa Raf activada, y los inhibidores
de tipo I, que inhiben tanto a Raf activada como en reposo. Estos inhibidores de tipo Il, como el
Sorafenib, no tienen actividad potente en los tumores B-RAF V600E mutados, puesto que se
considera que, posiblemente Sorafenib no sélo inhiba Raf sino también otras quinasas o factores
angiogénicos necesarios para la supervivencia celular. Sin embargo, dos Inhibidores de tipo | han
demostrado relevancia clinica como son el Vemurafenib y Dabrafenib (Evans et al., 2012).

1.3.2.2.3 Mek

Mek-1 y Mek-2 son proteinas de doble especificidad, pues se trata de proteinas
tirosina/treonina quinasas que se encuentran downstream de B-Raf y que estan activas en
aproximadamente el 30% de todos los canceres humanos con sefalizacion MAPK activada
(Evans et al., 2012).

Una amplia gama de lineas celulares de cancer que poseen mutaciones K-RAS, N-RAS o B-
RAF son sensibles a Selumetinib, que es un inhibidor alostérico selectivo y potente de Mek. Sin
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embargo, se demostrd que las lineas celulares de melanoma mutadas en B-RAF eran mas
sensibles a la inhibicion de Mek que las lineas celulares mutadas en RAS ex vivo. Ademas, el
bloqueo farmacolégico de Mek inhibia completamente el crecimiento del tumor en xenoinjertos
mutantes B-RAF, mientras que los tumores mutantes de RAS se inhibieron sélo de forma parcial
(Solit et al., 2005). Asimismo, poco después se demostrd que las lineas celulares de melanoma
mutado por RAS cambiaban su sefalizacidon de B-Raf a C-Raf (Dumaz et al., 2006). Este hallazgo
tuvo importantes implicaciones terapéuticas porque sugiere que tanto B-Raf como C-Raf son
objetivos vélidos en el melanoma, pero esto depende de si B-RAF o RAS estan mutados en el
tumor, por lo que resulta fundamental conocer el estado mutacional de B-RAF cuando se
seleccionan inhibidores de Mek para la terapia del melanoma (Evans et al., 2012).

1.3.3 INMUNOTERAPIA
1.3.3.1 Definicion

La inmunoterapia se define como una estrategia de tratamiento que aprovecha la
capacidad del propio sistema inmunitario, considerdndose tanto las células, los anticuerpos y las
citoquinas, para atacar y eliminar las células de los tumores (Alatrash et al., 2013).

1.3.3.2. CTLA-4

El antigeno 4 del linfocito T citotdxico es un receptor para la familia de moléculas
coestimuladoras B7, que se identificé como la primera molécula co-inhibitoria por Brunet J. et
al. (1987). Este receptor de membrana se expresa en las células T, asi como en otros tipos
celulares como en las células B, monocitos y granulocitos, y comparte homologia de secuencia
con CD28. Sin embargo, mientras que CD28 aumenta la sefializacién, CTLA-4 tiene como funcién
la inhibicidon de las células T citotdxicas una vez han sido activadas por el TCR (receptor de las
células T). Esto sucede debido a que el dominio tirosina de CTLA-4, una vez fosforilado, puede
interaccionar con las fosfatasas SHP2 y PP2A, ocasionando la inhibicién de la sefalizacidon
downstream del receptor TCR, que es posible por la mayor afinidad entre CTLA-4 y sus ligandos
(B7-1y B7-2), expresados en APCs (Figura 2), que entre CD28 y estos mismos ligandos (Deng et
al., 2016).
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Figura 2. Representacidn de los puntos de control inmunitarios en las respectivas células (Toss et al., 2017).

Asi pues, en 1996 se demostrd que el bloqueo de CTLA-4 provocaba un aumento de la
respuesta inmune contra las células tumorales (Leach et al., 1996). El primer farmaco aprobado
que actuaba por este mecanismo fue el Ipilimumab, un anticuerpo monoclonal dirigido contra
este receptor que obtuvo la aprobacion por la FDA en el aiflo 2011 para tratar el melanoma
metastasico avanzado (Wang y Wang, 2016).
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1.3.3.3 PD-1/PD-L1

PD-1 se expresa principalmente en la superficie de las células T, aunque también se ha
demostrado su expresién en macrofagos, células B y células NK. Su ligando, PD-L1, se expresa
en la superficie de las células dendriticas, macréfagos, fibroblastos, células Ty células tumorales
(Figura 2) (Xu-Monette et al., 2017).

La interaccién de PD-1/PD-L1, descubierta en 2000 por Freeman et al., regula
negativamente la inmunidad antitumoral (Deng et al., 2016). Molecularmente, esta unién de
PD-1 inhibe la sefalizacidn de TCR en células T citotdxicas (CD8+) y helper (CD4+), reduce la
expresion de citoquinas proinflamatorias y aumenta la expresion de la ubiquitina ligasa Cbl-b en
células T CD8+. De esta forma, se ha demostrado que el bloqueo de este receptor y su ligando
con anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-PD-1 y anti-PD-L1 puede aumentar la proliferaciény
la produccidn de citoquinas por las células T, expandir las frecuencias intratumorales, asi como
aumentar la citotoxicidad de estas mismas células (Xu-Monette et al., 2017). Fue por esta razon
por la que la FDA y la EMA aprobaron dos mAbs anti-PD-1, Nivolumab y Pembrolizumab; y tres
mAbs anti-PD-L1, Atezolizumab, Avelumab y Durvalumab, para el tratamiento de diversos tipos
de cancer (Raju et al., 2018).

1.4 CELULAS MIELOIDES SUPRESORAS

Las células mieloides derivan de la médula dsea y se dividen en dos poblaciones, los
granulocitos (con sus representantes mas abundantes, neutréfilos) y las células mononucleares:
monocitos y macréfagos; y células dendriticas (DC) (Veglia et al., 2018).

La activacion de estos tipos celulares se produce en respuesta a sefiales relativamente
fuertes provenientes de patdgenos en forma de ligandos de receptores tipo toll (TLR), patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP) y de moléculas del patrén molecular asociado al
patdgeno (PAMP). Como resultado se genera una rapida movilizacién de monocitos y neutréfilos
desde la médula ésea, un aumento dramatico en la fagocitosis, producciéon de citoquinas
proinflamatorias, asi como una regulacién positiva del MHC de clase Il y de moléculas
coestimulantes, que genera una respuesta de corta duracién que finaliza con la eliminacion de
la amenaza. Sin embargo, durante una inflamacién no resuelta, como una infeccidn persistente,
el cancer y otras afecciones crénicas, la naturaleza de las sefiales que activan las células
mieloides difiere. Estas sefales pasan a ser sefiales relativamente débiles y de larga duracién, a
menudo en forma de factores de crecimiento y mediadores inflamatorios. De este modo, los
neutréfilos y monocitos generados muestran un fenotipo y una morfologia inmaduros, una
actividad fagocitica débil, un aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
la produccién de éxido nitrico (NO), y alta expresién de arginasa, prostaglandina E2, asi como de
citoquinas inflamatorias. Este estado de activacion no conduce a la eliminacidn de la amenaza o
activacién de la inmunidad, sino a la inhibicidn de la inmunidad adaptativa (supresidn
inmunitaria) y al apoyo de la progresién tumoral y las metastasis (Parker et al., 2015). Las células
en este estado patoldgico de activacidn se pueden identificar funcional, bioquimica y, en cierta
medida, fenotipicamente, y ahora se denominan MDSCs, término que se introdujo en la
literatura cientifica hace 12 afios (Yang y Roden, 2007). Las MDSCs consisten en dos grandes
grupos de células: granulocitica o polimorfonuclear (PMN-MDSC) y monocitica (M-MDSC). Los
PMN-MDSCs son fenotipica y morfoldgicamente similares a los neutrdfilos, mientras que los M-
MDSCs son mas similares a los monocitos (Figura 3) (Veglia et al., 2018).

En los tejidos tumorales, las M-MDSCs se diferencian rapidamente en macréfagos
asociados a tumores (TAM) y DC inflamatorias. Estas células pueden persistir en los tejidos
durante mucho tiempo y en concreto, los TAM, actuando como inhibidores de las respuestas
inmunes y promotores de la progresién tumoral (Veglia et al., 2018), por lo que se hace evidente
gue neutralizar los MDSCs puede resultar una excelente estrategia para mejorar la inmunidad
antitumoral natural y aumentar la eficacia de las inmunoterapias (Parker et al., 2015).
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Figura 3. Estadios de diferenciacion de células mieloides supresoras (MDSCs) (Veglia et al., 2018).

1.5 MACROFAGOS
1.5.1 CONCEPTO

El macrofago fue descrito por primera vez por Elie Metchnikoff en 1893 y estd
caracterizado por su elevada plasticidad dependiente de las sefiales del entorno externo. Los
macroéfagos reciben diferentes nombres en funcidn de la ubicacidn en los tejidos, por ejemplo:
osteoclastos (hueso); macréfagos alveolares (pulmén); células microgliales (sistema nervioso
central); histiocitos (tejido conectivo); células de Kupffer (higado) y células de Langerhans (piel).
Todas estas poblaciones tienen perfiles transcripcionales tan diferentes que podrian
considerarse como clases diferentes y Unicas de macréfagos, sin embargo, las funciones
generales de estos son las mismas en todos los tejidos, siendo responsables, en términos
generales, del desarrollo del tejido, de la respuesta inmune a los patégenos, de la vigilancia y el
monitoreo de los cambios en el tejido, asi como del mantenimiento de la homeostasis del tejido
(Italiani y Boraschi, 2014).

1.5.2 FENOTIPOS FUNCIONALES DE LOS MACROFAGOS

La polarizaciéon de los macrofagos se produce a través de diferentes programas de
activacion mediante los cuales los macréfagos llevan a cabo sus funciones. Esencialmente, los
macrofagos pueden modificar sus funciones metabdlicas desde un entorno que promueve la
cicatrizacion/crecimiento  (macréfagos M2/antiinflamatorios), a wuna capacidad de
inhibicion/muerte (macréfagos M1/proinflamatorios) (Italiani y Boraschi, 2014).

La principal diferencia entre estas células es que en los macréfagos M2 el metabolismo
de la arginina se desplaza a ornitina y poliaminas, mientras que en las células M1 se desplaza a
NO y citrulina (Wang et al., 2017). La ornitina producida por M2 puede promover la proliferacion
y reparacion celular mediante la sintesis de poliamina y colageno, la fibrosis y otras funciones
de remodelacidn tisular, mientras que el NO producido por M1 es una molécula con actividad
microbicida y capacidad inhibidora de la proliferacién celular. Ademas, se ha demostrado que
estos fenotipos también difieren en términos de sus perfiles de produccidon de quimiocinas y
metabolismo del hierro y la glucosa (ltaliani y Boraschi, 2014).

Los macrofagos se activan hacia un fenotipo M1 por moléculas relacionadas con
microorganismos infecciosos (por ejemplo, el lipopolisacarido (LPS)), por citoquinas
relacionadas con la inflamacién TNF-a o IFN-y y por el factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF). Ademads, estos macrofagos se caracterizan por disponer de
un fenotipo in vitro IL-12"&" |-23Me" e |L-10'"; por ser productores eficientes de moléculas
efectoras toxicas (ROS y NO) y citoquinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-6); por una
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regulacion positiva de las moléculas del MHC I, B7-1 y B7-2; por su participaciéon como
inductoresy células efectoras en respuestas de células T CD4+; y por mediar la resistencia contra
pardsitos intracelulares (Mignogna et al., 2017).

Por su parte, la polarizacién tipo M2 se ha observado in vitro en respuesta a las citoquinas
IL-4 o IL-13; a complejos inmunes; al factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF); y a
moléculas antiinflamatorias tales como IL-10, TGF-B1 y glucocorticoides. Ademas, estos
macréfagos se caracterizan in vitro por un fenotipo IL-12"°%, IL-23"Y, IL-10"&", TGF-B"e"; por
producir citoquinas inmunosupresoras (IL-10, IL-23); por una regulacién negativa de las
moléculas del MHC Il, B7-1 y B7-2; y por presentar altos niveles de receptores de manosa,
scavenger y galactosa (Mignogna et al., 2017; Wang et al., 2017). En general, estos macréfagos
participan en la alergia, la eliminacién de parasitos, la amortiguacién de la inflamacién, la
remodelacién de tejidos, la angiogénesis, la regulaciéon inmune y la promocidn de tumores.

En lo referente a los estudios in vivo, se ha demostrado que los macréfagos pueden
adoptar una amplia variedad de fenotipos funcionales dependiendo de los cambios sutiles y
continuos en el microentorno del tejido. Por lo tanto, la polarizacion M1/M2 de los macréfagos
puede tomarse como un marco conceptual simplificado que describe diversos estados
funcionales, de los cuales, los estados de activacion M1y M2 representan los extremos (ltaliani
y Boraschi, 2014).

1.5.3 MACROFAGOS EN MELANOMA

Las células de melanoma son capaces de producir multiples factores que modulan tanto
su actividad como la actividad de las células de respuesta inmune. En concreto, los factores
autocrinos estimulan a las células del melanoma para que continien la proliferacion
descontrolada, y aquellos con actividad paracrina modulan el microentorno para que se
promueva el crecimiento del tumor y la capacidad invasiva del tumor. Entre los factores
paracrinos, GM-CSF y CCL2 tienen el mayor impacto en los macréfagos del melanoma. El GM-
CSF inhibe el efecto citotdxico de los macréfagos, mientras que la accién de CCL2 es dependiente
de las concentraciones: una alta concentracion de CCL2, induce a la infiltracién de la lesidn
primaria por macréfagos, principalmente M1, que apunta a destruir el tumor. Sin embargo, con
la disminucidn de la concentracion de CCL2, los macréfagos M2 se acumulan y dan como
resultado la promocidn del crecimiento tumoral (Pieniazek et al., 2018).

Por su parte, los macréfagos asociados al tumor disponen de una alta expresidon de PD-L1
que favorece el microentorno inmunosupresor. Asimismo, actualmente se ha demostrado que
estos macréfagos sintetizan: IL-10 y TGF-B, que inhiben la diferenciacién de células de médula
dsea en células dendriticas, promoviendo su diferenciacidn en macréfagos infiltrantes; grandes
cantidades de la proteina proinflamatoria ciclooxigenasa-2 (COX-2), que promueve la migracion
de las células del melanoma y la angiogénesis; metalopeptidasa 9 de la matriz (MMP9), que
descompone el colageno IV y los complejos latentes de TGF-B, que intensifican la transicidn
epitelio mesénquima (Fujimura et al., 2018); TNF-q, IL-1a y adrenomedulina, que favorecen la
neoangiogénesis y progresion tumoral (Wang et al., 2017); asi como también presentan el
receptor del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa, que participa en multiples procesos
proteoliticos que resultan en la reorganizacién y degradacion de la matriz extracelular,
favoreciendo la progresién y crecimiento del tumor (Pieniazek et al., 2018).

1.5.4 MARCADORES EN MACROFAGOS

La elevada plasticidad de los macréfagos, asi como sus tan diversas funciones e
implicaciones en la progresiéon tumoral, hacen que el estudio de posibles marcadores
identificativos del fenotipo antiinflamatorio M2 sean de gran interés. A continuacion, se
describen varios marcadores caracteristicos de este fenotipo.
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1.5.4.1 ADGRE1

La glicoproteina ADGRE1 (F4/80), identificada hace mas de 20 afios como el antigeno para
el mAb F4/80, se ha establecido como uno de los marcadores de superficie celular mas especifico
para los macrofagos (Waddell et al., 2018). Se trata de una proteina con un dominio extracelular
similar al factor de crecimiento epitelial y un motivo de siete transmembranas, similares a los
observados en los receptores acoplados a la proteina G. Esta molécula se encuentra altamente
expresaday de forma constitutiva en la mayoria de los macrofagos tisulares residentes, incluidos
los macréfagos de pulpa roja en el bazo, la microglia en el cerebro, las células de Kupffer en el
higado y las células de Langerhans en la piel (Lin et al., 2005).

La expresion exclusiva de esta molécula de superficie en los macréfagos ha alentado al
estudio de su papel funcional, por lo que diversos estudios se han llevado a cabo con este fin.
Asi pues, se ha demostrado que la molécula ADGRE1 desempeiia un papel fundamental en el
desarrollo de linfocitos T reguladores que pueden suprimir la inmunidad especifica de antigeno
(tolerancia inmunoldgica) y que el empleo de anticuerpos monoclonales frente a esta molécula
previene esta tolerancia (Vandenberg y Kraal, 2005; Lin et al., 2005).

1.5.4.2 BMP6

Las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), con mas de 20 subtipos, son la subfamilia
mas grande dentro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). Al
igual que el TGF-B, las BMPs existen como grandes proproteinas diméricas en el citoplasmay se
escinden por las proteasas durante la secrecidon. Una vez secretados, los ligandos diméricos
maduros se unen a los receptores de membrana en las células diana. Cuando los receptores de
BMPs se activan, las Smads activadas por receptores (R-Smads) se fosforilan e interactian con
el mediador comun Smad (Co-Smad), se trasladan al nucleo y regulan la expresidon génica
especifica (Hong et al., 2009).

Las BMPs y sus receptores suelen presentar una expresién alterada en diversos tipos de
tumores. En concreto, BMP6 se encuentra implicada en la proliferacion e invasiéon celular, asi
como en la metastasis, por lo que esta asociada a peores prondsticos y a bajas tasas de
supervivencia (Darby et al., 2007; Hu et al., 2016).

1.5.4.3 CD163L1

CD163L1 es una molécula que pertenece a la superfamilia SRCR (Scavenger receptor
cysteine-rich domain). Se expresa en células de origen mieloide, predominantemente en células
mieloides que residen en tejidos linfoides, mientras que su presencia es minima en macroéfagos
especificos de tejido de larga vida, como células de Kupffer, macréfagos alveolares y microglia.

Diversos estudios han demostrado que se trata de una molécula caracteristica del
fenotipo antiinflamatorio de macréfagos, puesto que la estimulacidon con LPS y TNF-a regula
negativamente la expresién de CD163L1 y, sin embargo, la estimulaciéon con IL-10 y M-CSF
aumenta la expresién de CD163L1 (Moeller et al., 2012; Gonzalez et al., 2015).

1.5.4.4 CCL19

Las quimiocinas constituyen un grupo de mas de 40 péptidos secretados que son
importantes para el control de la migracion de leucocitos durante la homeostasis y la
inflamacidn. Estudios recientes han implicado a los ligandos CCL19 y CCL21 y su receptor, CCR7,
en la migracion especifica de linfocitos virgenes y células dendriticas maduras a érganos linfoides
secundarios durante la homeostasis inmune (Gibejova et al., 2003).

CCL19 es un quimioatrayente para células dendriticas maduras e induce su actividad
inflamatoria, favoreciendo con ello la proliferacién celular y la disminucion de la apoptosis de
las células T. Todo ello genera un microambiente con una alta inflamacidn, lo que se correlaciona
positivamente con la progresién de diversos tipos tumorales. Es por ello por lo que esta
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quimiocina es considerada una molécula caracteristica del fenotipo M2 de los macréfagos
(Hwang et al., 2016; Zhang et al., 2017).

1.5.4.5 ARNT2

ARNT2 fue descubierto en 1996 por el grupo de Yoshiaki Fujii-Kuriyama (Hankinson, 2008)
y es uno de los miembros de la familia bHLH-PAS que incluye los factores de transcripcidon AhR,
HIF y SIM. Se trata de un homologo cercano de ARNT, pero cuyos patrones de expresién difieren
enormemente. En concreto, ARNT2, a diferencia de ARNT, se expresa en los diversos fenotipos
de macréfagos siguiendo un patréon concreto: en macrdéfagos M2 presenta una elevada
expresion, mientras que en macrdéfagos M1 esta es muy baja (Delgado, 2017).

1.5.4.6 MMP12

La elastasa de macréfagos MMP12 se secreta en forma de proproteina y en su forma
activa degrada varias proteinas de la matriz extracelular, como el colageno de tipo IV, la
fibronectina y la elastina. La expresion de esta proteina in vivo se ha demostrado no sélo en
macrofagos, sino también en células epidérmicas transformadas. En funcion del tipo celular en
el que se exprese, esta molécula parece tener diferentes funciones en la progresion de los
tumores. No obstante, se considera que en los macréfagos esta molécula es caracteristica del
fenotipo antiinflamatorio, fenotipo que participa fomentando el remodelado del tejido y la
progresion tumoral (Kerkela et al., 2000).

1.5.4.7 RGS16

Las proteinas RGS pueden clasificarse en diversas subfamilias basandose en la homologia
de secuencia primaria y en la presencia de dominios de sefalizacion adicionales.
Concretamente, dentro de la subfamilia B/R4 de proteinas RGS destaca RGS16, que presenta un
tamanfio de 20-25 kDa. La sobreexpresién de esta proteina en monocitos humanos estimulados
con LPS disminuye la produccion de citoquinas proinflamatorias IL-1B, IL-6, IL-8 y TNFa, mientras
que la eliminacién de RGS16 por iRNA tiene el efecto opuesto (Xie et al., 2015). Ademas, se ha
demostrado que RGS16 es capaz de restringir la migracion de células T, puesto que inhibe la
correcta sefializacién en este tipo celular, todo ello indicando que esta molécula es caracteristica
del fenotipo antiinflamatorio de macréfagos (Suurvili et al., 2014).

1.5.4.8 SOCS2

El supresor de la familia de sefializacion de citoquinas (SOCS) incluye ocho miembros de
los cuales, cada uno de ellos, desempeia un papel Unico modulando la sefializacién celular.
Estudios previos han demostrado que las expresiones de los genes SOCS1, SOCS2 y SOCS3
inducibles por citoquinas pueden ser reguladas por la estimulaciéon de LPS en macréfagos de
raton (Hu et al., 2009). Con respecto a la proteina SOCS2, se ha demostrado que actia como un
importante regulador de las respuestas inflamatorias en la periferia y se ha sugerido su
expresion en macréfagos con fenotipo M2 (Delgado, 2017).

1.5.4.9 CD68

La molécula CD68 es una glicoproteina intracelular que se ha sido ampliamente utilizada
para identificar células del linaje monocitico en condiciones normales y patoldgicas (Medrek et
al., 2012). Este antigeno se localiza en lisosomas, fagosomas y granulos primarios de neutrofilos
y esta catalogado como un marcador pan para macréfagos, dado que permite identificar tanto
macroéfagos tipo M1 como M2, aunque se emplea frecuentemente como marcador para TAMs,
usualmente con fenotipo M2 (Jeong et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

La presencia de macréfagos se ha demostrado en diversos melanomas y generalmente
estd asociada a un mal prondstico. Una de las posibles razones es que los macréfagos asociados
al tumor (TAM), que generalmente presentan un fenotipo M2 (antiinflamatorio), participen
fomentando el crecimiento del tumor suprimiendo la actuacidn del sistema inmune sobre el
mismo. De esta forma, el principal objetivo de este trabajo es analizar y caracterizar la expresion
de diversos marcadores en los macréfagos presentes en muestras de melanoma metastdasico.

Los objetivos especificos de este estudio son:

1. Analizar la expresién de marcadores caracteristicos del fenotipo antiinflamatorio de
macréfagos mediante inmunohistoquimica, tanto en macrdéfagos como en células
tumorales, siendo estos: ARNT2, CCL19, CD163L1, ADGRE1, RGS16, SOCS2, MMP12 y
BMPS6.

2. Analizar la expresién de 4 marcadores caracteristicos del fenotipo antiinflamatorio de
macréfagos mediante qPCR, siendo estos: CCL19, CD163L1, ADGRE1y RGS16.

3. Estudiar las posibles correlaciones de expresion génica de los genes estudiados.

4. Analizar la asociacion entre la expresién de los marcadores de estudio y el prondstico
de los pacientes en diversos tipos de cancer.

11
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 COHORTE DE MUESTRAS

En este estudio multicéntrico se emplearon 30 muestras parafinadas de tejido de
pacientes con melanoma metastasico procedentes del biobanco de la Fundacion de
Investigacion del Hospital General Universitario de Valencia (FIHGUV). Los pacientes fueron
informados e invitados a participar en el estudio de acuerdo con la Declaraciéon de Helsinki,
firmando el correspondiente consentimiento aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) de la institucion.

3.2 TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA

La técnica de coloracion de hematoxilina y eosina (H&E) es la mas empleada en histologia
y se introdujo en 1876 (Kumar et al., 2010). Este tipo de tincidn se emplea de forma rutinaria en
los laboratorios de histopatologia, ya que proporciona al patélogo/investigador una visién muy
detallada del tejido, a menudo suficiente para permitir un diagndstico de enfermedad basado
simplemente en el estudio de la distribucién y morfologia celular (Anderson, 2019).

En este estudio se desparafinaron las muestras en una estufa a 702C durante 60 minutos
y a continuacién se sumergieron en xilol para conseguir el completo desparafinado. A
continuacidn, se usaron diversos alcoholes de graduacién descendente para hidratar los tejidos.
Seguidamente se empled la Hematoxilina de Harris potenciada con acido acético glaciar, que
potencia la coloracidn azulada, y, a posteriori, el alcohol 4cido al 1% (99 mL alcohol 70% + 1 mL
de acido clorhidrico), que consiste en un diferenciador que permite eliminar el exceso de
hematoxilina de las ldminas de tejido. A continuacidn, la solucién de Scott’s, que potencia la
union de la hematoxilina en las zonas tefiidas con esta y, como segundo colorante, la eosina-
floxina, que colorea los componentes catidnicos del tejido. Finalmente, se emplearon alcoholes
de graduacién ascendente para deshidratar los tejidos, asi como xilol para aclarar las muestras.

En la Figura suplementaria 3 (Anexo 1) se muestra una seccion de piel observada en un
microscopio dptico con una lente de 40X, donde la hematoxilina tifie los nucleos de las células
en azul purpuray la eosina colorea otros elementos celulares en los tejidos en una tonalidad del
rosa al rojo.

En la valoracién de las [dminas, este tipo de tincidon nos permitid identificar las zonas con
mayor cantidad de melanina (marrdn), para asi evitar confundirlas con las regiones positivas, es
decir, con presencia del marcador evaluado y por tanto con reaccidn de la diaminobenzidina
(DAB) con la peroxidasa (marrones).

3.3 INMUNOHISTOQUIMICA (IHC)

La inmunohistoquimica es una técnica que consiste en determinar la presencia de
antigenos en secciones de tejido mediante el empleo de anticuerpos especificos. Asi pues, esto
es posible dado que la molécula de inmunoglobulina tiene sitios de unién para antigenos y para
otros marcadores o anticuerpos, de forma que la unidén especifica antigeno-anticuerpo se
demuestra con una reaccidén histoquimica coloreada visible por microscopia o6ptica o
fluorescente (Brandtzaeg, 1998).

En este estudio se trabajé con 9 bloques de muestras parafinadas, por lo en primer lugar
se obtuvieron secciones del tejido para su posterior estudio. Los sucesivos pasos fueron llevados
a cabo en el equipo MD stainer (Vitro-Master Diagndstica, Espafia). En esta, se desparafinaron
las secciones mediante una mezcla de buffers y detergentes (DS5 y DS6) y se empled una
solucién a pH 6 (TR2) para desenmascarar los antigenos de las muestras. A continuacidn, se
bloqueé la superficie con bloqueante de peroxidasa para evitar la unién inespecifica de los
anticuerpos primarios. Seguidamente se incubaron las secciones con los respectivos anticuerpos
primarios proporcionados por el grupo de investigaciéon del Dr. Corbi del Centro de
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Investigaciones Bioldgicas (CSIC) (anti-ARNT2; anti-CCL19; anti-ADGRE1; anti-RGS16; anti-
MMP12 (Proteintech, UK) y anti-SOCS2; anti-CD163L1; anti-BMP6; anti-CD68 (Antibodies online,
USA)), y cuyas caracteristicas se especifican en la Tabla Suplementaria 1 del Anexo I. A
continuacion, se incorpord el Polymer Enhancer, que consiste en una solucidn que mejora la
interaccion especifica entre el antigeno y el anticuerpo primario. Para el revelado, se empled
HRP 2-Step Polymer, un polimero marcado con peroxidasa (ver Anexo Il), que tras la adicién del
sustrato cromogénico diaminobencidina (DAB), generd una coloracién marrdn en las zonas con
presencia del antigeno evaluado. Finalmente, se adicioné la hematoxilina, colorante de
contraste por excelencia, que facilitd los analisis posteriores de las muestras.

3.4 ANALISIS DE IMAGEN

El andlisis de imagen, es decir, la visualizacidn de las muestras de inmunohistoquimica
se llevé a cabo empleando un microscopio dptico. De esta forma, se puedo determinar
cualitativamente el grado de tincidén aproximado de las muestras gracias a la colaboracion de
dos especialistas en dermatologia. Esta valoracidon cualitativa de las muestras nos permitié
determinar si la inmunohistoquimica habia resultado satisfactoria y, por tanto, se observaba
expresion de las moléculas de interés en las muestras de melanoma metastasico.

Para llevar a cabo un analisis mas exhaustivo de las muestras, se realizd un contaje celular
con Leica DMD108 Digital Microimaging Network (Leica Microsystems, Espafia), tanto de células
positivas, con presencia del marcador, como de células negativas, sin expresidén del marcador.
El contaje se llevé a cabo a un aumento 40X en dos campos aleatorios de la muestra, realizando
un recuento final de 200 células tumorales, 100 células en cada campo (Figura 4), y 60
macroéfagos, 30 en cada campo. El recuento de macroéfagos fue menor debido a la gran dificultad
para ser identificados en las muestras, pues este tipo celular es mucho mas pequefio que las
células tumorales y generalmente se encuentra disperso entre estas células tal y como se
muestra en la Figura 5. Es por ello por lo que, para la identificacién de los macréfagos, nos hemos
basado en la busqueda de células pequeiias, dispuestas entre las células tumorales, con
morfologia circular y en ocasiones, con varios nucleos (Gordon y Taylor, 2005).

Figura 4. Contaje de 100 células tumorales, positivas (puntos rojos) y negativas (puntos verdes), en la muestra del
paciente 18 para el marcador ADGRE1 a un aumento de 40X.
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Figura 5. Contaje de 30 macrdfagos, positivos (puntos rojos) y negativos (puntos verdes), en la muestra del paciente
18 para el marcador ADGRE1 a un aumento de 40X.

Las células contadas, tanto tumorales como macréfagos, se clasificaron por el grado de
tincion de las células (A), graduado desde un nivel 0 en células sin tincién (puntos verdes) hasta
un nivel 3 en células con gran intensidad de tincion (puntos rojos). Asimismo, también se tuvo
en cuenta el porcentaje de células positivas (B) de cada uno de los niveles de tincidn con
respecto al total de células positivas identificadas (Tabla 1) (Gatto et al., 2013).

Esta clasificacién nos permitié calcular el sistema de puntuaciéon de inmunorreactividad
(IRS) (Fedchenko y Reifenrath, 2014) con el que se determind si la muestra era positiva (IRS > 7)
(Ghosh et al., 2017) o negativa (IRS < 7) para cada uno de los marcadores estudiados. Este score
se obtuvo multiplicando el valor A por el valor B en funcién de los niveles de tincidn y porcentajes
obtenidos en cada una de las muestras evaluadas y para cada tipo celular por separado.
Generalmente el score empleado adopta valores entre 0-12. No obstante, cuando una misma
muestra presenta tinciones heterogéneas, es decir, presenta varias intensidades en distintos
porcentajes, cada componente se analiza por separado y los resultados de todos ellos se suman
(Raida et al., 1999).

Tabla 1. Criterio clasificacion por intensidad de tincion (A) y por porcentajes celulares (B).

A (Intensidad de tincion) B (Porcentaje de células positivas)
0 0%
0 Nada 1 <10%
1 Débil 2 10-50 %
2 Moderada 3 51-80 %
3 Fuerte 4 >80 %

3.5 EXTRACCION DE RNA

Para el aislamiento de RNA se emplearon cortes de parafina de 5 um y el kit RecoverAll™
Total Nucleic Acid Isolation (Life technologies, USA). El protocolo que se siguié constaba de los
siguientes pasos: desparafinado; digestién con proteasa; aislamiento de acidos nucleicos;
digestidon con DNasa y purificacion final.

El desparafinado se llevé a cabo afiadiendo los cortes de parafina a 1 mL de xileno. Se dié
un vortex y se centrifugaron brevemente para que los tejidos quedasen bien inmersos en el
xileno y a continuacién se calentaron 3 min a 502C en el Termomix para fundir la parafina. Las
muestras se centrifugaron 2 min a maxima velocidad (13.200 rpm) a T2 ambiente y se descarto
el xileno sin disgregar el pellet. Seguidamente, para eliminar el xileno y acelerar el secado de los
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tejidos se adicioné 1 mL de etanol 100%. Finalmente se descarté el maximo etanol posible y se
secaron las muestras en la centrifuga de vacio a 402C durante 20-40 min.

Para la digestion con proteasa se empled un volumen variable de 100 o 200 uL de buffer
de digestion, dependiendo del tamafio de la muestra, y 4 pL de proteasa. Se incubaron las
muestras en el termomix 3-4 horas a 502C y seguidamente se sometieron a una temperatura de
802C durante un maximo de 15 minutos.

El aislamiento de los acidos nucleicos se llevé a cabo con el Isolation additive y Etanol
100%, cuyos volumenes dependieron del volumen de buffer de digestidon que se habia empleado
para cada una de las muestras.

El dltimo paso del protocolo se basé en preparar la DNasa mix, que incluye DNasa buffer,
DNasa y agua libre de nucleasas. Una vez preparada, manteniendo las muestras en hielo en todo
momento, se transfirié un volumen de 60 pL de esta DNasa mix en el centro de las columnas y
se incubaron durante 30 minutos a T2 ambiente. A continuacidn, se realizaron tres lavados con
las soluciones Wash 1y Wash 2/3 y finalmente se transfirié cada una de las columnas a tubos
nuevos para la elucion del RNA con 60 pL de agua libre de nucleasas (Qiagen, Alemania)
calentada a 502°C.

La cuantificacion del RNA se llevé a cabo usando un nano-espectrofotdmetro (Nano Drop
2000C, Thermo Fisher Scientific, USA), y su calidad se evalué considerando los ratios de
absorbancia 260/280 y 260/230.

3.6 ANALISIS DE LA INTEGRIDAD DEL RNA

El nivel de degradacién del RNA extraido se evaludé mediante el kit comercial Agilent RNA
6000 Pico Kit (Agilent Technologies, Alemania), que permite una separacién electroforética de
cada uno de los fragmentos de RNA presentes. En este anadlisis se empled un Pico Chip de RNA
en el que se adicionaron en los pocillos correspondientes 9 uL de Gel-Dye Mix, 5 puL del marcador
de RNA, 9 uL de la solucion acondicionadora de RNA, 1 uL del patrén desnaturalizado, asi como
1 L de las muestras de RNA en estudio, cuya concentracion se ajusté al rango establecido por
el kit, esto es, entre 200 — 5000 pg/pL.

La lectura del chip se llevd a cabo con el programa Agilent 2100 Bioanalyzer, que nos permitio
obtener un informe de los datos de cada una de las muestras, asi como un electroferograma
representativo del perfil del RNA de las mismas

3.7 RETROTRANSCRIPCION

La transcripcion reversa o retrotranscripcidn (RT) es una técnica molecular que permite
la sintesis de DNA complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA empleando la enzima
transcriptasa reversa. En nuestro caso, se empled el kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit® (Applied Biosystems, USA). Cada reaccidn precisé de 25 pL de Master Mix con
los siguientes componentes: 5 L de tampdn de transcripcidn reversa (RT buffer 10X), 2 uL de
dNTPs (dNTPs mix 25X (100 mM)), 5 uL de Random primer 10X, 2,5 pL de transcriptasa reversa
MultriScribeTM, 2,5 uL de inhibidor de RNasa, 2 puL de BSA (23 mg/mL) y 6 uL de agua libre de
nucleasas (Qiagen, Alemania). A este volumen de Master Mix se afiadié un volumen variable de
RNA dependiendo de la concentracion original de la muestra con la que se partia, para disponer
finalmente de 700 ng de RNA por reaccidn. Con todo ello, el volumen final en todas las muestras
fue de 50 pL, que se consiguié con la adicion de agua libre de nucleasas (Qiagen, Alemania).

La adicidén de BSA en este protocolo de retrotranscripcion para muestras de melanoma
resulté fundamental para evitar la inhibicion de la actividad polimerasa por parte de la melanina
(Eckhart et al., 2000). En concreto, se empled una concentracion de BSA > 0,6 g/L para controlar
esta inhibicidn, puesto que estudios previos han confirmado que menores concentraciones no
resultan tan efectivas (Giambernardi et al., 1998; Radstréom et al., 2004).
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Finalmente, para que tuviera lugar la reaccidn, se empleé el termociclador Mastercycler
(Eppendorf, Alemania) siguiendo el programa de temperaturas y tiempos especificado en la
Tabla 2. El cDNA resultante de esta reaccion se almacené a -202C para su posterior empleo en
la PCR cuantitativa.

Tabla 2. Programa de temperaturas y tiempos para la retrotranscripcion.

Temperatura 25°C 37°C 852C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min oo

3.8 PCR CUANTITATIVA (qPCR)

La PCR cuantitativa o gPCR, consiste en un método sencillo y elegante para determinar la
cantidad de una secuencia o gen objetivo que esta presente en una muestra. En esta PCR se
utilizaron sondas de oligonucledtidos (TagMan®, Applied Biosystems, USA) especificas de
secuencia disefiadas para unir en regiones inter-exdnicas para prevenir la amplificacién de DNA
gendmico. Estas sondas contienen en el extremo 5' un colorante fluorescente indicador
(reporter) y en el extremo 3’ un colorante supresor (quencher) asi como una unién al surco
menor (MGB) que aumenta la temperatura de fusidn (Tm) sin aumentar la longitud de la sonda.
Mientras la sonda estd intacta, es decir, cuando no hay amplificacién de la regidn de interés, la
proximidad del colorante supresor reduce considerablemente la fluorescencia emitida por el
colorante indicador mediante la transferencia de energia de resonancia de la fluorescencia
(FRET). Sin embargo, si la secuencia objetivo esta presente, la sonda se disocia mediante la
actividad 5' nucleasa de la Taq polimerasa durante la amplificacién (Figura 6). Esta disociacion
de la sonda separa el colorante indicador del colorante supresor, lo que supone un aumento de
la sefial del colorante indicador, asi como también permite que el proceso de amplificacion de
la regién tenga lugar. Durante cada ciclo de la PCR tiene lugar este fendmeno, por lo que se
produce un aumento de la intensidad de la fluorescencia proporcional a la cantidad de
amplicones producidos. Tras N ciclos de amplificacion, la sefial fluorescente supera la
fluorescencia basal, estableciendo el ciclo de cuantificacién (Ct), que permite la determinacién
de la cantidad relativa de cada uno de los genes estudiados (Heid et al., 1996).

1. Assay components and DNA template

a AGS
- Probe » i )
F . “/ P Q erse primer
I
S DNA template )3
LT T T AT IO IO T,
> X
3 5
2.D od template and ar g s 3 Legend
-3 > orns’
Probe e Raverse pimer © R e
> & Fri Nonfuoreacont
Fomudprmer\ \ quencher (NFQ)
yaaau REEREREEREEERRERREREERER RN RN 111 iy, c Misor
' Y (mGe gmore
£ 5 i
Applied Biosystems™
- AmpiTeq Gold™
T 2 3 3 Poymerase
3. Polymerization and signal generation B 23
"Reverse primer Probe
ey
Probe /“ 5
<Az & > Primer
Forward primee ',“‘-‘" fics G Template
- a 2 L e
T T T T £ o shevend
3 B

Figura 6. Descripcion del ensayo qPCR basado en sonda TagMan® MGB (Life Technologies).
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Cada reaccion se llevé a cabo por duplicado en placas de 384 pocillos con un volumen final
de 5 pL: 2 pL de cDNA, 0,25 uL de TagMan® Gene Expression Assay mix (Applied Biosystems,
USA), 2,5 uL del reactivo TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, USA) y 0,25
pL de agua libre de nucleasas. El reactivo TagMan® Gene Expression Master Mix contiene DNA
polimerasa, dNTPs y el enzima uracil N-glicosilasas, que evita la reamplificacién de posibles
amplicones contaminantes.

Ademas, en la placa de 384 se incluyé un control negativo para cada uno de los genes,
para confirmar la ausencia de contaminacidn, asi como un control positivo de cDNA de
referencia disponible comercialmente, preparado a partir de una mezcla de RNAs obtenido de
varios tejidos humanos (qPCR Human Reference cDNA, Clontech, USA) y escogido por
representar un amplio rango de genes.

El equipo empleado fue el termociclador (LightCycler 480, Roche, Suiza), siguiendo el
programa de temperaturas optimizado que se indica en la Tabla 3. La pre-PCR que se indica es
necesaria para asegurar la correcta actividad de la enzima UNG (Uracil N-Glycosylase) y la
activacion de la enzima AmpliTaq Gold.

Tabla 3. Programa de temperaturas de la qPCR.

Incubacién con UNG 2 min 509eC

Pre-PCR RS :
Activacion Taq 10 min 95¢eC
) Desnaturalizacion 15 seg 952C

PCR (x40 ciclos) - - :
Unidn/Extension 1 min 602C

3.8.1 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA RELATIVA

La eficiencia para cada sonda TagMan® se evalud llevando a cabo una serie de diluciones
(50 ng/ul, 5 ng/ul, 0,05 ng/ul, 0,005 ng/ul y 0,0005 ng/ul) usando el cDNA de referencia
mencionado anteriormente. La eficiencia se calculé usando la siguiente ecuacién: E=10-%/pendiente,

En este estudio se analizan 4 genes (Tabla 4), seleccionados por su caracteristica
expresion en el fenotipo antiinflamatorio de macréfagos, descritos en diversos trabajos
encontrados a través de una busqueda en la base de datos Pubmed (Schinnerling et al., 2015;
Vandenberg y Kraal, 2005; Moeller et al., 2012; Suurvali et al., 2014).

Tabla 4. Genes analizados en este estudio y sus sondas Tagman® usadas para la qPCR.

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs03929097 gl 58
CccLi9 C-C motif chemokine ligand 19 Hs00171149_m1 61
RGS16 Regulator of G-protein signaling 16 Hs00892674_m1 91

CD163L1 CD163 molecule like 1 Hs00264549 m1 78

ADGRE1 Adhesion G protein-coupled receptor E1 Hs00892591_m1 63

Todas las muestras del estudio se analizaron por duplicado, y la media de Cts fue usada
para posteriores andlisis. Algunas muestras tuvieron unos niveles de expresién génica por
debajo del limite de deteccidn, por lo que su expresidn relativa se calculdé considerando el
maximo valor de Ct obtenido (40 ciclos), que corresponde con la minima expresion detectable.

Los niveles de expresién génica relativa se determinaron calculando el ratio entre la
expresion del gen diana y la expresion del gen de referencia (GAPDH), que permite normalizar
las posibles desviaciones en las concentraciones de cada una de las muestras. Para ello se
tuvieron en cuenta las eficiencias de estos genes, asi como la diferencia de Ct entre el control
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(cDNA de referencia) y cada una de las muestras evaluadas, siguiendo la férmula de Pfaffl
(Ecuacion 1) (Pfaffl, 2001).

(Eﬂl“”],”'}.ﬂr.'r {control—muestra)

{ |..:r{__.1"}-‘l.{.'r {control-muestra)

Ratio =

Ecuacion 1. Férmula Pfaffl para el ratio de la expresidn génica relativa. Diana: gen analizado; Ref: gen enddgeno de
referencia (housekeeping): E: eficiencia del gen; Ct: punto de cruce; ACt: diferencia de expresion entre el control
(cDNA) y muestra tumoral.

3.9 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Antes de los analisis estadisticos, los datos de expresion se revisaron cuidadosamente y
los valores considerados como valores atipicos se excluyeron. Las variables analiticas que se
estudiaron no seguian una distribucidn normal, por lo que las pruebas estadisticas realizadas
son de tipo no paramétrico.

La expresion relativa de los genes se evalud considerando los valores de la mediana dado
gue esta se encuentra menos afectada por la variabilidad de los datos que la media, asegurando
de esta forma la robustez estadistica necesaria para los analisis. Si el valor del gen de interés
varia entre 0.5 a 2.0, su expresion no varia entre el tejido tumoral y el cDNA de referencia. Por
tanto, se considera que un gen estd sobreeexpresado en el tejido tumoral cuando la mediana
de su expresion relativa es superior a 2, y que un gen esta infraexpresado cuando la mediana se
encuentra por debajo de 0.5 (Usé et al., 2016).

Para conocer las frecuencias (media, mediana, maximo, minimo, percentiles, desviacién
tipica, etc.) para cada uno de los genes, se recurrié a los estadisticos descriptivos. Asimismo,
para el estudio de las correlaciones génicas se empled el estadistico Spearman vy, en aquellos
casos en los que fue posible realizar el calculo Chi-cuadrado y ademas las variables eran
dicotomizables, se pudo obtener una tabla de contingencia para conocer la correlacién de los
niveles de expresion de los genes evaluados.

Todos los andlisis se llevaron a cabo empleando el software de analisis estadistico
Statistical Package for the Social Science (SPSS) versién 15.0 (Chicago, IL), considerando
estadisticamente significativos aquellos andlisis donde p < 0,05 o bien p < 0,01, dependiendo de
la correlacion estudiada.

3.10 ANALISIS IN SILICO

La busqueda de coexpresion de genes se realizé empleando el buscador computacional
SEEK, usando como filtros el tipo tumoral “melanoma” o el tipo celular “macrophage”. Este
buscador emplea datasets de TCGA RNASeq V2 collection; lllumina HumanWG-6 expression
beadchip; lllumina HumanHT-12 expression beadchip; Agilent-012391 Whole Human Genome
Oligo Microarray; Agilent-014850 Whole Human Genome Microarray y Affymetrix Human
Genome Array.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA COHORTE

En este estudio se trabajé con muestras de 30 pacientes con melanoma metastdsico que
fueron biopsiados en diversos hospitales de Espafia. En la cohorte de pacientes hay un 53,33%
de hombres (M) y un 46,67% de mujeres (F). De todos estos pacientes, un 44,83% de ellos son
negativos para la mutacidn B-RAF y un 55,17% positivos para esta misma mutacidn. Asimismo,
los tratamientos mds empleados en los pacientes con B-RAF mutado se basan principalmente
en inhibidores de quinasas como Vemurafenib y Masatinib. No obstante, también se recurre al
tratamiento mediante el anticuerpo monoclonal Ipilimumab; el antineoplasico citostatico
Fotemustina, asi como al interferdn. Las caracteristicas clinicopatolégicas que pudieron
recopilarse de las muestras empleadas se detallan en la Tabla Suplementaria 2 (Anexo |).

4.2 ANALISIS DE LOS MARCADORES POR IHC

En este estudio se evaluaron 8 genes, a saber: ARNT2, BMP6, CD163L1, ADGRE1 (F4/80),
CCL19, MMP12, RGS16 y SOCS2; en 9 muestras de pacientes con melanoma metastasico.
Basandonos en el estudio de Delgado (2017), partimos de la hipétesis de que dichos genes son
principales marcadores de un fenotipo antiinflamatorio de macroéfagos, pues se ha demostrado
que tras la estimulacién con M-CSF, citoquina especifica para la polarizacién de los monocitos
hacia un fenotipo antiinflamatorio, y la activacién de los monocitos con LPS, se consigue que los
macréfagos expresen distintos genes, entre ellos, los anteriormente mencionados.

Como control positivo para esta técnica, se empled el gen CD68 (Figura 7), marcador pan
para los macréfagos (Medrek et al., 2012; Jeong et al., 2019), que permitid confirmar la
presencia de infiltrado monocitario en las muestras y asi evitar la confusién con zonas con
granulos de melanina.

Figura 7. Marcador CD68 en la muestra del paciente 22.

Para determinar si existia expresidon de cada uno de los marcadores de interés se recurrié
al IRS. Este score se obtuvo tras realizar el correspondiente contaje y clasificacion, segin los
pasos indicados en Materiales y Métodos, de células tumorales y de macréfagos. Con este score,
siguiendo las recomendaciones de Ghosh et al. (2017), se clasificaron las muestras como
positivas (IRS = 7) (Figura 8A y 9A) o negativas (IRS < 7) (Figura 8B y 9B) tanto para células
tumorales como para macréfagos para todos los marcadores.
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-f‘rﬁ_a?.g“ -_"‘:-.'_ .\_ ‘.‘ 7 e % o~
Figura 9. Marcador ADGRE1 en macréfagos: (A) IRS 16 y (B) IRS 3.

Finalmente, con la recopilacién de estos datos, fue posible obtener una valoracién final
para cada marcador, evaluado en los dos tipos celulares, en forma de porcentaje de muestras
positivas con respecto al total. Estos porcentajes se indican y discuten a continuacion.

4.2.1 ARNT2

Se trata de un factor de transcripcién que se encuentra altamente expresado en el rifién
y en el sistema nervioso. Asimismo, se ha demostrado que ARNT2 estd involucrado en procesos
como la angiogénesis, la aparicion y desarrollo de carcinomas (Yang et al., 2015; Jia et al., 2018),
asi como en la induccion de genes hipoxicos (Maltepe et al., 2000).

La expresion de esta molécula en células tumorales ha resultado completamente
negativa, pues no se obtuvo expresidn de esta en ninguna de las muestras evaluadas. En cuanto
a su expresion en los macréfagos infiltrantes, dnicamente estuvo presente en el 11,11% del total
de muestras estudiadas. Referente al bajo porcentaje de muestras positivas para la expresion
de este marcador en macréfagos, podemos confirmar que, generalmente, este gen se encuentra
sobreexpresado en macréfagos antiinflamatorios (Delgado, 2017; Riera et al., 2017). Sin
embargo, al no tratarse de un marcador general para los macréfagos, y debido al reducido
numero de macrofagos evaluados, no se observan altos porcentajes de positividad, tal y como
se esperaria obtener si el analisis fuera exclusivo de macréfagos in vitro. Por su parte, la reducida
expresion de ARNT2 en células tumorales ha sido reportada en otros estudios, como por ejemplo
Jia et al. demostraron que la expresidn de esta molécula en las células del cancer gastrico era
mucho menor que en los tejidos sin tumorigenicidad y que esta baja expresion estaba
correlacionada con la profundidad de invasion del tejido, el grado de diferenciacidn, asi como
con el peor prondstico de los pacientes (Jia et al., 2018). Asimismo, Kimura et al. indican que
ARNT2 se encuentra implicado en la carcinogénesis del carcinoma oral de células escamosas.
Estos autores, demuestran in vitro que la sobreexpresion de ARNT2 conlleva la regulacion
negativa de HIF-1a, que a su vez supone el hipofuncionamiento del transportador de glucosa 1,
y con ello, la inhibicidn de la proliferaciéon celular y la reduccién del tamafio tumoral (Kimura et
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al., 2016). Del mismo modo, Yang et al. reportan que los niveles de expresion de ARNT2 resultan
superiores en tejidos de pulmdén normales en comparacién con la expresion en tejidos con
cancer de pulmén no microcitico (NSCLC), detallando ademas que la sobreexpresidon de esta
molécula conducia a la apoptosis y a la inhibicién del crecimiento tumoral (Yang et al., 2015).
Con respecto a la expresion de este gen en melanomas, Ascierto et al. (2017) indican que ARNT2
se encuentra sobreexpresado en metastasis en regresidon con respecto a las metdastasis en
progresion. No obstante, el estudio acerca del hepatoma (Maltepe et al., 2000) indica que la
expresion de ARNT2 se encuentra vinculada a una mayor expresiéon de VEGF, favoreciendo la
vascularizacidn y el eficiente crecimiento, y con ello la progresiéon tumoral, por lo que es posible
gue la expresién de ARNT2 tenga especificidad de tejido, determinando, por tanto, unos efectos
u otros dependiendo del tejido celular en el que se exprese.

4.2.2 BMP6

Esta molécula es un factor de crecimiento secretado que ha demostrado estar implicado
en distintas funciones de la embriogénesis, asi como de la organogénesis. Asimismo, ha
demostrado una expresion aberrante en diversos carcinomas, por lo que también se ha
estudiado su posible implicacidn en la diferenciacion tumoral y la metastasis (Hu et al., 2016).

La expresidon de este marcador en las células tumorales ha resultado positiva en un 66,67%
del total de muestras evaluadas, mientras que la positividad de este en macroéfagos asciende a
un 77,78%. Los altos porcentajes de expresidon obtenidos para esta molécula, caracterizada
como marcador de un fenotipo antiinflamatorio de macrofagos (Hong et al., 2009) se debe,
principalmente, a que se trata de una molécula secretada (Kugimiya et al., 2005), dado que lo
esperable seria obtener una expresioén relativamente baja, al igual que sucede con ARNT2, por
no ser considerado un marcador general de macréfagos. No obstante, tal y como demuestran
nuestros datos experimentalesy la literatura, la expresion de esta molécula en células tumorales
es elevada. De esta forma, por tratarse de una molécula secretada y, por tanto, presente en la
matriz extracelular, es probable que la cuantificacion llevaba a cabo para evaluar este marcador
en los macréfagos se haya visto sesgada por la produccion de esta molécula por parte de las
células tumorales. Referente a la alta expresién de BMP6 en células tumorales, diversos estudios
de la literatura lo detallan. El estudio propuesto por Lee et al. indica que BMP6 en el cancer de
prostata, en pacientes con terapia de deprivaciéon androgénica, es la proteina que mayor
expresion presenta comparada con el resto de BMPs, y participa fomentando la proliferacidon
celular (Lee et al., 2014). Asimismo, Darby et al. muestran como la alta expresiéon de BMP6 en
tumores primarios de préstata con metdstasis secundarias dseas estd asociada con un peor
prondstico y menores tasas de supervivencia, indicando que BMP6 promueve la migracion
celular y la capacidad invasiva de las células tumorales (Darby et al., 2007). Hu et al. reportan
que la sobreexpresiéon de BMP6 en cdncer escamoso esofdgico resulta en un aumento de la
metastasis y la invasion celular (Hu et al., 2016). Con respecto a la expresion de esta molécula
en el melanoma, un estudio en lineas celulares de melanoma (Furuta et al., 2014) ha demostrado
la sobreexpresidn de BMP6 tras la estimulacion con IFN-Y. Asimismo, Hsu et al. reportan la
sobreexpresion de este gen durante la progresién del melanoma y Stieglitz et al. corroboran esta
afirmacion, indicando a su vez que la deficiencia de BMP6 reduce la progresion tumoral en un
modelo animal de melanoma (Hsu et al., 2005; Stieglitz et al., 2018). No obstante, en la literatura
también encontramos resultados opuestos a los expuestos anteriormente. Entre estos se
encuentra el estudio de Xiong et al. (2018), quienes presentan la molécula BMP6 como un
supresor tumoral. Asi pues, esto se debe a que Xiong et al. indican que BMP6 se encuentra
infraexpresado en el tejido de NSCLC comparado con los tejidos adyacentes no tumorales,
demostrando que esta menor expresidn se correlaciona con peores tasas de supervivencia.
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4.2.3 CD163L1

La molécula CD163L1 es un receptor endocitico perteneciente a la superfamilia SRCR que
se encuentra ampliamente expresado en células de origen mieloide, especialmente en
macroéfagos tisulares (Gonzalez et al., 2015). Se postula que esta molécula actua de receptor
para ligandos implicados en la resolucién de la inflamacién y que Unicamente se encuentra
presente en determinados subconjuntos del total de macréfagos tisulares (Gutierrez et al.,
2016).

Tras evaluar la expresiéon del marcador en células tumorales, este ha resultado positivo
en tan sélo el 22,22% de las muestras evaluadas, mientras que la expresién de este en
macroéfagos ha sido de un 44,44%. Los porcentajes obtenidos muestran aquello que confirma la
literatura, y es que CD163L1 es un marcador caracteristico de los macréfagos, en concreto, de
aquellos con fenotipo antiinflamatorio. Asi pues, Delgado analiza en detalle estos marcadores
del fenotipo antiinflamatorio de macréfagos humanos, y en su estudio demuestra que MAFB
controla la adquisicién del perfil homeostatico/antiinflamatorio de los macréfagos favoreciendo
la expresidn de varios genes, entre ellos, CD163L1, e impide la expresion de genes asociados a
la polarizacidn proinflamatoria como CLEC5A (Delgado, 2017). Relacionado con la presencia de
este marcador en el fenotipo antiinflamatorio se encuentra el estudio de Gonzélez et al. en el
gue se indica que la expresién de CD163L1 en los macréfagos es inducida por IL-10 asi como por
M-CSF, y que esta misma molécula se encuentra presente en el 100% de los macréfagos
infiltrantes en melanoma (Gonzalez et al., 2015). Vinculado a este estudio esta el propuesto por
Brochériou et al., en el que se detalla la expresidon de CD163L1 en macréfagos antiinflamatorios
que han sido estimulados con M-CSF, y cémo el equilibrio entre este tipo de macréfagos y
aquellos con fenotipo proinflamatorio podria estar implicado en la progresion de la
aterosclerosis (Brochériou et al., 2011). Asimismo, Grgnlund et al. en su estudio detallan el
proceso de clonaje de esta molécula, indicando su expresién en los macréfagos humanos
(Grgnlund et al., 2000). Referente a la expresidon de esta molécula en el melanoma, Kunz y Vera
(2019) detallan la sobreexpresién de este gen en un analisis transcriptomico de células de
melanoma con mutaciones de resistencia a diversos tratamientos, mientras que Samaniego et
al. (2018) han demostrado la sobreexpresién de esta misma molécula en macréfagos M2
infiltrantes en muestras de melanoma.

4.2.4 ADGRE1 (F4/80)

El marcador ADGRE1 es uno de los marcadores de superficie celular mas especificos para
los macréfagos (Waddell et al., 2018) y la expresion de este es indicativo de la presencia de un
macréfago maduro y diferenciado (Torroella et al., 2009).

Esta molécula ha presentado muy baja expresion en las células tumorales en el total de
muestras evaluadas, siendo el porcentaje de muestras positivas de un 11,11%. Sin embargo, este
porcentaje aumenta considerablemente (88,89%) cuando se evalia la expresion de la molécula
en los macréfagos. Esto se debe a que, tal y como se ha indicado previamente, ADGREL es un
marcador ampliamente utilizado para la deteccion de macréfagos asociados al tumor (TAMs),
generalmente vinculados a un fenotipo antiinflamatorio (Aras y Zaidi, 2017). Asi pues, en 1981,
Austyn y Gordon detallaron en su estudio la elevada especificidad macrofagica que se obtenia
al realizar ensayos con un nuevo anticuerpo monoclonal frente a esta molécula, con el que se
podia discriminar los macréfagos de otros celulares adherentes como las células dendriticas
(Austyn y Gordon, 1981). Asimismo, Afik et al. indican en su estudio que los TAMs se encuentran
muy implicados en promover el desarrollo, la invasién y diseminaciéon tumoral, y que un
marcador que permite la identificacion de estos en fases tardias es el ADGRE1 (Afik et al., 2016).
Por otro lado, también se conoce que esta molécula permite diferenciar los monocitos
inmaduros de los macrdofagos maduros y diferenciados. Esto lo indican los autores Torroella et
al. demostrando como los monocitos recién reclutados de la sangre presentan baja expresién
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tanto de ADGRE1 como de otros marcadores mieloides (Torroella et al., 2009). Asimismo, Qiang
et al. (2017) reportan que la radiacion ultravioleta induce la infiltracion de células inmunes
inflamatorias en la epidermis, de entre ellas los macrdéfagos con fenotipo ADGRE1+. Con
respecto a su caracteristica expresidn en el fenotipo antiinflamatorio, el estudio de Qian et al.
emplea el marcador ADGRE1 para identificar macréfagos en tejido pulmonar metastatizado de
un cancer de mama, con lo que se confirma que este fenotipo M2, con expresién de ADGRE],
soporta y promueve la metdstasis tumoral (Qian et al., 2009).

4.2.5 CCL19

Esta molécula es una quimiocina que estd implicada en la quimioatraccién tanto de células
dendriticas maduras como de linfocitos naive a los drganos linfoides secundarios durante la
homeostasis inmune (Hillinger et al., 2006). Asimismo, también se ha demostrado que esta
guimiocina parece estar sobreexpresada en varios tumores, activando la proliferaciéon tumoral
y estimulando la angiogénesis (Zhang et al., 2017).

Del total de muestras evaluadas, tanto para células tumorales como para macréfagos,
esta molécula ha resultado positiva en un 55,56% de estas. Asi pues, esta alta expresién,
considerando las funciones que se le asocian, parece estar implicada en la progresiéon tumoral y
la evasion del sistema inmune. La sobreexpresidon de CCL19 en macréfagos la detallan Gibejova
et al. en un estudio en el que indican la expresién uniforme de esta molécula en macrdéfagos
alveolares, asi como su alta expresion en pacientes con sarcodiosis (Gibejova et al., 2003).
Asimismo, Schinnerling et al. indican la sobreexpresién de CCL19 en macréfagos con fenotipo
antiinflamatorio estimulados con IL-10 y LPS, detallando la implicacion de esta molécula en la
quimioatracciéon de linfocitos y células dendriticas (Schinnerling et al., 2015). Con respecto a la
regulacién positiva de esta molécula en células tumorales, Zhang et al. lo demuestran en un
estudio sobre el cancer cervical, en el que indican que esta molécula se encuentra altamente
expresada en células tumorales y que, la unién de este ligando a su receptor CCR7 induce la
polimerizacidon de actina, asi como la formacién de pseudépodos. Ademas, estos mismos
autores confirman que el knockdown de esta molécula fomenta la apoptosis y la inhibicidn de
metaloproteinasas como MMP9 y MMP2, conduciendo finalmente a la inhibicién de la
progresion de este tipo de cdncer (Zhang et al., 2017). Referente a la implicacion de esta
molécula en el melanoma, son varios los estudios que confirman su efecto protumoral. Asi pues,
Cristiani et al. (2019) reportan que el melanoma en estadio IV esta caracterizado por las altas
concentraciones de CCL19 en suero y en las lineas celulares de melanoma evaluadas. En el
melanoma uveal también se ha demostrado la elevada expresién de esta quimiocina (Dobner et
al., 2012) y el estudio del receptor de esta molécula, CCR7, ha corroborado que la interaccidn
de este con su ligando CCL19 favorecen las metastasis ganglionares del melanoma (Monteagudo
et al., 2011). No obstante, otros estudios demuestran una implicacién de CCL19 en el cancer
totalmente opuesta. Asi pues, Hillinger et al. plantean esta molécula como un estimulador
inmune apto para el tratamiento del cancer de pulmdén avanzado, dado que demuestran in vivo
que el tratamiento con CCL19 promueve la liberacion de citoquinas antiangiogénicas y a su vez,
aumenta el infiltrado de células T CD4+ y CD8+, asi como de DCs, fomentando la reduccién
tumoral (Hillinger et al., 2006). Asimismo, Cheng et al. indican que la elevada expresion de CCL19
junto con CCL21 y su receptor, CCR7, esta asociado a un mejor prondstico en el cancer de
pulmédn, pues, al igual que Hillinger et al. sefialan que la expresién de CCL19 se correlaciona con
un aumento en el infiltrado inmune y con la acumulacién intratumoral de linfocitos T CD8+, que
conducen al bloqueo del crecimiento tumoral (Cheng et al., 2018). Algo muy similar detallan
Hwang et al., quienes demuestran que esta quimiocina favorece la migracidon de DCs en el cancer
de mama (Hwang et al., 2016).
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4.2.6 MMP12

Se trata de una endopeptidasa secretada que ha demostrado estar implicada en la
desdiferenciacién epitelial, asi como en la agresividad histolégica mediante la degradacién del
tejido conectivo y las membranas basales, fomentando con ello el crecimiento tumoral y la
capacidad metastasica (Kerkela et al., 2002). Asimismo, se postula que MMP12 predomina en
los macréfagos, asi como también en diversos tipos tumorales fomentando las funciones
tumorigénicas (Decock et al., 2011).

La expresion de esta molécula en las células tumorales ha resultado positiva en un 75%
de las muestras evaluadas, mientras que la expresion positiva de la misma en macréfagos ha
sido de un 62,50%. Los altos porcentajes de expresién obtenidos para esta molécula en los
macroéfagos posiblemente se deban a que se trata de una molécula secretada (Lee et al., 2014),
por lo que es probable que la cuantificacion efectuada para evaluar la presencia de este
marcador en macréfagos haya podido verse alterada de la misma forma que sucedia con BMPS6,
dado que, si bien es cierto que esta molécula es caracteristica del fenotipo antiinflamatorio de
macrofagos (Razavian et al., 2016; Delgado, 2017), tan alto porcentaje de positividad no es
esperable por no tratarse de un marcador general de macréfagos. Con respecto a la elevada
expresion de esta molécula en células tumorales, disponemos de varios estudios de la literatura
gue corroboran este perfil de expresién en otros tipos de cancer. Kerkela et al. detallan que la
expresion de MMP12 es abundante en el cancer de células escamosas fomentando la
desdiferenciacion histolégica, la degradacion de la matriz extracelular y con ello el crecimiento
y la invasion tumoral. No obstante, estos mismos autores indican que la expresidn exclusiva de
esta molécula en macréfagos parece tener un efecto totalmente opuesto, indicando una
correlacién positiva entre la expresién de esta en macréfagos y un comportamiento menos
agresivo del tumor (Kerkela et al., 2002). Qu et al. reportan en su estudio la asociacion de esta
molécula con la promocién de un ambiente altamente inflamado que favorece la transicion de
un enfisema al cancer de pulmén mediante la activacion de la via proinflamatoria IL-6/Stat3 y |a
infiltracidon de células inflamatorias (Qu et al., 2009). Asimismo, Diggs y Ripley (2018) plasman
en un review diversos estudios que indican el papel contradictorio de la expresion de MMP12
en las células tumorales y los macréfagos, tal y como planteaban Kerkela et al. Sin embargo, la
principal idea que los autores del review transmiten es que la sobreexpresién de MMP12 en
NSCLC se correlaciona con un aumento del crecimiento tumoral, la invasidn, metdstasis y la
supresion de las respuestas inmunes, asi como con bajas tasas de supervivencia, indicando la
tumorigenicidad de esta molécula. En el estudio del melanoma de Bastian et al. (2017) también
se indican estos efectos contradictorios, planteando que la expresién de MMP12 por
macrofagos parece tener un efecto antitumoral mientras que su expresion por las células del
melanoma favorece la actividad protumoral. Asimismo, en el melanoma cutdneo esta molécula
ha demostrado estar asociada a la invasion tumoral y capacidad metastasica (Zhang et al., 2015).
Opuestos a estos estudios se encuentran los estudios llevados a cabo por Decock et al. y Roman.
En estos, los autores detallan la capacidad de MMP12 para inhibir la angiogénesis y la
proliferacién celular mediante la angiostatina, asi como para fomentar la capacidad apoptdtica
de las células, todo ello indicando la habilidad de la molécula para reducir la progresién tumoral
y mejorar las tasas de supervivencia en cancer de colon, carcinoma hepatocelular, cancer
gastrico y cancer de pulmon (Decock et al., 2011; Roman, 2017).

4.2.7 RGS16

La proteina RGS16 fomenta la actividad GTPasa de la subunidad alfa de las proteinas G y
ha sido implicada en la regulacidn negativa de varias vias oncogénicas (Carper et al., 2014; Hoshi
et al., 2016). Asimismo, es considerada uno de los marcadores caracteristicos del fenotipo
antiinflamatorio de los macréfagos (Suurvali et al., 2014).
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Del total de las muestras evaluadas, tanto para células tumorales como para macréfagos,
han resultado positivas para este marcador un 25% y un 50%, respectivamente. Dado que se
trata de una molécula caracteristica de un fenotipo antiinflamatorio para macréfagos, la elevada
presencia de este marcador en macréfagos supone un peor prondstico para los pacientes
estudiados. No obstante, ocurre lo contrario con la expresidon de esta molécula en las células
tumorales, lo que justifica el reducido porcentaje de positividad obtenido para estas células en
las muestras estudiadas. Esta variabilidad en la expresidon de la molécula en funcién del tipo
celular estudiado lo demuestran diversos autores. La sobreexpresion de RGS16 en los
macroéfagos la indican Schinnerling et al. asi como Delgado en sus correspondientes estudios,
planteando esta molécula como marcador caracteristico de los macréfagos antiinflamatorios,
gue suponen un soporte inmune para la progresidon tumoral (Schinnerling et al., 2015; Cuevas
et al., 2017). Por otra parte, en el estudio del cancer de mama, varios autores confirman la
correlacién negativa entre la expresién de esta molécula y la progresién de la enfermedad. Asi
pues, Wiechec et al. confirman que la pérdida de este marcador se correlaciona con un aumento
en la proliferacion celular en este cancer (Wiechec et al., 2010). Hoshi et al. correlacionan la baja
expresién de RGS16 con un aumento de la represidon transcripcional de la E-cadherina y, por
tanto, con un aumento de la invasion de las células de subtipo laminar (Hoshi et al., 2016).
Ademas, el estudio de Liang et al. sobre este cancer demuestra que la pérdida de RGS16
promueve la proliferacion celular, asi como la resistencia a las terapias con TKI (Liang et al.,
2009). Por otra parte, Carper et al. detallan como RGS16 presenta baja expresion en cancer de
pancreas metastdsico en comparacion con el no metastdsico, asi como también presentan esta
molécula como uno de los posibles candidatos a participar, cuando se encuentra lo
suficientemente expresada, en la supresiéon tumoral junto con p53 y pRb, inhibiendo la
activacion de diversas vias implicadas en la proliferacién, migracion e invasién de las células del
cancer de pancreas (Carper et al., 2014). Asimismo, Teras et al. (2018) indican en su estudio del
melanoma que los ratones knockout para RGS16 desarrollaron tumores primarios mas grandes
que aquellos wildtype, planteando con ello que esta molécula parece estara implicada en evitar
la tumorigénesis. Sin embargo, el estudio de Miyoshi et al. se opone a los resultados obtenidos
en este trabajo. Estos autores han reportado que la expresidén elevada de RGS16 en cancer
colorrectal estd vinculada un aumento en la proliferacion celular y a peores tasas de
supervivencia, proponiendo esta molécula como un marcador candidato para el prondstico de
este tipo de cancer (Miyoshi et al., 2009).

4.2.8 SOCS2

Esta molécula ha demostrado ser un regulador principal de las vias de sefializacién de la
hormona de crecimiento, del factor de crecimiento de la insulina y de la prolactina, asi como
también parece estar implicada en la carcinogénesis, regulando el crecimiento celular y la
apoptosis (Hoefer et al., 2013).

Tras evaluar la presencia de SOCS2, se ha podido determinar que este marcador, en las
células tumorales, es positivo para el 44,44% de las muestras estudiadas, mientras que su
presencia es menor en los macréfagos, presentando un 33,33% de positividad en las muestras.
Con respecto a la expresién de esta molécula en los macréfagos, el porcentaje obtenido se
aproxima al esperado dado que, pese a que esta molécula es caracteristica del fenotipo
antiinflamatorio de los macrofagos (Hu et al., 2012; Denisenko et al., 2017), el reducido nimero
de macrdéfagos que se han podido evaluar en este trabajo, asi como la escasa presencia de
macréfagos en comparacién con células tumorales que se encuentran en las muestra
estudiadas, hacen que el grado de positividad obtenido no sea tan elevado como el que se
esperaria obtener en un estudio exclusivo de macréfagos in vitro. Por otro lado, podemos
considerar que este marcador presenta una expresion baja para las células tumorales, dado que
menos de la mitad de las muestras resultaron positivas para este marcador, por lo que
posiblemente esta baja expresion esté involucrada en la progresién tumoral. Esto lo confirman
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diversos estudios de la literatura pues, Ghafouri et al. detallan una regulacién negativa de SOCS2
en las células tumorales, en comparacién con las células adyacentes no tumorales, que supone
un aumento de la proliferacidn celular en el cdncer de mama (Ghafouri et al., 2018). Asimismo,
Haffner et al. (2007) demuestran un prondstico favorable de aquellos pacientes de este mismo
tipo de cancer con alta expresién de SOCS2. Sasi et al. en el estudio del cdncer de mama también
indican que aquellas pacientes que se mantenian libres de enfermedad eran aquellas que
presentaban altos niveles de SOCS2, por lo que estos autores plantean a esta molécula como un
posible supresor tumoral para el cdncer de mama (Sasi et al., 2010). Por su parte, Iglesias et al.
indican que los bajos niveles de expresidn de SOCS2 en el cancer de prdstata se correlacionan
con la invasidn y proliferacién tumoral a través de la activacidon de las vias tirosina-quinasa
asociadas (Iglesias et al., 2013). En el melanoma, Marini et al. (2006) indican que la transcripcion
de SOCS2 se encuentra reducida de forma significativa debido al silenciamiento epigenético, lo
gue favorece la aparicidon y progresion del melanoma. Sin embargo, también se han publicado
resultados opuestos a los expuestos anteriormente. Estos son referentes al cdncer de préstata
y colon, y en estos se demuestra in vitro e in vivo que la regulacidon negativa de esta molécula
favorece el arresto del ciclo celular y la apoptosis, mientras que altos niveles de SOCS2 aumentan
la malignidad del tumor vy la probabilidad de recaida (Hoefer et al., 2013; Kim et al., 2018).

4.3 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Para la determinacién de la expresién relativa de los genes, 26 muestras fueron
estudiadas. Para ello se aislé el RNA de bloques de parafina de biopsias de pacientes con
melanoma metastdsico y se obtuvo una concentracién éptima de cada una de ellas.

4.3.1 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DEL RNA

La integridad del RNA extraido de las 26 muestras se evalué mediante el Pico Kit
comentado en el apartado de Materiales y Métodos. Con este estudio se pudo confirmar el
patrdn de los fragmentos de RNA. Los resultados fueron los esperados al tratarse de muestras
embebidas en parafina, pues este tipo de preservacién de las muestras conduce a la reticulacion
de acidos nucleicos a proteinas y otros constituyentes celulares, asi como a posibles cambios en
el pH con el paso del tiempo, que pueden conducir a la oxidacién de la formalina al 4cido férmico
y con ello a la rotura de las cadenas de RNA (von Ahlfen et al., 2007; Patel et al., 2017).

En las Figuras 10A y 10B, podemos ver, respectivamente, el patrén esperado de una
muestra fresca con la integridad idénea de RNA total, asi como del mRNA. De ambas figuras es
caracteristico destacar tanto los picos que se obtienen en el RNA total correspondientes al RNA
de los ribosomas, asi como el reducido tamafio de fragmentos que se obtiene en el patrén de
MRNA, pues como se muestra en la figura, el mayor pico del electroferograma se obtiene a
tiempos reducidos, que se corresponde con pequefios tamanos de fragmentos.

Las Figuras 11A y 11B detallan, como ejemplo representativo, el electroferograma
obtenido del RNA extraido de dos de las muestras del presente estudio. Asi pues, se puede
afirmar que ambas muestras disponen de un RNA altamente degradado con el mayor porcentaje
de fragmentos con un reducido tamafio, pues la banda del electroferograma es mas alta y ancha
para bajos tiempos.
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Figura 11. Electroferograma del RNA del paciente 1 (A) y del paciente 7 (B).
4.3.2 EVALUACION DE LA CALIDAD DEL RNA

La calidad del RNA extraido fue evaluada usando un nano-espectrofotémetro. El ratio
A260/280 se encuentra proximo a 2 en la mayor parte de las muestras, indicando una buena
pureza de las muestras de RNA. No obstante, algunas de ellas no alcanzan este valor, lo que
puede indicar la presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes que absorben a 280 nm.

Por otra parte, el ratio A260/230, que es esperable que se encuentre en el rango 2.0-2.2,
en las muestras evaluadas es muy variable, generalmente menor del valor esperado, lo que nos
informa de la presencia de impurezas contaminantes que absorben a 230 nm como los
carbohidratos y fenoles (Patel et al., 2017).

4.3.3 EFICIENCIAS Y LINEALIDAD

La eficiencia de cada sonda Tagman usada en este estudio se determind usando el
método de la pendiente de los Cts. Asi pues, se obtuvieron los valores de los Cts para la diluciéon
seriada de cada uno de los genes diana. Seguidamente, se construyé un grafico con los valores
de los logaritmos de las diluciones en el eje X y los valores de Ct en el eje Y, y se calculd la
pendiente de la recta de regresidn, que generalmente se encuentra proxima a -3,33, valor que
representa un 100% de eficiencia de amplificacion. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Eficiencias para las sondas Tagman usadas en este estudio

GAPDH -2,82 2,26 100,00
CCL19 -3,64 1,88 94,15
RGS16 -3,70 1,86 93,20
CD163L1 -3,79 1,84 91,81
ADGRE1 -3,71 1,86 93,06
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4.3.4 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA RELATIVA

Para calcular la expresién génica relativa en las muestras de melanoma metastdsico, se
ha empleado la férmula de Pfaffl (Pfaffl, 2001).

La eleccién del gen GAPDH como gen de normalizacién queda justificada dado que se trata
de un gen enddgeno, por lo que sirve de referencia para los andlisis de RT-gPCR y ha sido usado,
junto con ACTB, en mas del 90% de estudios publicados en revistas de alto impacto (de Jonge et
al., 2007). Se trata de un gen que codifica para una proteina intermediaria en la via glucolitica,
por lo que se espera que se encuentre presente en todas las células y con una minima variacion
en la expresion. No obstante, son varios los estudios que muestran que, debida a esta
implicaciéon en la ruta glucolitica, este gen ve modulada su expresion en funcion de las
condiciones y tipos celulares que se estan analizando, siendo esta expresidn mayor en diversos
tumores, incluido el melanoma (Silverthorn y Alani, 2010). Asimismo, actualmente se conoce
gue este gen también participa en otros procesos que pueden hacer que su expresion se vea
alterada como son la endocitosis, la reparacion y replicacion del DNA, la apoptosis, etc. (Suzuki
et al., 2000).

Pese a las posibles variaciones en la expresion de este gen, es importante tener en cuenta
gue el tamafio de amplicon de GAPDH es de 58 pb mientras que el de los otros tres
housekeepings testados: ACTB, CDKN1By GUSB son de 171, 71 y 71 pb, respectivamente. Esta
diferencia en el tamafio de amplicdn con respecto al gen GAPDH, en nuestras muestras, es de
vital importancia, dado que el elevado perfil de degradacién que estas presentan hace que la
amplificacion sea muy variable e incluso resulte ineficiente en aquellos amplicones de gran
tamafo. De esta forma, el gen GAPDH resulta el gen mds adecuado de entre los cuatro
inicialmente estudiados para la normalizacién de los datos de este estudio en el que se trabaja
con muestras embebidas en parafina con un elevado nivel de degradacion.

La expresion relativa de los genes (Figura 12) se evalla considerando los valores de la
mediana dado que esta se encuentra menos afectada por la variabilidad de los datos que la
media, asegurando de esta forma la robustez estadistica necesaria para los analisis.
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Figura 12. Expresion relativa de los 4 genes analizados por gPCR.
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Se considera que un gen estd sobreeexpresado cuando la mediana de su expresién
relativa es superior a 2, y que un gen esta infraexpresado cuando la mediana se encuentra por
debajo de 0.5. Usando este criterio, encontramos que los genes CCL19 y ADGRE1 se encuentran
sobreexpresados en las muestras de melanoma metastdsico estudiadas, mientras que el gen
RGS16 se encuentra infraexpresado. Por su parte, el gen CD163L1 no presenta cambios
significativos relacionados con su expresion.

En relacién con la sobreexpresién de CCL19 y ADGRE1, existen varios estudios en la
literatura que lo corroboran. La sobreexpresion de CCL19 en las muestras de melanoma
metastasico evaluadas puede deberse a que se trata de una molécula generalmente
sobreexpresada en las células tumorales de diversos tipos de cancer (Zhang et al., 2017) asi
como en macréfagos antiinflamatorios (Gibejova et al., 2003), promoviendo la progresion
tumoral. Por su parte, la sobreexpresién de ADGRE1 queda justificada por el hecho de tratarse
de un marcador altamente especifico y general para los macréfagos maduros y diferenciados
(Afik et al., 2016; Aras y Zaidi, 2017). Con estos resultados de sobreexpresion génica podemos
deducir que las muestras de melanoma metastasico evaluadas disponian de un alto infiltrado
macrofagico. Por su parte, la infraexpresién de RGS16 en las muestras de melanoma puede
deberse a que esta molécula, al igual que sucede en otros tipos de tumores (Carper et al., 2014;
Hoshi et al., 2016), se encuentra infraexpresada en las células tumorales del melanoma (Teras
etal., 2018), y es esta reducida expresion la que fomenta la proliferacién e invasion tumoral. Por
ultimo, los niveles de expresion invariables de CD163L1 obtenidos en las muestras evaluadas
disponen de credibilidad basdndonos en la literatura disponible sobre esta. Asi pues, diversos
estudios demuestran que esta es una molécula presente generalmente en macréfagos
antiinflamatorios pero que, sin embargo, no es considerada un marcador general para este tipo
celular dado que Unicamente se encuentra expresada en diversos subgrupos (Gonzalez et al.,
2015; Gutierrez et al., 2016). Asi pues, teniendo en cuenta la localizada expresidon de CD163L1
junto con el hecho de que los macréfagos en los tumores son células infiltrantes y, por tanto, su
presencia no es tan elevada como la de células tumorales, podemos afirmar que la expresion
basal que se ha obtenido de esta molécula se adecua a lo esperado.

4.4 ANALISIS DE CORRELACION DE EXPRESION

4.4.1 ANALISIS DE CORRELACION DE EXPRESION DE LOS MARCADORES POR gPCR

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos tras analizar las correlaciones entre los
4 genes evaluados en 26 muestras mediante gqPCR. Estos datos se obtienen mediante el
estadistico Spearman, en el que se consideran significativamente estadisticos los valores de p-
value (p) < 0,05.

Tabla 6. Valores p-value para los 4 marcadores analizados por gqPCR con el estadistico Spearman.

CCL19 . 0,004 0,000 0,000
RGS16 0,004 . 0,002 0,000
CDh163L1 0,000 0,002 . 0,000

ADGRE1 0,000 0,000 0,000

De la Tabla 6 se deduce que existe correlacién entre todos los genes estudiados, dado
que: CCL19-RGS16 (p=0,004); CCL19-CD163L1 (p=0,000); CCL19-ADGRE1 (p=0,000); RGS16-
CD163L1 (p=0,002); RGS16-ADGRE1 (p=0,000) y CD163L1-ADGRE1 (p=0,000).

Haciendo referencia a los datos que se muestran en la Tabla 6, podemos afirmar que
existe una clara correlacién entre la expresién de los cuatro genes evaluados, cuyos graficos de
coexpresion se detallan en el Anexo |.
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La asociacidn entre CCL19 y RGS16, ha sido previamente descrita en un estudio en el que
se indica la regulacion de la expresién de estas por la estimulacidn simultdnea con IL-10 y LPS en
células dendriticas (Schinnerling et al., 2015), asi como por la estimulacién con IFN-Y en un
estudio dermatolégico (Johnson et al., 2012). Asimismo, con respecto a la relaciéon entre CCL19
y CD163L1, Aguilera et al. (2013) reportan que estas se encuentran sobreexpresadas tras el
tratamiento con un inhibidor tirosina-quinasa en células dendriticas derivadas de monocitos.
Por su parte, CCL19 y ADGRE1 disponen de una correlacion positiva, previamente indicada en el
estudio de Osma et al. (2015) sobre la adhesidn y migracién en macréfagos. Por otra parte, se
evidencia una correlacion estadisticamente significativa entre RGS16 y CD163L1 y entre RGS16
y ADGRE1, demostrada en la publicacién de Cuevas et al. (2017), en la que se sefiala la induccion
de la expresidon de estas mediante LPS, asi como la relacién de estas moléculas con el fenotipo
homeostatico y antiinflamatorio de los macréfagos. Finalmente, destaca la relaciéon entre
CD163L1 y ADGRE1 indicada también en la publicacién de Gonzalez et al. en la que se muestra
a ambas moléculas como marcadores caracteristicos del fenotipo antiinflamatorio de los
macrofagos (Gonzalez et al., 2015).

4.4.2 ANALISIS DE CORRELACION DE EXPRESION DE LOS MARCADORES POR IHC

Los resultados de las correlaciones de expresion de los 8 genes analizados en las células
tumorales de 9 muestras de pacientes con melanoma metastasico se muestran en la Tabla 7,
considerando significativamente estadisticos los valores de p-value (p) < 0,05.

Tabla 7. Valores p-value para los 8 marcadores analizados por IHC con el estadistico Spearman en células tumorales.

ARNT2 . 0,686 0,253 0,005 0,380 0,199 0,005 0,034
BMP6 0,686 . 0,085 0,564 0,108 0,622 0,426 0,335
CD163L1 0,253 0,085 . 0,091 0,098 0,285 0,018 0,080
ADGRE1 0,005 0,564 0,091 . 0,054 0,021 0,008 0,001
CcCL19 0,380 0,108 0,098 0,054 . 0,130 0,346 0,042
MMP12 0,199 0,622 0,285 0,021 0,130 . 0,310 0,082
RGS16 0,005 0,426 0,018 0,008 0,346 0,310 . 0,011
SOCs2 0,034 0,335 0,080 0,001 0,042 0,082 0,011

De la Tabla 7 se puede afirmar que existen numerosas correlaciones entre los genes
analizados, de entre todas ellas, 7 nuevas correlaciones no demostradas con el andlisis de qPCR.
Estas nuevas correlaciones son: ARNT2-ADGRE1 (p=0,005); ARNT2-RGS16 (p=0,005); ARNT2-
SOCS2 (p=0,034); ADGRE1-MMP12 (p=0,021); ADGRE1-SOCS2 (p=0,008); CCL19-SOCS2
(p=0,042) y RGS16-SOCS2 (p=0,011).

Tras realizar una exhaustiva busqueda bibliografica de las correlaciones previamente
indicadas, no se han obtenido estudios previos que reporten tales correlaciones en células
tumorales. No obstante, si que se han encontrado varias publicaciones que detallan las distintas
asociaciones de expresidn de estos genes en macréfagos. La coexpresion de ARNT2 y ADGRE1 y
ARNT2 y SOCS2 se demuestra en el estudio de Delgado (2017) en el que se indica que ambas
moléculas aumentan su regulacion en macréfagos, determinando una polarizacion
antiinflamatoria de macrdéfagos. La correlacidon entre ARNT2 y RGS16 la reportan Dvorkin et al.
(2016) en su estudio de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica. La correlacién entre
ADGRE1 y MMP12 se detalla en otros estudios indicando el uso de la expresién de ADGRE1 para
la identificacion de macrofagos con expresion de MMP12 (Lee et al., 2014) asi como la
sobreexpresion de ambas moléculas en un analisis por qPCR (Razavian et al., 2016). Por otro
lado, la relacién entre ADGRE1 y SOCS2 se demuestra en el estudio de Hu et al., en el que
emplean el marcador ADGRE1 para identificar los macréfagos en los que realizar el estudio (Hu
et al., 2012). Con respecto a la correlacion existente entre CCL19 y SOCS2, destaca el estudio de

30



Resultados y discusion

Delgado, en el que se indica la expresidn de ambas moléculas en macréfagos tras la estimulacion
con LPS (Delgado, 2017). Finalmente, la asociacion entre RGS16 y SOCS2 se ha demostrado en
el estudio de Shankar et al. (2012), en el que se detalla una reducida expresion de SOCS2 en el
infiltrado de los pulmones de un ratén con linfocitos T naive RGS167".

Para completar el estudio de correlaciones en células tumorales se ha realizado una
busqueda in silico en el buscador “SEEK” para cada una de ellas. Asi pues, la Unica correlacion
significativa que aparece es la de ADGRE1I-MMP12 (p=0,0026). El resto de correlaciones
analizadas, en el buscador empleado, no se consideran estadisticamente significativas,
posiblemente debido a que, por el momento, no se han reportado suficientes datos como para
obtener tales resultados. Esto podria indicarnos que, con nuestro estudio, se estan planteando
nuevas correlaciones en expresién de genes a nivel tumoral hasta el momento no publicadas.

Los resultados que se obtienen referentes a las correlaciones de expresidn de los 8 genes
analizados en los macréfagos de 9 muestras se indican en la Tabla 8, en la que se consideran
significativamente estadisticos los valores de p-value (p) < 0,05.

Tabla 8. Valores p-value para los 8 marcadores analizados por IHC con el estadistico Spearman en macroéfagos.

ARNT2 . 0,801 0,004 0,397 0,002 0,000 0,003 0,010
BMP6 0,801 . 0,711 0,102 0,771 0,505 0,066 0,267
CD163L1 0,004 0,711 . 0,394 0,011 0,004 0,003 0,005
ADGRE1 0,397 0,102 0,394 . 0,822 0,772 0,853 0,817

CCL19 0,002 0,771 0,011 0,822 .

MMP12 0,000 0,505 0,004 0,772 0,003 .
RGS16 0,003 0,066 0,003 0,853 0,024 0,005 .
SOCS2 0,010 0,267 0,005 0,817 0,024 0,019 0,000

0,003 0,024 0,024
0,005 0,019
0,000

De la Tabla 8 se puede afirmar que existen numerosas correlaciones entre los genes
analizados, de entre todas ellas, 8 nuevas correlaciones no demostradas con el andlisis de gPCR
ni con los andlisis de expresion por IHC en células tumorales. Estas nuevas correlaciones son:
ARNT2-CD163L1 (p=0,004); ARNT2-CCL19 (p=0,002); ARNT2-MMP12 (p=0,000); CD163L1-
MMP12 (p=0,004); CD163L1-SOCS2 (p=0,005); CCL19-MMP12 (p=0,003); MMP12-RGS16
(p=0,005) y MMP12-SOCS2 (p=0,019).

La asociacion entre ARNT2-CD163L1 se demuestra en el estudio llevado a cabo por Ren
et al. (2017). Con respecto a las coexpresiones de MMP12-RGS16, CCL19-MMP12 y CD163L1-
S0CS2, quedan confirmadas con los datos aportados por Delgado, quién expone la implicacién
de tales moléculas en la determinacidn del fenotipo antiinflamatorio de macréfagos (Delgado,
2017). Asimismo, este mismo autor corrobora la correlacidn que obtenemos entre ARNT2 y
CCL19, afirmando que ambas moléculas se encuentran reguladas positivamente en macréfagos
que han sido estimulados con LPS. Por otra parte, Riera et al. (2019) confirman la asociacion
entre ARNT2 y MMP12 al encontrarse ambos sobreexpresados en macréfagos estimulados con
LPS. Con respecto a la correlacion obtenida entre CD163L1 y MMP12, Ju y Tacke (2016) indican
que CD163L1 es considerado uno de los marcadores para los macréfagos residentes en el tejido,
asi como que MMP12 es uno de los marcadores caracteristicos de los macréfagos que
promueven la resolucidn de la inflamacién, destacando la coexpresion de ambas moléculas en
este tipo celular. Finalmente, la relacidon entre MMP12 y SOCS2 se demuestra en varios estudios
en los que se sefiala que ambos genes se encuentran regulados en el glioma (Szulzewsky et al.,
2015) y que pertenecen al fenotipo antiinflamatorio de los macréfagos (Denisenko et al., 2017).

Para completar el estudio de correlaciones en macréfagos se ha realizado una busqueda
in silico en el buscador “SEEK” para cada una de ellas. Asi pues, las Unicas correlaciones no
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significativas con los datos empleados por este buscador parecen ser ARNT2-MMP12 (p=0,3508)
y CD163L1-SOCS2 (p=0,2331). El resto de las correlaciones que se han demostrado a nivel
experimental en nuestro estudio se confirman con el andlisis realizado en este buscador, pues
todas ellas tienen significancia estadistica.

4.4.3 ANALISIS DE CORRELACION DE EXPRESION DE LOS MARCADORES POR gPCR E IHC

Los resultados referentes a las correlaciones de expresion de los 4 genes analizados en las
células tumorales tanto por gPCR como por IHC se muestran en la Tabla 9, en la que se
consideran significativamente estadisticos los valores de p-value (p) < 0,05.

Tabla 9. Valores p-value para los 4 marcadores analizados por gPCR y IHC con el
estadistico Spearman en células tumorales

CCL19 0,499 0,125 0,280 0,231
RGS16 0,321 0,461 0,381 0,231
CD163L1 0,784 0,084 0,191 0,123
ADGRE1 0,461 0,354 0,381 0,686

Respecto a los datos que se muestran anteriormente, podemos afirmar que no existe
correlacién en los resultados de expresidon obtenidos por IHC y por gPCR en ninguno de los 4
genes evaluados. Posiblemente estos resultados se deban al reducido nimero de muestras
analizadas (6 muestras) con ambas técnicas, pues los tests estadisticos no resultan eficientes
con tan bajo tamafio muestral.

No obstante, complementario al analisis anteriormente indicado, se ha realizado un
estudio muestra a muestra del posible emparejamiento de los resultados de expresion con
ambas técnicas. Los criterios de expresion que se siguen para considerar que ambas técnicas
ofrecen un resultado positivo para el marcador evaluado son el tener un IRS 2 7, y una expresién
relativa superior a la mediana de expresién del gen estudiado.

Para el marcador CCL19, obtenemos que 5 de las muestras cumplen ambos criterios.
Asimismo, en la evaluacién del marcador RGS16 vemos como la mitad de las muestras evaluadas
superan los valores umbrales establecidos para considerarse positivas en ambas técnicas. Con
respecto al marcador CD163L1, resulta positivo en 2 de las muestras, mientras que en el estudio
del marcador ADGRE1, 4 muestras cumplen los criterios de positividad. Estos resultados nos
informan de que ambos procedimientos resultan igualmente satisfactorios para el estudio de
expresion llevado a cabo en este trabajo, pues en 3 de los 4 marcadores, mas de la mitad de las
muestras evaluadas presentan correlacién en los resultados obtenidos con estas técnicas. No
obstante, se recomendaria aumentar el tamafio muestral para verificar los resultados obtenidos.
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5. CONCLUSIONES

1. Elestudio por IHCy el empleo del IRS como criterio de clasificacién de la positividad de
las muestras resulta un método satisfactorio para conocer la expresiéon de los
marcadores de macréfagos estudiados.

2. En el analisis por qPCR se ha puesto de manifiesto que la elevada expresion de CCL19 y
ADGRE1, asi como la baja expresion de RGS16 caracterizan este estudio de muestras de
melanoma metastasico.

3. El estudio por gPCR de las correlaciones génicas mostrd un patrén de coexpresion entre
los genes estudiados, ya que todos ellos son considerados marcadores especificos del
fenotipo antiinflamatorio de macréfagos.

4. El estudio de las correlaciones en células tumorales mostrd un patron de coexpresion
entre varios de los genes estudiados, siendo la gran mayoria demostrados por primera
vez en este trabajo.

5. El estudio de las correlaciones en macrdéfagos mostrd un patron de coexpresion entre la

gran mayoria de los genes evaluados por tratarse, todos ellos, de marcadores
caracteristicos del fenotipo antiinflamatorio de macrdéfagos.
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7. ANEXOS

ANEXO I. FIGURAS Y TABLAS SUPLEMENTARIAS

Low/no killing

Enhanced killing

Figura suplementaria 2. Secuencia de respuestas inmunes antimelanoma inducidas por dacarbazina (DTIC).
(Ugurel et al., 2013).
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Figura suplementaria 2. Cascada de sefializacion de MAPK (Normanno et al., 2009).
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Figura suplementaria 3. Tincién H&E de una seccién de muestra de piel del paciente 16.
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Figura suplementaria 5. Correlacién génica CCL19-CD163L1 experimental.
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Figura suplementaria 6. Correlacion génica CCL19-ADGRE1 experimental.
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Figura suplementaria 7. Correlacion génica RGS16-CD163L1 experimental
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Figura suplementaria 8. Correlacion génica RGS16-ADGRE1 experimental.
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Figura suplementaria 9. Correlacion génica CD163L1-ADGRE1 experimental.
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Tabla suplementaria 1. Caracteristicas de los anticuerpos empleados en inmunohistoquimica.

ANTICUERPO ISOTIPO FUENTE SOLUCION
anti-ARNT2 I1gG Rabbit 1:250
anti-BMP6 lgG Rabbit 1:200

| anti-cc1  [RE Rabbit 1:250
IgG Rabbit 1:250
anti-ADGRE1 lgG Rabbit 1:250
IgG Rabbit 1:100
anti-MMP12 lgG Rabbit 1:400
anti-SOCS2 1gG Rabbit 2 ug/mL
anti-CD68 IgG Rabbit 1:250

Tabla suplementaria 2. Caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes incluidos en el estudio.

PACIENTE SEXO TRATAMIENTO B-RAF HOSPITAL
1 F - NEGATIVO HOSPITAL GENERAL ALICANTE
2 M Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL DE SAN JUAN
3 M IFN/Ipilimumab NEGATIVO HOSPITAL DOCTOR PESET
4 M Vemurafenib POSITIVO HOSP PROVINCIAL DE CASTELLON
5 F - NEGATIVO HOSPITAL DOCTOR PESET
6 M Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL GENERAL DE VALENCIA
7 F Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL DE ELDA
8 F Masatinib NEGATIVO HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE
9 F Fotemustina POSITIVO HOSPITAL CLINICO DE VALENCIA
10 M - NEGATIVO HOSPITAL DE CUENCA
11 F Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL DE ELDA
12 M Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL CLINICO DE VALENCIA
13 F - NEGATIVO HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE
14 M - NEGATIVO HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE
15 F Ipilimumab NEGATIVO HOSPITAL DE LA VILA JOIOSA
16 M - NEGATIVO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE MURCIA
17 M Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL DE TORREVIEJA
18 M - NEGATIVO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA PLANA
19 F Ipilimumab NEGATIVO HOSPITAL DOCTOR PESET
20 M Interferon NEGATIVO HOSPITAL DE ELDA
21 F Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL DE REQUENA
22 M Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL DE SAN JUAN
23 M Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL ARNAU DE VILANOVA
24 F Vemurafenib POSITIVO HOSPITAL DE SAN JUAN
25 F Fotemustina/lpilimumab NEGATIVO HOSPITAL DE GANDIA
26 F - POSITIVO HOSPITAL GENERAL DE VALENCIA
27 M - POSITIVO HOSPITAL GENERAL DE VALENCIA
28 M - POSITIVO HOSPITAL DE TORREVIEJA
29 F Ipilimumab POSITIVO HOSPITAL GENERAL DE VALENCIA
30 M - - HOSPITAL GENERAL DE VALENCIA
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ANEXO Il. REVELADO IHC CON POLIMERO MARCADO CON PEROXIDASA

USO PREVISTO: Diagnéstico in vitro en la especie humana. En otras especies el reactivo no ha
sido testado.

ESPECIFICIDAD, INTERFERENCIAS Y LIMITACIONES: Este sistema de deteccién ha demostrado
mayor sensibilidad con un incremento en la sefial de la unidn antigeno-anticuerpo. La novedosa
tecnologia de micropolimeros proporciona mayores ventajas que las técnicas convencionales de
inmunohistoquimica y facilita la detecciéon de antigenos en los diferentes compartimentos
celulares (nucleo, citoplasma y membrana citoplasmatica) debido al menor tamafio de la
molécula. El procedimiento técnico utilizado elimina la tincién de fondo originada por la unién
inespecifica a moléculas de biotina endégena ya que se trata de un procedimiento no basado en
la reaccidn avidina/biotina. Este sistema de deteccidn es altamente sensitivo, proporciona una
baja tincidon de fondo y los resultados obtenidos son superiores a los obtenidos con los
procedimientos convencionales de Estreptavidina/Biotina o largos polimeros.

Este sistema puede utilizarse con:
-Anticuerpos primarios monoclonales obtenidos en ratén.

- Anticuerpos primarios monoclonales y policlonales obtenidos en conejo.

APLICACION DEL PRODUCTO: Este producto esta especialmente disefiado para su manejo en
los inmunotefiidores automaticos o en las técnicas de inmunotincion manuales, utilizando
anticuerpos primarios monoclonales o policlonales. Después de bloquear la posible peroxidasa
enddgena y tratar las secciones con el anticuerpo primario sin marcar, se aplica el amplificador
universal de anticuerpos primarios, seguido de un complejo constituido por micropolimero con
anticuerpo secundario universal y moléculas de peroxidasa. Tras los tiempos predeterminados
de incubacion y después de lavar, se revela utilizando DAB.
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