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El melanoma es un tipo de cáncer que se origina en los melanocitos, células de la piel que se 

encargan de la producción de la melanina, un pigmento marrón que nos protege de la radiación 

ultravioleta (UV). El principal factor de riesgo para su desarrollo es precisamente la radiación UV 

del sol que induce mutaciones en el DNA de los melanocitos. Su incidencia ha aumentado en las 

últimas cuatro décadas, y es el cáncer más común en adultos jóvenes de 25 a 29 años. El 

melanoma es altamente curable si se detecta en sus etapas más tempranas (estadio I), pero el 

pronóstico es menos favorable en los melanomas localmente avanzados (estadio II) o cuando 

hay metástasis regionales (estadio III). 

Los modelos actuales de progresión metastásica proponen que la invasión de células 

cancerígenas y las metástasis desde el tumor primario están fuertemente influenciadas por 

señales provenientes del microambiente tumoral (TME), en particular del contexto inflamatorio 

e inmune. Los macrófagos asociados a tumor (TAM) son la subpoblación de células mieloides más 

abundantes en los tumores. Son reguladores clave del desarrollo de los tejidos y la homeostasis, 

pero los tumores han adquirido la capacidad de educarlos para su propio beneficio y, por tanto, 

los TAM juegan un papel crucial en la supresión del reclutamiento y la función de las células T, lo 

que favorece el escape inmunológico del tumor. 

El objetivo principal de esta tesis es analizar en detalle el contexto inmune innato y sus 

interacciones con otros componentes (tumor o estroma) del TME del melanoma humano. Nos 

hemos centrado en el análisis detallado de los TAM con el propósito de caracterizar el fenotipo 

que se asocia a la progresión metastásica de los pacientes con melanomas en estadios I-III y su 

validación como marcador pronóstico de la evolución clínica. Por otro lado, también proponemos 

abordar el estudio de los mecanismos que desencadenan la activación pro-tumoral y pro-

metastásica en TAM. Con estos objetivos en mente, hemos puesto a punto la 

inmunofluorescencia multicolor, unida a la microscopía confocal, para estudiar diversos 

componentes inmunes y estromales, así como la expresión de quimioquinas y sus receptores en 

el TME del melanoma humano. 

En trabajos anteriores se había identificado un perfil pro-tumoral de los TAM presentes en 

melanoma que se caracterizaba por la expresión de las citoquinas CCL20 / TNF / VEGFA. Para 

validar este grupo de proteínas como marcadores independientes con valor pronóstico, se realizó 
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un estudio mediante inmunofluorescencia multicolor en una cohorte de 83 melanomas primarios 

incluidos en parafina. Acorde con los resultados preliminares, se observó que la producción de 

las citoquinas CCL20/TNF/VEGFA por TAM correlacionaba con una mala supervivencia de los 

pacientes. Nuestros resultados validan este perfil pro-tumoral como un marcador pronóstico 

independiente de la evolución de melanoma. 

Además, usando macrófagos derivados de monocitos, ideamos un sistema de cultivo in vitro 

de macrófagos con células de melanoma, que nos permitió explorar las vías reguladoras 

subyacentes a este fenotipo secretor de TAM, demostrando que p53 y NF-κB son responsables 

de co-regular los macrófagos condicionados por tumores. Estos resultados identifican una vía 

p53 / NF-kB única en TAM pro-tumoral que podría ser apta para reeducar a los TAM y bloquear 

sus funciones pro-tumorales. 

Por otro lado, para identificar las vías moleculares responsables de la diferenciación de los 

TAM, se realizó un cribado de los biomarcadores secretados durante la interacción entre 

macrófago y melanoma. Se encontró que la activina A, miembro de la familia del TGFβ, juega un 

papel crucial en el TME, promoviendo la expresión de genes pro-tumorales y desencadenando 

funciones pro-invasivas e inmunosupresoras en los TAM. Además, el bloqueo de la activina en 

modelos xenogénicos de melanoma humano en ratones inmunodeficientes facilitó el rechazo del 

tumor tras la transferencia de linfocitos humanos al ratón. Por último, el cribado de dos 

colecciones de melanomas cutáneos independientes mostró que la activina A está enriquecida 

en TAM y en células de melanoma de pacientes con peores resultados de supervivencia y 

constituye un marcador pronóstico nuevo e independiente. Por lo tanto, en este trabajo hemos 

identificado la activina A como intermediario clave en las funciones pro-tumorales e 

inmunosupresoras de los TAM, con un potencial importante como biomarcador y como diana 

inmunoterapéutica. 
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Melanoma is a cancer that begins in the melanocytes, cells in the skin that normally make a 

brown pigment called melanin, which protects our skin from ultraviolet radiation. The major risk 

factor for most melanomas is precisely the UV rays from sunlight, which can induce mutations in 

the DNA of melanocytes. Melanoma incidence has grown in the last four decades, and it is the 

most common cancer in young adults aged 25 to 29 years. Melanoma is highly curable if detected 

at its early stages (stage I), but prognosis worsens in locally advanced melanomas (stage II) o 

when there is a regional metastasis (stage III). 

Current models of metastatic progression propose that cancer cell invasion and metastasis 

from the primary tumor are strongly influenced by signals that come from the tumor 

microenvironment (TME), particularly from the inflammatory and immune context. Tumor 

associated macrophages (TAM) are the most abundant myeloid cell subpopulation in tumors. 

They are key regulators of tissue development and homeostasis; however, tumors have acquired 

the ability to educate them in their own advantage, and thus TAM play a crucial role in 

suppressing T-cell recruitment and function, and thereby favoring tumor immune escape. 

The main objective of this thesis is to analyze in detail the innate immunity and its interactions 

with the rest of the components (tumor or stroma) of the TME of human melanoma. We have 

focused on the detailed analysis of TAM with the purpose of characterizing the phenotype 

associated with metastatic progression in patients with stage I-III melanomas and its validation 

as a prognostic marker of clinical evolution. On the other hand, we also propose to address the 

study of mechanisms that trigger pro-tumor and pro-metastatic activation in TAM. With these 

objectives in mind, we have coupled multicolor immunofluorescence with confocal microscopy 

to study various immune and stromal components, as well as the expression of chemokines and 

their receptors in human melanoma TME. 

In our previous work we had identified a pro-oncogenic cytokine profile of TAM present in 

melanoma characterized with the expression of CCL20/TNF/VEGFA. In order to validate this 

group of proteins as independent markers with prognostic value, a study using multicolor 

immunofluorescence was performed in a cohort of 83 paraffin-embedded primary melanomas. 

In accordance with the preliminary results, it was observed that the production of these 
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cytokines by TAM correlated with poor patient survival. Furthermore, our results validate this 

pro-tumoral profile as an independent prognostic marker of the evolution of melanoma. 

Additionally, using monocyte-derived macrophages, we devised an in vitro culture system of 

macrophages with melanoma cells, which allowed us to explore the regulatory pathways 

underlying this secretory phenotype of TAM, showing that p53 and NF-kB co-regulate tumor-

conditioned macrophages. These results identify a unique p53/NF-kB pathway in pro-tumoral 

TAMs that could be targetable to re-educate TAMs to block their pro-tumoral functions. 

On the other hand, in other to identify the molecular pathways responsible for TAM 

differentiation, a screening of the biomarkers secreted during melanoma-macrophage 

interactions was performed. Activin A, a member of the TGFβ family, was found to play an 

instrumental role in TME, promoting the expression of tumor-sustaining genes and the 

achievement of pro-invasive and immunosuppressive functions of TAM. Blockade of activin 

reduces the upregulation of part of these genes and prevents the acquisition of pro-tumoral 

functions, facilitating human melanoma rejection by transferred human lymphocytes in a 

xenograft mouse model. Remarkably, screening of two independent cutaneous primary 

melanoma collections showed that activin A is enriched in TAMs and melanoma cells from 

patients with worse outcomes and constitutes a new and independent prognostic marker. Thus, 

we identify activin A as a key intermediary in the pro-tumoral and immunosuppressive functions 

of TAM, with significant potential as a disease biomarker as well as an immunotherapeutic target.
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Melanoma 

El melanoma es un tipo de cáncer que se origina en los melanocitos, células de la piel que se 

encargan de la producción de la melanina, un pigmento marrón que nos protege de la radiación 

ultravioleta. Aunque el melanoma se desarrolla habitualmente en la piel también lo podemos 

encontrar en otras partes del cuerpo como en los ojos o en las mucosas de tejidos internos.  

Incidencia 

Durante las últimas tres décadas la incidencia y la mortalidad del melanoma han aumentado 

a un ritmo constante. La incidencia estandarizada por edad es de 11,4 por cada 100.000 

habitantes en el continente europeo. En España se estima que se diagnosticarán alrededor de 

7.500 casos en el año 2022 (REDECAN). Aunque el melanoma solamente supone menos de un 

4% de los casos totales de cáncer de piel, es responsable del 80% de las muertes de este tipo de 

neoplasias (Miller and Mihm, 2006). 

Factores de riesgo 

El melanoma es una enfermedad multifactorial cuyo desarrollo va a depender tanto de 

factores externos como factores que dependen del individuo. Los factores de riesgo más 

frecuentes para el desarrollo de esta enfermedad son los siguientes (Rastrelli et al., 2014):  

- La exposición a radiación ultravioleta. Está considerado como el factor de riesgo 

principal para el desarrollo de la mayoría de los melanomas. La luz solar es la principal 

fuente de radiación ultravioleta, aunque también destacan las cabinas de bronceado, 

que se ha demostrado que aumentan el riesgo de padecer melanoma (Arnold et al., 

2018).  

- Hipersensibilidad solar. Comúnmente conocida como alergia al sol, es una reacción 

inmunológica que se desencadena tras la exposición de la piel al sol. Se suele 

manifestar como una quemadura solar exagerada o como una erupción. 
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- Antecedentes familiares y personales de melanoma. Tanto las personas que ya han 

padecido melanoma alguna vez como aquellas con historial familiar de melanoma 

están en mayor riesgo de padecer la enfermedad. 

- Grado de pigmentación de la piel. Aquellos individuos con la piel muy clara, que se 

queman o se llenan de pecas con facilidad tienen mayor riesgo de padecer melanoma. 

- Múltiples nevi. Un lunar o nevus es un tumor benigno pigmentado derivado de los 

melanocitos. La presencia de más de 50 nevi aumenta el riesgo de desarrollar 

melanoma. 

Pronóstico y Estadificación 

El melanoma es altamente curable si se detecta en sus etapas más tempranas (estadio I), pero 

el pronóstico es menos favorable en los melanomas localmente avanzados (estadio II) o cuando 

hay metástasis regionales (III) (Balch et al., 2010). La enfermedad progresa en un 5-20% de los 

pacientes y se desarrollan metástasis a distancia; indicando que las células de melanoma ya se 

habían diseminado antes de la extirpación del tumor primario (Damsky et al., 2014). 

La estadificación del melanoma se basa en un sistema desarrollado por el American Joint 

Committee on Cancer (AJCC) que utiliza la clasificación TNM: T (tamaño del tumor), N (afección 

de los ganglios linfáticos) y M (metástasis) (Tabla 1). En la actualidad, los factores pronósticos 

más relevantes en los estadios I-III son los siguientes: el espesor y/o nivel de invasión del 

melanoma (Breslow), el índice mitótico (definido como mitosis por milímetro), la presencia o no 

de ulceración en el sitio primario y el número de ganglios linfáticos regionales afectados, con 

distinción de macrometástasis y micrometástasis (Balch et al., 2009).  

Sin embargo, en los estadios tempranos del melanoma la estadificación tradicional no evalúa 

con precisión el riesgo de recurrencia de un paciente individual y no define completamente el 

pronóstico de los pacientes en estadio II-III. El análisis de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), 

por métodos patológicos convencionales, es predictivo, pero no es lo suficientemente preciso 

para la aplicación clínica (Galon et al., 2016). Por lo tanto, un alto grado de heterogeneidad entre 

los pacientes dentro del mismo estadio clínico impide la identificación de los pacientes de alto 
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riesgo, que obtendrían el mayor beneficio de la inmunoterapia adyuvante. El pronóstico preciso 

es particularmente importante en pacientes con melanoma en estadios II-III para guiar la 

inmunoterapia adyuvante y se necesitan con urgencia nuevos biomarcadores. 

 

Clasificación T Grosor (mm) Ulceración / Mitosis 

Tis NA NA 

T1 ≤ 1.00 a: Sin ulceración y mitosis < 1/mm2 
b: Con ulceración o mitosis ≥ 1/mm2 

T2 1.01 - 2.00 a: Sin ulceración 
b: Con ulceración 

T3 2.01 - 4.00 a: Sin ulceración 
b: Con ulceración 

T4 > 4.00 a: Sin ulceración 
b: Con ulceración 

Clasificación N N.º de ganglios metastásicos Grado de afectación ganglionar 

N0 0 NA 

N1 1 a: Micrometástasis* 
b: Macrometástasis** 

N2 2 - 3 
a: Micrometástasis* 
b: Macrometástasis** 
c: Metástasis en tránsito/satélites sin metástasis nodal 

N3 4  

Clasificación M Localización LDH sérica 

M0 Sin metástasis distantes NA 

M1a Piel distante, subcutánea o nodal Normal 

M1b Pulmonar Normal 

M1c Otras metástasis viscerales 
Cualquier metástasis distante Elevada 

Abreviaturas: Na, no aplicable; LDH, lactato deshidrogenasa 
*Micrometástasis: se diagnostican tras biopsia del ganglio centinela. 
**Macrometástasis: metástasis linfáticas clínicamente detectables y confirmadas mediante estudio patológico. 

 
Tabla 1. Clasificación TNM del melanoma cutáneo. Adaptado de Balch et al., 2009. 

Progresión del melanoma 

Como se ha mencionado anteriormente, el melanoma se desarrolla a partir de un precursor 

melanocítico. Cuando la piel es expuesta a radiación ultravioleta, los melanocitos sufren 
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mutaciones en el DNA y proliferan hasta formar una neoplasia, que puede ser benigna (nevus o 

lunar) o maligna (melanoma). La mayoría de las lesiones malignas surgen de novo, es decir, tan 

solo un 20-30 % de los melanomas se originan a partir de nevi preexistentes.  

Tras acumular sucesivas alteraciones genéticas, los melanocitos del melanoma comienzan a 

proliferar de forma aberrante y a expandirse de forma radial a través de la epidermis. 

Posteriormente se iniciaría un desarrollo vertical que comenzaría a invadir la dermis a través de 

la lámina basal del epitelio. A partir de aquí las células invasivas adquieren la habilidad de 

degradar la matriz extracelular, alcanzando los vasos linfáticos y como consecuencia los ganglios 

linfáticos. Las células de melanoma también pueden invadir vasos sanguíneos, sobrevivir en el 

torrente sanguíneo y metastatizar a órganos distantes, fundamentalmente pulmones, hígado, 

encéfalo y médula ósea. 

A parte de los cambios genéticos o epigenéticos que ocurren en las células tumorales durante 

el desarrollo del melanoma, existen otros factores que van a dictaminar la progresión de la 

enfermedad como son las interacciones con los diferentes componentes del estroma: el 

microambiente tumoral (TME, del inglés “Tumoral Microenvironment”). 

 

Figura 1. Representación de la progresión del melanoma según el estadio. Simplificación del sistema de 

estadificación TNM con cuatro estadios, del I (1) al IV (4). 
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Microambiente tumoral 

Los tumores son organizaciones complejas de células, parecidas a los tejidos, formadas no 

solo por células cancerígenas sino también por el estroma, que está constituido por fibroblastos, 

células endoteliales, células del sistema inmune, moléculas solubles y la matriz extracelular. Los 

fibroblastos y las células endoteliales se encargan de mantener la integridad de los tejidos. La 

función de los fibroblastos es la de producir y reorganizar la matriz extracelular con proteínas 

como colágeno, proteoglicanos o fibronectina, entre otras. Además, también son capaces de 

reclutar células del sistema inmune mediante la liberación de quimioquinas. Sin embargo, 

cuando pasan a formar parte el tumor (fibroblastos asociados a cáncer, CAF) se activan y 

comienzan a secretar de forma sostenida factores de crecimiento y citoquinas que fomentan la 

proliferación y la propagación del cáncer (Alkasalias et al., 2018; Kalluri, 2016; Tripathi et al., 

2012). Por otro lado, las células endoteliales van a aportar el soporte nutricional necesario para 

su crecimiento. 

El melanoma es el tumor humano que más mutaciones somáticas acumula (Alexandrov et al., 

2013). Estas mutaciones específicas de los tumores los hacen altamente inmunogénicos porque 

no están presentes en los tejidos normales y, por lo tanto, evitan la tolerancia tímica central (Ott 

et al., 2017). Es por ello por lo que las células inflamatorias van a tener un papel crucial en la 

evolución del tumor y posterior metástasis.  

En un tejido normal la función del sistema inmune consiste en regular la homeóstasis del 

tejido, controlando la aparición de células anormales o mutadas en el mismo, y por otro lado 

defendiéndolo contra agentes extraños. En principio, el sistema inmune ejercería una respuesta 

anti-tumoral que reconocería el tumor, detendría su progreso y eliminaría las células cancerosas. 

Sin embargo, cuando un tumor logra desarrollarse es debido a la capacidad que adquieren las 

células cancerosas para eludir la respuesta anti-tumoral e incluso modificarla hasta convertirla 

en una respuesta pro-tumoral (Dunn et al., 2002). Esto es debido a la plasticidad que muestran 

las células del sistema inmune que, en respuesta a diferentes estímulos tales como citoquinas o 

factores de crecimiento, son capaces de tener efectos diversos e incluso contradictorios en el 

desarrollo tumoral. 
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En un tumor se pueden encontrar componentes celulares del sistema inmune innato, como 

las células asesinas naturales o natural killers (NK) o diversos tipos de células mieloides 

(neutrófilos, basófilos, eosinófilos, monocitos/macrófagos y células dendríticas) y células del 

sistema inmune adaptativo (linfocitos T y linfocitos B). 

 

Figura 2. Microambiente tumoral. El microambiente tumoral está compuesto por diversos componentes que 

participan activamente en los procesos tumorales e influyen en su crecimiento y propagación. Las células 

inflamatorias constituyen una proporción significative del estroma del melanoma humano y proporcionan un 

ambiente pro-tumoral mediante la secreción de citoquinas y factores solubles. 

Linfocitos T 

El sistema inmune adaptativo se caracteriza por ser específico, generar memoria y 

proporcionar una respuesta mejorada a antígenos específicos tras un encuentro inicial. La 

respuesta adaptativa permite una protección a largo plazo contra antígenos específicos que 

puede durar semanas, meses e incluso toda la vida. Las células responsables de esta inmunidad 

son los linfocitos T, que provienen del timo, y los linfocitos B, que provienen de la médula ósea o 

“bone marrow” en inglés. 
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Los linfocitos T se dividen en varios subgrupos según sus funciones: 

- Citotóxicos o CD8+: están especializadas en reconocer y eliminar células específicas 

gracias al reconocimiento de antígenos. Poseen tres mecanismos para la eliminación 

de células: a través de citoquinas como TNF-α e IFN-γ, mediante la liberación de 

gránulos citotóxicos como la granzima y la perforina y por último la inducción de 

apoptosis vía interacción del sistema Fas/FasL. Como cabe imaginar, su infiltración en 

el tumor se relaciona con un pronóstico favorable debido a su capacidad de eliminar 

células tumorales (Fridman et al., 2012). 

- Cooperadores o CD4+: se encargan de la secreción de citoquinas que estimulan y 

regulan la respuesta inmune. Hay varios tipos de linfocitos T cooperadores y sus 

respuestas pueden ser pro-tumorales o anti-tumorales. Las células Th1 (T helper 1) se 

caracterizan por ayudar a los linfocitos CD8+ mediante la secreción de IL-2 e IFN-γ, 

colaborando en la eliminación del tumor. En cambio, las células Th2 y Th17 producen 

una serie de interleuquinas que generalmente promueven el crecimiento tumoral. 

(Fridman et al., 2012). 

- Reguladores: se caracterizan por la expresión de FOXP3 y CD25 (Hsieh et al., 2012). 

Tienen una función inmunosupresora que se ejerce a través de la producción de 

moléculas como IL-10, TGF-β y la expresión de CTLA-4, que en condiciones normales 

permite mantener la homeostasis. Sin embargo, su presencia en el tumor se asocia con 

peor prognosis debido a que inhiben el reconocimiento y eliminación de las células 

tumorales por parte del sistema inmune (Nishikawa and Sakaguchi, 2010). 

Linfocitos B 

Los linfocitos B expresan un receptor llamado BCR (B Cell Receptor) que cuando se activa por 

la unión de un antígeno específico se secreta en forma de anticuerpo y provoca como resultado 

final la secreción de anticuerpos específicos para ese antígeno. Estos anticuerpos se unen al 

antígeno en cuestión favoreciendo la eliminación del patógeno por parte los macrófagos o de las 

células NK. Como cabría esperar, los linfocitos B pueden ejercer un efecto anti-tumoral(Coronella 

et al., 2001; Milne et al., 2009), sin embargo, se ha observado que también pueden tener 
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respuestas pro-tumorales, secretando citoquinas que regulan a las células T citotóxicas (Yuen et 

al., 2016). 

Natural Killers 

Las NK son células linfoides innatas altamente citotóxicas que forman parte de la primera línea 

de defensa frente a patógenos. Aunque para muchos tipos de cáncer la presencia de NK se asocia 

con un buen pronóstico, su eficacia contra tumores sólidos se considera escasa debido, 

probablemente, al ambiente inmunosupresor característico de los tumores avanzados (Lowry 

and Zehring, 2017; Russick et al., 2020). 

Células dendríticas 

Las células dendríticas también forman parte de la respuesta innata, pero van a tener un papel 

clave en la iniciación de la respuesta inmune adaptativa. Se caracterizan por su capacidad de 

procesamiento y posterior presentación de antígenos a los linfocitos T, promoviendo su 

proliferación y polarización. En un ambiente tumoral, la función de las células dendríticas se suele 

ver disminuida o suprimida, e incluso se ha observado que son capaces de favorecer la progresión 

tumoral mediante la anulación de la respuesta de los linfocitos T (Fu and Jiang, 2018). Muchas 

de las estrategias contra el cáncer que se han desarrollado en los últimos años tienen como diana 

a las células dendríticas (O'Keeffe et al., 2015). 

Neutrófilos 

Los neutrófilos son las primeras células en acudir al sitio de infección para amplificar la señal 

de inflamación mediante la liberación de citoquinas. Se caracterizan por tres funciones 

principales: fagocitosis, desgranulación y la formación de trampas extracelulares (NET). En cáncer 

el papel de los neutrófilos no está libre de controversia ya que se ha asociado tanto con 

comportamientos pro-tumorales como anti-tumorales (Coffelt et al., 2016; Uribe-Querol and 

Rosales, 2015).  

Células mieloides supresoras 

En pacientes con tumores avanzados se pueden detectar en sangre periférica la presencia de 

poblaciones inmaduras de precursores mieloides que son muy inmunosupresoras y se 

denominan MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells). Su caracterización es controvertida ya que 
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su fenotipo es distinto en los humanos y los ratones, pero podemos diferenciar dos 

subpoblaciones: polimorfonucleares (PMN-MDSC) y monocíticas (M-MDSC) (Bronte et al., 2016). 

En la actualidad las MDSC son objeto de estudio en todos los tumores y se consideran dianas 

terapéuticas, ya que su presencia se corresponde con pacientes con mala evolución y peor 

pronóstico (Gabrilovich, 2017; Tcyganov et al., 2018). 

Macrófagos 

Los macrófagos son células del sistema inmune innato con un papel fundamental en la 

protección contra enfermedades y en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. Algunas 

de sus funciones van a ser la fagocitosis de agentes patógenos, la presentación de antígenos y la 

secreción de moléculas señalizadoras (Biswas et al., 2012). Los macrófagos son el componente 

leucocitario más abundante del microambiente tumoral y se conocen con el nombre de 

macrófagos asociados a tumor (TAM, del inglés “Tumor Associated Macrophages”). Se 

caracterizan por una gran plasticidad que les permite adaptarse al microambiente, ejerciendo 

una actividad pro- o anti-tumoral dependiendo de las interacciones paracrinas que se den con 

las células tumorales y otros leucocitos (Locati et al., 2020), sin embargo, suelen promover la 

supresión inmunológica y la progresión neoplásica (Ribas and Wolchok, 2018). 

Macrófagos asociados a tumor 

Los TAM tienen un papel crucial en el mantenimiento e inducción del TME. Su origen puede 

derivar de la proliferación de los macrófagos residentes de tejido, sin embargo, es más común el 

reclutamiento de monocitos o MDSC a los tumores mediante la acción de determinadas 

quimioquinas y su posterior diferenciación a TAM (Franklin and Li, 2016; Guerriero, 2018; Lahmar 

et al., 2016; Qian and Pollard, 2010). 

Los macrófagos se caracterizan por ser un grupo de células muy heterogéneo con muy alta 

plasticidad, ya que dependiendo del microambiente en el que se encuentren pueden presentar 

distintos estados de polarización. La polarización de los macrófagos se establece en función de 

la expresión de receptores, las funciones efectivas y metabólicas y en cuanto al patrón de 

secreción de citoquinas y quimioquinas (Biswas and Mantovani, 2010; Mantovani et al., 2002). 

En un esfuerzo sistemático para facilitar su estudio se ha establecido una clasificación 
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simplificada que identifica dos extremos funcionales: los M1 o macrófagos activados 

clásicamente y los M2 o macrófagos activados alternativamente. Los M1 se inducen bajo la 

presencia de citoquinas propias de una respuesta Th1 como IFN-γ, TNF-α o GM-CSF. Los M2 en 

cambio se generan en respuesta a citoquinas de tipo Th2, como son IL-4, IL-13, IL-10y TGF-β. Por 

lo tanto, los M1 se van a considerar proinflamatorios, produciendo altos niveles de IL-12, IFN-γ y 

TNF-α, mientras que los M2 van a ser antinflamatorios y producen altos niveles de IL-10.  

Los TAM suelen tener un papel pro-tumoral y se han clasificado durante muchos años como 

macrófagos M2 debido a su menor capacidad para presentar antígenos y a su función 

inmunoreguladora, que ayudan a la progresión tumoral (Mantovani et al., 2002; Solinas et al., 

2009). Sin embargo, lo que conocemos en la actualidad sobre el papel de los TAM en el desarrollo 

tumoral no se ajusta a esta realidad ya que, por ejemplo, los factores citotóxicos pro-

inflamatorios producidos por los M1 (TNF-α, IL1, IL6, ROS) pueden apoyar la transformación 

neoplásica inicial (Mantovani et al., 2008). En realidad, estas células poseen una gran 

heterogeneidad fenotípica y funcional que se corresponde con la variedad de estímulos que 

presenta el TME (Ginhoux and Guilliams, 2016; Heusinkveld et al., 2011). La coexistencia de 

diversas poblaciones de TAM M1 y M2 y poblaciones mixtas se describió hace tiempo en modelos 

tumorales murinos (Movahedi et al., 2010) y no ha sido hasta la reciente aplicación de citometría 

de masas que ha permitido explorar la gran heterogeneidad fenotípica y funcional de estas 

células en dos cánceres humanos; de pulmón y renal (Chevrier et al., 2017; Lavin et al., 2017). En 

el estadio inicial de cáncer de pulmón se acumulan células T disfuncionales (especialmente Treg) 

y macrófagos (PPARghi) en el tumor comparado con el pulmón no afectado, mientras que en el 

cáncer renal se han identificado 17 subpoblaciones de macrófagos, entre las que destaca una 

inmunosupresora (CD38+, CD204+, CD206neg) y otra asociada a peor pronóstico de los pacientes 

(CD163+, CD204+, CD206+, CD169+). Otros estudios en humanos tan solo caracterizan el 

fenotipo “pro-tumoral” de los monocitos o de las MDSC de sangre periférica de pacientes con 

cáncer (Chittezhath et al., 2014). 



 

 
29 

 

 

Figura 3. Estados de polarización de macrófagos. En la figura se muestran las señales y citoquinas responsables de 

la polarización de los macrófagos, así como las características fenotípicas y funcionales de cada tipo. En el caso de 

los TAM además se muestra una parte de las interacciones reguladoras existentes entre las células tumorales (TC) 

de melanoma y los TAM en el microambiente. 

Algunas de las funciones pro tumorales más estudiadas de los TAM son las siguientes: 

- Supervivencia y proliferación de la célula tumoral. Los TAM son capaces de producir 

mediadores que promueven directamente el crecimiento del tumor e incluso protegen a 

las células tumorales de estímulos inductores de apoptosis (Jinushi et al., 2011). Uno de 

estos mediadores es IL-6, que a través de la vía de STAT3 controla la proliferación y la 

apoptosis (Liu et al., 2010). Otra citoquina con un papel importante en la supervivencia 

es el TNF, que, aunque en grandes cantidades pueda inducir necrosis, se ha visto que 

cuando es secretado por TAM estimula la proliferación y la angiogénesis (Balkwill, 2006). 

- Invasión de la célula tumoral. Los macrófagos tienen la capacidad de reparar y 

remodelar tejidos mediante la producción de metaloproteasas y otras enzimas 
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proteolíticas. En el microambiente tumoral esto les permite degradar la matriz 

extracelular, lo que contribuye a la invasión y posterior diseminación a través de los vasos 

sanguíneos (Mantovani et al., 2006). La secreción de factores como EGF también 

promueve la migración de las células tumorales (Quail and Joyce, 2013; Wyckoff et al., 

2007). 

- Angiogénesis. La vascularización es un proceso esencial en el desarrollo de los 

tumores sólidos y los TAM contribuyen a ella mediante la secreción de factores 

angiogénicos como VEGF, IL8 y CCL8. En varios modelos de tumor en los que se 

eliminaron los macrófagos, observaron una disminución en la angiogénesis (Gazzaniga et 

al., 2007; Halin et al., 2009). 

- Inmunosupresión. Los TAM tienen la capacidad de suprimir la respuesta inmune anti-

tumoral a través de la producción de citoquinas inmunosupresoras como IL10, TGF β y 

PGE2, que afectan directamente a las funciones de los linfocitos CD8 y CD4 (Chen et al., 

2014; Ruffell et al., 2014). Además, los TAM producen citoquinas como CCL2 para el 

reclutamiento de otras células inmunosupresoras como las MDSCs y las Treg (Chang et 

al., 2016). Por último, también se ha observado que los TAM pueden expresar ligandos 

de los puntos de control inmunitario (“Immune checkpoints” en inglés), como PD-L1 o 

proteínas de la familia B7, que se van a unir a PD-1 y a CTLA-4 respectivamente (Li et al., 

2018; Prima et al., 2017). Estas rutas son mecanismos de control de la respuesta inmune 

y son la diana de muchos de los tratamientos de inmunoterapia actuales. 

Macrófagos asociados a tumor en melanoma cutáneo 

Los TAM se encuentran entre las células inmunes más frecuentes que infiltran los tumores 

sólidos, y muestran una variedad de fenotipos y funciones (Yang et al., 2018a). Los TAM 

acumulados en tumores sólidos avanzados están preferentemente sesgados hacia M2, sin 

embargo, los melanomas cutáneos primarios son generalmente tumores no avanzados en el 

momento del diagnóstico. Varios estudios han evaluado el contenido en TAM como factores 

pronósticos para melanomas en estadio I / II con resultados opuestos. Jensen y col. (Jensen et 

al., 2009) utilizando el marcador general de macrófagos humanos CD68 mostraron que la 



 

 
31 

 

infiltración de macrófagos en el frente invasor era un predictor independiente de mala 

supervivencia. Otro estudio a gran escala (202 pacientes) no corroboró la correlación entre el 

número de TAM, identificados con CD68, y la supervivencia del melanoma (Storr et al., 2012).  

Biomarcadores 

Un biomarcador es cualquier sustancia, estructura o proceso que se pueda medir en un 

organismo y que permita detectar enfermedades o los procesos de las mismas. Los 

biomarcadores pueden comprender ácidos nucleicos (DNA, RNA o miRNA), proteínas, péptidos, 

azúcares, lípidos o células completas. Además, diferentes partes de un organismo pueden usarse 

para detectar biomarcadores, como por ejemplo la sangre o sus componentes (plasma o suero), 

secreciones corporales, como la orina o la saliva, o tejidos de los distintos órganos.  

En cáncer los biomarcadores son cada vez más estudiados y podemos encontrar tres tipos: de 

diagnóstico, que permiten determinar que pacientes padecen la enfermedad; de pronóstico, que 

ayudan a predecir el progreso de la enfermedad; y predictivos, que pueden predecir la respuesta 

de un paciente a un tratamiento específico. 

En melanoma, a pesar de los avances en nuevas terapias, solo algunos de los pacientes que 

padecen esta enfermedad en estadios más avanzados se logran beneficiar de manera duradera 

de estas terapias, siendo solo un 16% la supervivencia a 5 años. En la actualidad el indicador de 

pronóstico más importante en melanoma primario es el Breslow, sin embargo, incluso pacientes 

con melanomas muy finos pueden llegar a desarrollar metástasis. Dada la mala prognosis para el 

melanoma avanzado, urge determinar nuevos biomarcadores de pronóstico para poder 

identificar aquellos pacientes que se puedan beneficiar de terapias más agresivas (Grivennikov 

et al., 2010; Pages et al., 2005).  

Dentro del microambiente tumoral podemos encontrar dos fuentes de biomarcadores: los 

distintos tipos de células infiltradas y los factores que secretan estas células y las células 

tumorales. Todas las células expresan marcadores característicos que pueden ser utilizados para 

identificar y caracterizar los distintos tipos celulares (Biswas and Mantovani, 2010; Zhang et al., 

2003). Como ya se ha mencionado anteriormente, la infiltración de las distintas células del 

sistema inmune puede tener consecuencias tanto en la evolución tumoral como en la 
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supervivencia del paciente. Además del impacto clinicopatológico que tiene la infiltración de 

estas células a nivel individual, es importante observar el ambiente en el que se encuentran para 

entender la realidad de las condiciones que se dan dentro del tumor (Hiraoka et al., 2006; Sica 

and Bronte, 2007). 

 

Figura 4. Marcadores del infiltrado inmune tumoral humano para inmunohistoquímica. 

Activina A 

La superfamilia de TGF-β (del inglés “transforming growth factor beta”) es un grupo de 

factores de crecimiento que juegan papeles cruciales en el desarrollo y la homeostasis de los 

organismos, especialmente en la embriogénesis, el crecimiento y la reparación de tejidos 

(Hedger and de Kretser, 2013). Estas proteínas están altamente conservadas a través de las 

especies y pueden señalizar tanto de manera autocrina como paracrina. En humanos se han 

identificado más de 30 miembros de la familia, incluyendo las proteínas morfogénicas del hueso 

(BMPs), los factores de diferenciación del crecimiento (GDFs), la hormona antimulleriana, la 

proteína nodal, las activinas y, como su nombre indica, TGF-β (Feng and Derynck, 2005). Todas 

estas proteínas tienen una estructura muy similar y señalizan a través de complejos 
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heterotetraméricos formados por una combinación de los siete receptores de tipo I y los cinco 

receptores de tipo II (Tabla 2) (Heldin and Moustakas, 2016). 

Subfamilia Ligandos Receptores de tipo I Receptores de tipo II R-SMAD 

TGF-β TGF-β1 
TGF-β3 

TGF-β2 
 

ALK1 
ALK2 
ALK5 

TβRII SMAD1 
SMAD2 
SMAD3 
SMAD5 
SMAD8 

BMP BMP2 
BMP3 
BMP4 
BMP5 
BMP6 
BMP7 

BMP8A 
BMP8B 
BMP10 
BMP11 
BMP15 

ALK1 
ALK2 
ALK3 
ALK4 
ALK5 
ALK6 
ALK7 

BMPR2 
BMPR2B 
ActR-IIA 
ActR-IIB 

SMAD1 
SMAD2 
SMAD3 
SMAD5 
SMAD8 

GDF GDF1 
GDF2 
GDF3 
GDF5 
GDF6 

GDF7 
GDF9 
GDF10 
GDF11 
GDF15 

ALK1 
ALK3 
ALK4 
ALK5 
ALK6 

BMPR2 
ActR-IIA 
ActR-IIB 

SMAD1 
SMAD2 
SMAD3 
SMAD5 
SMAD8 

Activina Activina A 
Activina B 
Activina AB 

ALK2 
ALK4 
ALK7 

ActR-IIA 
ActR-IIB 

SMAD1 
SMAD2 
SMAD3 
SMAD5 
SMAD8 

Inhibina Inhibina A 
Inhibina B 

- ActR-IIA 
ActR-IIB  
BMPR2 

BMPR2B 

- 

Nodal Nodal  ALK4 
ALK7 

ActR-IIA 
ActR-IIB  

SMAD2 
SMAD3 

AMH AMH  ALK2 
ALK3 
ALK6 

AMHR2 SMAD1 
SMAD5 
SMAD8 

Lefty Lefty1 
Lefty2 

 - ActR-IIA 
ActR-IIB  

- 

Abreviaturas: TGF-β, transforming growth factor β; BMP, bone morphogenic protein; GDF, growth and differentiation factor; AMH, anti-
müllerian hormone; ALK, activin receptor like kinase; ActR, activin receptor.  

 
Tabla 2. Rutas de señalización de la superfamilia TGF-β en humanos. Tomado de Morianos et al., 2019. 

Las activinas son glicoproteínas diméricas que pertenecen a la superfamilia de proteínas TGF-

β. Están formadas por homo- o heterodímeros de las distintas subunidades β, βA, βB, βC y βE, 

codificadas por los genes INHBA, INHBB, INHBC y INHBE, respectivamente. Hasta la fecha se han 
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identificado cinco activinas, de las cuales solo tres son isoformas funcionales en humanos: 

activina A (βAβA), activina B (βBβB) y activina AB (βAβB) (Namwanje and Brown, 2016). La 

activina A, con un peso de 25 kDa, es con diferencia la activina más caracterizada. Fue aislada por 

primera vez en 1986 e identificada como responsable de la síntesis y secreción de la hormona 

foliculoestimulante (FSH) en la pituitaria (Vale et al., 1986). Está involucrada en múltiples 

procesos biológicos como la hematopoyesis, el desarrollo embrionario, mantenimiento y 

pluripotencia de células madre, reparación de tejidos y fibrosis (Morianos et al., 2019). 

La señalización de la activina tiene lugar a través de la formación de un complejo de receptores 

formado por ALK2, ALK4 o ALK7, como receptores de tipo I, y ActRIIA o ActRIIb, como receptores 

de tipo II. Una vez la activina se une a los receptores de tipo II, tiene lugar el reclutamiento y 

activación de los receptores de tipo I mediante su fosforilación. Posteriormente los receptores 

de tipo I fosforilarán a los mediadores intracelulares SMAD2/3 que, tras su unión a SMAD4, se 

traslocarán al núcleo donde regularán la transcripción de distintos genes (Massague and Chen, 

2000). Cabe añadir que la activina A puede señalizar a través de otras vías no canónicas a través 

de ERK, p38, JNK o Wnt (de Guise et al., 2006; Morianos et al., 2019; Tamminen et al., 2015), 

(Figura 5). 
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Figura 5. Señalización de la activina A. A) La activina señaliza a través de un complejo de receptores. Inicialmente 

se une a los receptores de tipo II, constitutivamente activados, que van a reclutar a los receptores de tipo I para su 

posterior fosforilación. A continuación, los receptores de tipo I fosforilan a las proteínas SMAD2/3 y éstas junto con 

SMAD4 transmiten la señal al núcleo. Existe además una vía de señalización no canónica a través de mediadores 

como ERK, p38, JNK y Wnt. B) La señalización de activina A está altamente regulada y algunos ejemplos de ello se 

muestran en la figura. Adaptado de Morianos et al., 2019. 

Teniendo en cuenta que la activina está involucrada en múltiples procesos biológicos, su 

actividad está estrechamente regulada. Esta regulación puede ocurrir tanto a nivel extracelular 

como intracelular. A continuación, se enumeran los mecanismos de regulación de la activina más 

conocidos: 

- La folistatina es uno de los inhibidores más conocidos y actúa uniéndose a la activina 

e impidiendo su interacción con los receptores.  

- Las inhibinas, proteínas que forman parte también de la superfamilia de TGF-β, se 

unen a un receptor transmembrana llamado betaglicano, que dimeriza con receptores 

de activina de tipo II, inhabilitando la unión de la activina. 



 

 
36 

 

- BAMBI (“BMP and activin membrane-bound inhibitor homolog”). Es un 

pseudoreceptor que inhibe la señalización mediante la unión al receptor de tipo I. 

- Cripto. Es un correceptor de nodal que actúa de forma similar a BAMBI impidiendo 

la interacción de activina con los receptores de tipo I. 

- I-SMADs. A nivel intracelular nos encontramos con los SMAD inhibitorios, SMAD 6 y 

SMAD7, que se unen al receptor de tipo I una vez ha sido activado impidiendo la 

fosforilación de SMAD2/3. También promueven la unión de Smurf 1 y 2 (“SMAD 

ubiquitin regulatory factors”) que inducen la degradación de los receptores por 

ubiquitinación. 

- MicroRNAs. En los últimos años un creciente número de estudios ha demostrado 

que tanto la activina como sus receptores son susceptibles de ser regulados por 

microRNAs. Ejemplos de ellos son la inhibición del receptor ActRIIA por parte de mir-

15/16 (Martello et al., 2007) o la inhibición de la expresión de INHBA por mir-146a (Li 

et al., 2016). 

Activina A y sistema inmune 

La activina está presente en prácticamente todos los tejidos del cuerpo humano. La 

observación inicial que arrojó luz a la importancia de la activina en la respuesta inmune fue la 

capacidad de inhibir la proliferación de los timocitos (Hedger et al., 1989). Desde entonces y tras 

una intensiva investigación durante las últimas décadas se ha visto que la mayoría de las células 

del sistema inmune, incluyendo los macrófagos, las células dendríticas, los linfocitos y las NKs, 

tienen la capacidad de producir y responder a la activina A, aunque de maneras muy diferentes.   

En macrófagos está bien documentado que cuando un monocito o un macrófago es 

estimulado con activina, estas células comienzan a producir múltiples mediadores inflamatorios 

como IL-1β, TNF-α, IL-6, NO, PGE2 y tromboxanos (Nusing and Barsig, 1999; Nusing et al., 1995; 

Yamashita et al., 1993). Otra investigación más reciente demostró que la activina, que es 

secretada por los macrófagos M1 o pro-inflamatorios, además suprime la secreción de la 

citoquina antinflamatoria IL-10 y la adquisición de marcadores característicos de los macrófagos 
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M2 o antinflamatorios (Sierra-Filardi et al., 2010). Sin embargo, otros estudios indican que 

cuando un macrófago se encuentra en estado activado, la activina A puede tener un efecto 

antinflamatorio como la inhibición de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-18 y IL-6 

(Cuschieri et al., 2008; Sugama et al., 2007; Wang et al., 2009; Wilms et al., 2010; Zhang et al., 

2005; Zhou et al., 2009). Por consiguiente, en macrófagos la activina A puede tener un efecto 

proinflamatorio o antinflamatorio dependiendo del estado de activación de la célula y del tipo 

de estímulo. 

Activina A y cáncer 

El papel de la activina A en el desarrollo y la progresión del cáncer es dual y va a cambiar según 

el contexto en el que se encuentre el tumor. Por ejemplo, en cáncer de mama se ha observado 

que la activina inhibe el crecimiento y promueve la apoptosis (Burdette et al., 2005; Razanajaona 

et al., 2007); sin embargo, también se ha visto un efecto pro-tumoral promoviendo la invasión y 

la metástasis (Bashir et al., 2015; Kalli et al., 2019). De la misma forma en cáncer de colon (Jung 

et al., 2007), de próstata (Dalkin et al., 1996; Nomura et al., 2013) y en hepatocarcinoma (Chen 

et al., 2000; Hyuga et al., 2000) se han obtenido resultados similares en los que la activina 

suprime el crecimiento, pero aumenta la migración tumoral o la metástasis. 

No obstante, un aumento en la proliferación tumoral a causa de la activina se ha demostrado 

en cáncer de endometrio (Tanaka et al., 2004), cáncer oral de células escamosas (Chang et al., 

2010) y en adenocarcinomas de esófago (Seder et al., 2009a) y de pulmón (Seder et al., 2009b). 

En el caso del cáncer de piel la activina se encuentra altamente expresada en carcinomas de 

células basales y escamosas (Antsiferova et al., 2011; Heinz et al., 2015; Hoek et al., 2006). La 

sobreexpresión de activina en queratinocitos se ha observado que es tumorigénica en cáncer de 

piel no melanoma a través de su acción paracrina en las células del estroma, particularmente por 

el reclutamiento de monocitos de la sangre y su polarización hacia un fenotipo de macrófagos 

pro-tumorigénicos (Antsiferova et al., 2017). En modelos de ratón de melanoma con B16 se ha 

demostrado que la activina tiene un papel tumorigénico, reduciendo la respuesta anti-tumoral 

(Donovan et al., 2017; Ni et al., 2018; Rautela et al., 2019).
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OBJETIVOS  
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1. Identificación de poblaciones de macrófagos tumorales M1 y M2 en melanoma humano y 

estudio de su perfil pro-tumoral/pro-metastásico. 

1.1. Estudio de marcadores M1-M2 in vivo. 

1.2. Correlación entre la supervivencia de pacientes y el tamaño, densidad y estado de 

polarización de los macrófagos tumorales. 

1.3. Determinación del perfil pro-tumoral/pro-metastásico de TAM de melanoma. 

1.4. Validación de marcadores independientes con valor pronóstico en TAM de melanoma. 

1.5. Regulación de la expresión de proteínas pro-tumorales: factores extrínsecos de 

señalización y vías de regulación transcripcional. 

2. Estudio de la implicación de la activina A en el microambiente tumoral del melanoma 

humano. 

2.1. Analizar el papel de la activina A en el condicionamiento de los macrófagos del 

melanoma. 

2.2. Determinar el efecto de la activina A en la progresión del melanoma. 

2.3. Evaluar la expresión de activina A como biomarcador para el pronóstico del melanoma 

humano. 

2.4. Estudio del potencial de la activina A como diana terapéutica.
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MATERIALES Y MÉTODOS  
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Los materiales y métodos empleados en esta tesis doctoral están detallados en los artículos 

presentados en la misma.
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RESULTADOS 
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Los resultados de esta tesis doctoral están detallados en los artículos presentados en la misma.
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Publicaciones  

El fenotipo secretor de citoquinas CCL20/TNF/VEGFA de los macrófagos 

asociados a tumores es un factor pronóstico negativo en el melanoma cutáneo 

Los TAM constituyen una gran fracción de las células inmunes infiltrantes en los tejidos del 

melanoma, pero su importancia para los resultados clínicos aún no está clara. Exploramos 

diversos parámetros TAM en muestras de melanoma cutáneo primario clínicamente relevantes, 

incluida la densidad, la ubicación, el tamaño y la expresión del marcador de polarización; además, 

debido a que la producción de citoquinas es un sello distintivo de la función de los macrófagos, 

medimos las citoquinas intracelulares CCL20, TNF y VEGFA mediante microscopía confocal 

multiparamétrica unicelular. Se utilizó el método de Kaplan-Meier para analizar la correlación 

con la supervivencia libre de enfermedad específica del melanoma y la supervivencia global. No 

se observaron correlaciones significativas con los parámetros clínicos para la densidad, 

morfología o ubicación de TAM. Significativamente, se cuantificaron contenidos más altos de las 

citoquinas intracelulares CCL20, TNF y VEGFA en los TAM que infiltran metástasis en comparación 

con los melanomas primarios de la piel sin metástasis (p < 0,001). Para explorar el mecanismo de 

la regulación positiva de citoquinas, realizamos estudios in vitro con macrófagos condicionados 

por melanoma, utilizando RNA-seq para explorar las vías involucradas e inhibidores específicos. 

Mostramos que p53 y NF-κB corregulan CCL20, TNF y VEGFA en macrófagos condicionados por 

melanoma. Estos resultados delinean un perfil de citoquinas pro-oncogénicas clínicamente 

relevante de TAM con importancia pronóstica en melanomas primarios y apuntan a una posible 

diana terapéutica combinada de las vías NF-kB/p53 para controlar la desviación de TAM en 

melanoma. 

Gutiérrez-Seijo A, García-Martínez E, Barrio-Alonso C, Pareja-Malagón M, Acosta-Ocampo A, 

Fernández-Santos ME, Puig-Kröger A, Parra-Blanco V, Mercader E, Márquez-Rodas I, Avilés-

Izquierdo JA, Samaniego R, Sánchez-Mateos P. CCL20/TNF/VEGFA Cytokine Secretory Phenotype 

of Tumor-Associated Macrophages Is a Negative Prognostic Factor in Cutaneous Melanoma. 

Cancers (Basel). 2021 Aug 5;13(16):3943. doi: 10.3390/cancers13163943. PMID: 34439098; 

PMCID: PMC8392234. 
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Figure S1: Validation of staining specificity 
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Table S1: Frozen and paraffin-embedded primary melanoma collections, clinicopathological 
features. 

 

PARAFFIN FROZEN 

Gender Gender 

Male (n=45) Male (n=27) 

Female (n=38) Female (n=13) 

Age (years) Age (years) 

≤65 (n=36) ≤65 (n=20) 

>65 (n=47) >65 (n=20) 

Location Location 

Head/limbs (n=58) Head/limbs (n=15) 

Trunk (n=25) Trunk (n=25) 

Subtype Subtype 

Nodular (n=30) Nodular (n=14) 

Others (n=53) Others (n=26) 

Ulceration Ulceration 

No (n=42) No (n=26) 

Yes (n=36) Yes (n=14) 

Breslow Breslow 

≤4mm (n=38) ≤2mm (n=19) 

>4mm (n=45) >2mm (n=21) 

Stage Stage 

II (n=61) I-II (n=33) 

III (n=16) III (n=7) 

IV (n=6)   

Metastasis 
(10 years) 

Metastasis (5 years) 

No (n=32) No (n=24) 

Yes (n=51) Yes (n=16) 

Survival (10 
years) 

Survival (5 years) 

Yes (n=50) Yes (n=32) 

No (n=33) No (n=8) 
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Table S2: Association of evaluated prognostic markers with clinicopathological features (Mann-
Whitney). 

 

 

TAM CCL20 P  TAM TNF P TAM VEGFA P  TC VEGFA P

Gender Male (n=45) 106 ± 5 0.011 112 ± 6 0.125 102 ± 5 0.089 74 ± 5 0.165

Female (n=38) 85 ± 5 99 ± 4 93 ± 6 64 ± 6

Age (years) ≤65 (n=36) 89 ± 6 0.215 102 ± 5 0.780 88 ± 6 0.043 61 ± 5  0.204

>65 (n=47) 97 ± 4 104 ± 4 104 ± 5 73 ± 5

Location Head/limbs (n=58) 93 ± 4 0.866 102 ± 4 0.615 99 ± 5 0.849 69 ± 5 0.577

Trunk (n=25) 95 ± 6 106 ± 6 94 ± 5 65 ± 6

Subtype Nodular (n=30) 87 ± 5 0.158 109 ± 5 0.261 95 ± 5 0.922 68 ± 7 0.782

Others (n=53) 97 ± 5 100 ± 4 98 ± 5 68 ± 4 

Ulceration No (n=42) 91 ± 5 0.75 104 ± 5 0.827 102 ± 6 0.39 64 ± 5 0.218

Yes (n=36) 95 ± 5 105 ± 5 94 ± 5 74 ± 6

Breslow ≤4mm (n=38) 95 ± 5 0.806 105 ± 5 0.582 100 ± 5 0.562 69 ± 5 0.786

>4mm (n=45) 92 ± 5 101 ± 5 94 ± 5 66 ± 5

Stage II (n=63) 87 ± 4 0.003 99 ± 4 0.025 86 ± 5 0.002 67 ± 5 0.565

III-IV (n=20) 113 ± 7 117 ± 6 112 ± 7 72 ± 6

Metastasis (10 years) No (n=32) 78 ± 6 <0.001 85 ± 4 <0.001 78 ± 6 <0.001 56 ± 5 0.014

Yes (n=51) 105 ± 5 118 ± 5 110 ± 5 77 ± 5

Survival (10 years) Yes (n=50) 89 ± 5 0.113 94 ± 4 <0.001 88 ± 5 0.007 64 ± 5 0.318

No (n=33) 101 ± 5 121 ± 5 111 ± 5 75 ± 6
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La activina A sustenta el fenotipo metastásico de los macrófagos asociados a 

tumores y es un marcador de pronóstico en el melanoma cutáneo humano 

Las células tumorales atraen e interactúan dinámicamente con monocitos/macrófagos para 

subvertir su diferenciación en macrófagos asociados a tumor (TAM), que promueven 

principalmente la supresión inmunitaria y la progresión neoplásica, pero las vías y las señales 

microambientales que gobiernan su desviación pro-tumoral no se conocen por completo. Para 

identificar las vías moleculares responsables de la diferenciación de TAM, analizamos los 

biomarcadores secretados durante las interacciones entre melanoma y macrófagos utilizando 

microarrays de Quantibody y secuenciación de RNA de macrófagos. Descubrimos que la activina 

A, un miembro de la familia TGF, juega un papel fundamental en la comunicación cruzada entre 

las células de melanoma y los monocitos/macrófagos, lo que resulta en la regulación al alza de 

distintos genes sustentadores de tumores y el logro de funciones pro-invasivas e 

inmunosupresoras de TAM. El bloqueo de la activina reduce la regulación positiva de parte de 

estos genes e impide la adquisición de funciones pro-tumorales, lo que facilita el rechazo del 

melanoma humano por linfocitos humanos transferidos en un modelo de ratón con xenoinjerto. 

Sorprendentemente, la detección de dos colecciones independientes de melanoma primario 

cutáneo mostró que la activina A está enriquecida en TAM y células de melanoma de pacientes 

con peor pronóstico y constituye un marcador de pronóstico nuevo e independiente. Por lo 

tanto, identificamos a la activina A como un intermediario clave en las funciones pro-tumorales 

e inmunosupresoras de los TAM, con un potencial significativo como biomarcador de 

enfermedades y como diana inmunoterapéutica. 

Gutiérrez-Seijo A, García-Martínez E, Barrio-Alonso C, Parra-Blanco V, Avilés-Izquierdo JA, 

Sánchez-Mateos P, Samaniego R. Activin A Sustains the Metastatic Phenotype of Tumor-

Associated Macrophages and Is a Prognostic Marker in Human Cutaneous Melanoma. J Invest 

Dermatol. 2022 Mar;142(3 Pt A):653-661.e2. doi: 10.1016/j.jid.2021.07.179. Epub 2021 Sep 6. 

PMID: 34499901. 
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DISCUSIÓN  
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El melanoma cutáneo es la más letal de las neoplasias cutáneas (Curti and Faries, 2021). Antes 

del advenimiento de la inmunoterapia como tratamiento, los pacientes con melanoma 

metastásico tenían muy mal pronóstico, con una supervivencia de sólo 6 a 10 meses (Balch et al., 

2009). Los tratamientos con inhibidores de los puntos de control inmune (immune checkpoint 

(ICP) inhibitors), que se desarrollaron inicialmente en melanoma metastásico también tienen el 

potencial de ser eficaces en el contexto adyuvante (en ausencia de enfermedad clínicamente 

evaluable), porque son más eficaces con una menor carga de la enfermedad, cuando la 

inmunosupresión mediada por el tumor es mínima (Schuchter, 2017). Aunque los inhibidores de 

los ICP han demostrado su eficacia en el melanoma, también se asocian a efectos adversos 

inmuno-mediados (EAI), que incluyen colitis, neumonitis y miocarditis (Postow et al., 2018). En 

el contexto metastásico, existe una mayor tolerancia para los EAI; sin embargo, en el entorno 

adyuvante, se necesita una mayor seguridad y no se pueden realizar ensayos en poblaciones 

grandes que incluyan muchos pacientes de bajo riesgo (Schuchter, 2017). Por lo tanto, se 

necesitan con urgencia biomarcadores de pronóstico para identificar qué pacientes tienen mayor 

riesgo de recurrencia para la estratificación de los ensayos clínicos (Jacquelot et al., 2017).  

Las interacciones entre las células cancerosas y otras células o factores del microambiente 

tumoral van a tener un efecto importante en la biología tumoral (Hanahan and Weinberg, 2011). 

El estudio en profundidad del microambiente tumoral nos puede aportar las claves necesarias 

para comprender estas complejas interacciones y, finalmente, contribuir al establecimiento de 

herramientas de uso clínico. Por ello nuestro principal objetivo es identificar marcadores de 

macrófagos con un perfil pro-tumoral que permitan establecer un factor pronóstico sobre la 

evolución de pacientes de melanoma primario en estados I-III. 

El análisis de imagen confocal multicolor nos permite cuantificar la expresión de diversos 

marcadores a nivel de células individuales, con la ventaja de tener información de localización 

dentro del tejido tumoral (borde tumoral, perivascular, necrosis) (Gutierrez-Gonzalez et al., 2016; 

Puig-Kroger et al., 2009; Samaniego et al., 2013; Samaniego et al., 2018; Samaniego et al., 2014; 

Sanchez-Martin et al., 2011). La información de localización dentro del microambiente tumoral 

es muy importante y se pierde en las técnicas que requieren disgregación tisular como la 

citometría, tanto la tradicional con fluoróforos como la citometría de masas. Además, los 

melanomas primarios son tumores generalmente pequeños, que se incluyen en su totalidad en 
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parafina para hacer el diagnóstico y no queda tumor suficiente para ser disgregado. Para la 

microscopía confocal multicolor se usan cantidades muy pequeñas de tejido, lo que permite 

realizar el diagnóstico convencional de anatomía patológica y su posterior análisis con 

inmunofluorescencia multicolor (IF multiplex). 

Los estudios de tejidos humanos suelen utilizar inmunohistoquímica (IHC) cromogénica para 

evaluar proteínas específicas o marcadores celulares in situ; sin embargo, esta metodología solo 

es adecuada para el marcado sencillo o doble y la intensidad de la expresión de los marcados es 

difícilmente cuantificable. La IHC fluorescente y la microscopía espectral tienen la ventaja de la 

detección de múltiples marcadores y además las imágenes se pueden cuantificar y la intensidad 

de la fluorescencia nos da un valor relativo de la expresión de cada marcador. Un análisis 

profundo del TME puede proporcionar pistas para comprender las complejas interacciones de 

las células cancerosas con otras células o factores y, en última instancia, será de utilidad clínica 

para el establecimiento de nuevas herramientas de pronóstico o dianas terapéuticas. Con este 

fin, hemos puesto a punto la inmunofluorescencia multicolor, unida a la microscopía confocal, 

para estudiar in situ diversos componentes inmunes y estromales, así como la expresión de 

quimioquinas y sus receptores en el TME del melanoma humano. Esta metodología no 

destructiva del tejido nos permite estudiar la distribución espacial de diversas células, la 

ubicación de proteínas específicas dentro de las células o áreas de tejido y la cuantificación de su 

nivel relativo de expresión. El marcaje múltiple es de particular relevancia cuando se evalúan 

células heterogéneas como macrófagos, que se sabe que comparten marcadores con otras 

células mieloides o que expresan moléculas en relación con su polarización funcional.  

Previamente se han establecido en nuestro laboratorio las condiciones para el marcado 

múltiple y el análisis cuantitativo de imágenes de TAM, en tejidos criopreservados o parafinados, 

que son más convenientes para el uso clínico. En primer lugar, como marcadores panmacrófagos 

auténticos, hemos demostrado que la mayoría de las células con morfología de macrófagos 

coexpresan CD163, CD68 y CD115. CD163 no define ningún subgrupo separado de TAM, lo que 

concuerda con su coexpresión con los marcadores M1 y M2 en patologías predominantes Th1 y 

Th2 (Barros et al., 2013). En nuestra experiencia, la definición de las subpoblaciones de TAM se 

consigue mejor mediante la tinción triple con un marcador panmacrófago, para segmentar los 

macrófagos, y la evaluación cuantitativa del nivel de expresión de CD11c y CD209 (Samaniego et 
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al., 2018). Aunque CD11c es un marcador muy utilizado para marcar células dendríticas 

convencionales (las DC CD11c+ “bona fide” no expresan marcadores de macrófagos y son poco 

frecuentes en melanoma), CD11c también se expresa en una subpoblación que coexpresa 

marcadores de macrófagos (CD163+/CD68++), que pueden corresponder a macrófagos M1. 

Por otro lado, en nuestro trabajo Samaniego et al., 2018 también describimos cómo las células 

del melanoma expresan de manera generalizada el receptor CCR6 y cómo su ligando CCL20 

solamente es expresado por los TAM de tumores primarios de pacientes que posteriormente 

desarrollan metástasis (<5 años). En este trabajo se utilizó una colección de 40 tumores primarios 

criopreservados y se describió además la existencia de TAM con un estado especial de activación 

que, aparte de CCL20, se caracterizan por la expresión de proteínas pro-tumorales como TNF y 

VEGFA. Este perfil pro-tumoral se detalló también en el trabajo de Chittezhath et al., 2014, en el 

que observaron que los monocitos de pacientes con carcinoma renal expresaban, entre otros 

genes, CCL20, TNF y VEGFA.   

Con el fin de continuar sobre esta línea y validar este grupo de proteínas como marcadores 

independientes con valor pronóstico, pusimos a punto un estudio mediante 

inmunofluorescencia multicolor en una cohorte de 83 melanomas primarios incluidos en 

parafina. Los tejidos parafinados son más convenientes para el uso clínico ya que es el método 

más común para su conservación en hospitales y da acceso a un mayor número de muestras. 

Acorde con los resultados preliminares obtenidos en Samaniego et al., 2018, se observó que la 

producción de las citoquinas CCL20/TNF/VEGFA por TAM correlacionaba con una mala 

supervivencia de los pacientes. Para evaluar la importancia clínica de estos marcadores 

realizamos un estudio mediante curvas Kaplan-Meier y un análisis de regresión multivariante. 

Nuestros resultados validan este perfil pro-tumoral como un marcador pronóstico independiente 

de la evolución de melanoma.  

Además, con el objetivo de profundizar en el estudio de estas citoquinas, procedimos a 

purificar los TAM y las células tumorales de 4 tumores primarios de pacientes en estadio IV para 

cuantificar la expresión de mRNA. Nuestros resultados demuestran que los TAM expresan 

activamente los genes CCL20, TNF y VEGFA comparado con los monocitos de sangre periférica 

aislados de estos pacientes. 
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Por otro lado, también quisimos estudiar otros parámetros asociados a TAM como son su 

densidad, su tamaño y su localización en el tumor, pero ninguna de estas características se asoció 

con valor pronóstico. También exploramos la posibilidad de que existiera una correlación entre 

la ratio de TAM M1/M2 y la supervivencia de los pacientes. Para ello utilizamos los marcadores 

de polaridad anteriormente mencionados, CD11c y CD209, y el pan-marcador CD163. Para 

analizar los resultados se representó la expresión de CD11c frente a CD209 en un dot plot. Se 

observó que en muestras control de piel la población dominante estaba formada por macrófagos 

CD209+ CD11c-, que probablemente se traten de los macrófagos residentes de tejido (McGovern 

et al., 2014). En cambio, en las muestras de melanoma primario observamos que aparece una 

nueva subpoblación CD209- CD11c+, seguramente formada por macrófagos pro-inflamatorios, y 

una subpoblación intermedia caracterizada por expresar tanto CD11c como CD209. Sin embargo, 

no se observaron diferencias significativas entre primarios metastásicos y no metastásicos, 

aunque sí se observó cierta tendencia a una menor proporción de macrófagos M2 en los 

melanomas primarios metastásicos. 

Usando macrófagos derivados de monocitos, ya sea con GM-CSF o con M-CSF, que se sabe 

que se polarizan hacia los fenotipos M1 o M2 respectivamente (Samaniego et al., 2014), 

producimos macrófagos condicionados por melanoma in vitro que expresan CCL20 y TNF (M1) o 

VEGFA (M2). Este sistema de co-cultivo in vitro de macrófagos con células de melanoma, nos 

permitió explorar las vías reguladoras subyacentes al fenotipo secretor de citoquinas CCL20 / TNF 

/ VEGFA de TAM, demostrando que p53 y NF-κB corregulan macrófagos condicionados por 

tumores. Se sabe que la activación de NF-κB impulsa la polarización M2 de los TAM (Porta et al., 

2009) y su inhibición reeduca a los TAM hacia un fenotipo anti-tumoral (Hagemann et al., 2008). 

De acuerdo con nuestros resultados, se describió que la activación dual de p53 y NF-κB en 

macrófagos induce la expresión de IL6, TNF y CCL20 (Lowe et al., 2014). Estos resultados 

identifican una vía p53 / NF-kB única en TAM pro-tumoral que podría ser apta para reeducar a 

los TAM y bloquear sus funciones pro-tumorales. 

La producción de citoquinas por los macrófagos es un atributo de la polarización de los 

macrófagos (Sica and Mantovani, 2012); los M1 secretan grandes cantidades de citoquinas 

proinflamatorias (como IL-12, IL-23 y TNF), mientras que los M2 se caracterizan por la expresión 

de IL-10 y factores pro-angiogénicos como IL-8, VEGFA y VEGFC. Estas citoquinas son capaces de 
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modificar el microambiente tumoral e incluso fomentar el crecimiento del tumor (Yang et al., 

2018b). Por ejemplo, la polarización de TAM secretores de CCL20 se inducía vía IL-6 en un modelo 

de ratón de cáncer de colon en el cual el CCL20 promovía la progresión del cáncer mediante el 

reclutamiento de linfocitos CCR6+ (Wunderlich et al., 2018). Por otro lado, el TNF derivado de 

macrófagos se identificó como un factor crucial en la resistencia a tratamientos con inhibidores 

de la vía MAPK en un modelo de ratón con melanoma mutado BRAFV600E (Smith et al., 2014). 

Con el objetivo de buscar más factores secretados durante el co-cultivo de melanoma-

macrófagos, decidimos condicionar la línea celular de melanoma BLM con macrófagos 

(diferenciados con M-CSF) y cuantificar un amplio espectro de proteínas mediante un microarray 

de anticuerpos llamado Quantibody. Este ensayo es capaz de medir cuantitativamente la 

presencia de múltiples citoquinas, factores de crecimiento, proteasas, receptores solubles y otras 

proteínas más en el sobrenadante del co-cultivo. Para determinar la fuente de las proteínas 

secretadas realizamos en paralelo una secuenciación del RNA de los macrófagos condicionados 

por melanoma y lo comparamos a macrófagos en estado de reposo. De entre todos los factores 

solubles analizados, nos llamó la atención una proteína de la familia de TGFβ llamada activina A. 

Esta proteína se encontraba en el sobrenadante en concentraciones elevadas y estaba además 

altamente expresada en los macrófagos condicionados por melanoma con respecto al control.  

Es de sobra conocido que TGF-β juega un papel relevante en distintos tipos de tumor, 

incluyendo el melanoma, facilitando o inhibiendo su progresión dependiendo del contexto 

(Bellomo et al., 2016; Perrot et al., 2013). TGF-β es un potente inhibidor de la proliferación de las 

células epiteliales, y, por lo tanto, se considera un potente supresor tumoral durante los estadios 

iniciales de la carcinogénesis debido a estos efectos inhibitorios en el ciclo celular (Elliott and 

Blobe, 2005; Wakefield and Roberts, 2002). Sin embargo, durante la progresión de la enfermedad 

las células tumorales escapan de estos efectos inhibitorios de TGF-β e incluso, en estadios más 

tardíos, TGF-β ejerce un efecto pro-tumoral. Muchos tumores como el melanoma secretan 

grandes cantidades de TGF-β, que influye directamente en el microambiente y promueve el 

crecimiento tumoral, así como la angiogénesis, la invasión y la diseminación (Leivonen and 

Kahari, 2007). También se ha visto que TGF-β favorece el escape de la respuesta inmune a través 

de varios mecanismos inmunosupresores (Wan and Flavell, 2007). 
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Muchos de los atributos asociados a TGF-β se han observado también para la activina, aunque 

su efecto pleiotrópico va a depender de las características del microambiente tumoral (Batlle and 

Massague, 2019; Chen and Ten Dijke, 2016). De hecho, se ha visto que la activina A puede tener 

tanto efectos pro-tumorales como anti-tumorales según el tipo de cáncer (Antsiferova and 

Werner, 2012). Por ejemplo, la exposición a activina induce una inhibición en la proliferación y 

promueve la apoptosis en hepatocitos normales (Schwall et al., 1993) y también en líneas 

celulares de carcinoma de hígado (Vejda et al., 2003; Zauberman et al., 1997). Del mismo modo, 

la activina limita el crecimiento en líneas celulares de tumores epiteliales como el cáncer de 

próstata (Dalkin et al., 1996), el cáncer de mama (Razanajaona et al., 2007) o el cáncer de colon 

(Jung et al., 2007), e incluso también en el linfoma B de células grandes (Jiang et al., 2018) y en 

células endoteliales (Kaneda et al., 2011; Panopoulou et al., 2005). Sin embargo, también se ha 

observado una estimulación del crecimiento y de la supervivencia por parte de la activina en 

fibroblastos de pulmón (Ohga et al., 1996) y en líneas celulares de cáncer de pulmón (Seder et 

al., 2009b) y de mesotelioma (Hoda et al., 2012). Mientras que la respuesta a activina con 

relación al crecimiento celular es ambivalente, la literatura es más categórica con respecto a la 

migración celular. Un gran número de estudios han establecido que la activina estimula la 

migración en varios tipos celulares, incluyendo algunos en los que se había observado una 

inhibición de la proliferación como en el cáncer de colon (Jung et al., 2007). También se han 

reportado casos en los que la invasión y la metástasis se veían aumentadas a causa de la activina 

como es el caso del cáncer de próstata (Nomura et al., 2013), de mama (Kalli et al., 2019), el 

carcinoma oral de células escamosas (Chang et al., 2010) y de mesotelioma (Tamminen et al., 

2015). 

En cuanto al papel de la activina en melanoma, estudios previos han hallado que tanto las 

líneas celulares de melanoma como los tumores expresan frecuentemente activina (Heinz et al., 

2015; Hoek et al., 2006). Heinz y colaboradores llevaron a cabo un estudio de expresión 

transgénica de activina en A375 para un modelo de ratón de melanoma humano y observaron 

un descenso en la linfangiogénesis tumoral. Sin embargo, no hubo alteraciones en el crecimiento 

tumoral ni en la metástasis. En otro estudio investigaron el efecto de la activina en melanoma 

murino de forma paracrina y autocrina, y también en ratones inmunocompetentes e 

inmunodeficientes. Los resultados obtenidos en este estudio indicaban que la activina podía 
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tener un efecto tumorigénico cuando actúa de forma paracrina en ratones inmunocompetentes, 

sugiriendo que la activina actúa sobre la respuesta inmune anti-tumoral inhibiéndola (Donovan 

et al., 2017). Por otro lado, en un modelo de B16 se observó que la activina es requerida para la 

función supresora de las células T reguladoras, ya que cuando bloqueaban la activina estas 

células eran incapaces de reprimir la respuesta anti-tumoral, promoviendo un descenso en el 

crecimiento tumoral (Ni et al., 2018). Por último, recientemente investigadores han examinado 

los efectos en las células NK en un modelo de B16 y han visto que la activina actúa de forma 

paracrina conduciendo la diferenciación de células NK hacia un fenotipo menos citotóxico, y 

mediante su bloqueo son capaces de recuperar la función citotóxica y su respuesta anti-tumoral 

(Rautela et al., 2019). 

Con estos antecedentes nos planteamos profundizar en el estudio de la activina en el 

melanoma y su potencial como biomarcador y diana terapéutica. Nuestros primeros datos 

confirmaron que la activina es activamente secretada tras la interacción melanoma-macrófago. 

Para ello realizamos ensayos de co-cultivo con líneas celulares de melanoma y monocitos de 

sangre periférica, ya que son las células que van a ser reclutadas al tumor para convertirse en 

TAM (Yang et al., 2018b). Se analizó tanto la proteína secretada al sobrenadante como la 

expresión de mRNA y se observó que tanto los monocitos/macrófagos como las células 

tumorales son la fuente de la activina. Los monocitos condicionados por el melanoma también 

expresaban el perfil pro-tumoral de citoquinas CCL20 / TNF / VEGFA, así como otros factores 

implicados en el fenotipo inmunosupresor de los TAM, como IL10, IDO1, PTGS2, que codifica la 

expresión de COX2, y CD274, codificante para PD-L1. También observamos que la activina es 

capaz de inducir la expresión de todos estos genes, incluso de INHBA, generando un mecanismo 

de retroalimentación positiva en los monocitos. Para explorar los efectos de la activina en el 

condicionamiento de los monocitos por parte del melanoma decidimos utilizar el inhibidor SB-

431542, que inhibe la acción de los receptores ALK5, ALK4 y ALK7, impidiendo la señalización a 

través de SMAD2 (Inman et al., 2002). Observamos que la inducción de estos genes en el co-

cultivo era parcialmente revertida en presencia del inhibidor salvo por los genes IL10 y CD274, 

que no se vieron afectados. Esto sugiere que la activina es un factor intermediario clave en la 

interacción entre monocitos y macrófagos, ya que se secreta desde el comienzo de la interacción 
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y además su señalización controla la secreción de otros factores pro-tumorales e 

inmunosupresores.  

En conjunto, estos resultados indican que el condicionamiento de los macrófagos/monocitos 

por parte del melanoma inicia un proceso de retroalimentación positiva que induce la expresión 

de activina, así como un conjunto de factores con un papel inmunosupresor, como COX2/PGE2 

(Mao et al., 2013) e IDO1 (Hennequart et al., 2017), de supervivencia como TNF (Smith et al., 

2014), pro-invasivos como CCL20 (Samaniego et al., 2018) o pro-angiogénicos como VEGFA (Apte 

et al., 2019). Además de tener un efecto autocrino, la activina, debido a su gran difusibilidad 

(McDowell et al., 1997), puede promover efectos locales paracrinos en monocitos y otras células 

inmunes recién reclutadas. Para evaluar la capacidad inmunosupresora del fenotipo adquirido 

por los TAM y la contribución de la activina en esta funcionalidad, decidimos realizar un ensayo 

de inmunosupresión de linfocitos en presencia de medios condicionados obtenidos de los co-

cultivos de monocitos y melanoma o en presencia de los monocitos previamente condicionados 

por el melanoma. Este ensayo se realizó mediante la estimulación de linfocitos T con bolas anti-

CD3/CD28 y posterior evaluación de la proliferación mediante la tinción con CFSE 

(Carboxyfluorescein succinimidyl ester). Como resultado obtuvimos no solo que tanto el medio 

de cultivo como el monocito condicionado son capaces de frenar la proliferación de los linfocitos, 

sino que además este efecto inmunosupresor es abolido cuando el condicionamiento tiene lugar 

en presencia del inhibidor SB-431542. Este resultado apoya la hipótesis de que la activina tiene 

un papel relevante en el fenotipo inmunosupresor de los macrófagos. 

También quisimos corroborar los efectos de la activina sobre la migración y en la invasión 

tumoral, ya que, son factores clave en la diseminación metastásica (Welch and Hurst, 2019). Ya 

se había descrito con anterioridad que la activina estimula la migración y la invasión en otros 

tipos de cáncer (Ries et al., 2020). Sin embargo, en nuestros ensayos de invasión tridimensional 

observamos que, aunque la activina por sí sola no aumenta la invasión, cuando su señalización 

es bloqueada en los medios condicionados, las propiedades pro-invasivas de los mismos se 

inhiben. Esto indica que los efectos de la activina son indirectos, es decir, cuando la activina es 

producida en el co-cultivo, se induce en el monocito la secreción de ciertas moléculas que 

promueven la invasión tridimensional del melanoma, tales como PGE2, CCL20 o TNFα. 
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Con respecto al uso de la activina como biomarcador, varios estudios han intentado 

correlacionar la expresión de mRNA o de proteína de la activina con la supervivencia y 

parámetros clinicopatológicos de pacientes de cáncer. En la gran mayoría de tumores sólidos el 

mRNA de INHBA está sobre-expresado, y, además, correlaciona con la progresión de la 

enfermedad y con un mal pronóstico (Antsiferova et al., 2011; Bashir et al., 2015; Donovan et al., 

2017; Lonardo et al., 2011). Del mismo modo, altos niveles de expresión de la subunidad βA de 

la activina también se asociaron con una mala supervivencia en varios tipos de cáncer como 

adenocarcinoma endometrioide (Mylonas, 2011), carcinoma urotelial (Lee et al., 2015) y 

leucemia mieloide aguda (Si et al., 2018). En resumen, la evidencia disponible sugiere que la 

expresión elevada de activina tiene un impacto negativo en la progresión de la enfermedad. Sin 

embargo, a día de hoy se han realizado pocos estudios confirmatorios en el mismo tipo de cáncer 

y el beneficio de usar la activina como biomarcador en el ámbito clínico todavía necesita ser 

testado.  

En este trabajo quisimos explorar si los TAM o las células tumorales constituían una fuente 

importante de activina in vivo. Para ello procedimos a purificar los TAM y las células tumorales 

de 4 tumores primarios de pacientes en estadio IV para cuantificar la expresión de mRNA. 

Observamos que tanto los TAM como las células tumorales expresaban INHBA, mientras que los 

monocitos extraídos de la sangre de los pacientes no, indicando que la secreción de activina es 

un suceso local que tiene lugar en el microambiente tumoral y no un condicionamiento sistémico 

de las células mieloides. A continuación, decidimos investigar si la expresión de la activina en el 

microambiente tumoral del melanoma tenía significancia clínica. Utilizando nuestro propio 

método de fenotipado mediante microscopía confocal multicolor y cuantificación a nivel de 

células individuales hemos analizado el contenido de activina en dos cohortes de pacientes con 

melanoma primario: una primera cohorte de 40 pacientes y una cohorte confirmatoria de 83 

pacientes. Nuestros datos indican que la activina expresada tanto por TAM como por células 

tumorales es un factor pronostico independiente de la progresión metastática en pacientes con 

melanoma cutáneo. Como nuevo biomarcador del progreso de la enfermedad, la expresión de 

activina en tumores primarios puede proporcionar una guía para la inmunoterapia adyuvante, ya 

que así solo aquellos pacientes con alto riesgo de diseminación metastásica y mal pronóstico se 
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verían beneficiados, aportando más seguridad a los tratamientos y evitando los efectos adversos 

para aquellos pacientes con menor riesgo (Rizk et al., 2020; Schuchter, 2017).   

Por lo tanto, y atendiendo a que la activina controla la inducción de funciones 

inmunosupreosras y pro-invasivas, consideramos que debería ser valorada como una potencial 

diana para mejorar los tratamientos de inmunoterapia. Para probar esta hipótesis decidimos 

utilizar un modelo de terapia celular adoptiva (ACT, por sus siglas en inglés “adoptive cell 

transfer”) con linfocitos humanos en ratones inmunodeficientes inoculados con un melanoma 

humano, ya descrito anteriormente (Hennequart et al., 2017; Sanmamed et al., 2015). En primer 

lugar, observamos como la terapia con células T era capaz de controlar el crecimiento de los 

tumores de melanoma (rechazo alogénico). Sin embargo, cuando el tumor inyectado era 

mezclado con monocitos, el efecto anti-tumoral de la ACT se perdía, sugiriendo que los 

monocitos/macrófagos presentes en el tumor suprimían el rechazo alogénico y bloqueaban la 

respuesta de la ACT. Curiosamente, la respuesta anti-tumoral se recuperaba mediante el bloqueo 

de la activina en los xenograft que presentaban mezcla de monocitos y células tumorales, sin 

alterar la progresión tumoral de aquellos que solo tenían células de melanoma. Así pues, parece 

que bloquear la activina podría complementar a la inmunoterapia para aliviar el microambiente 

inmunosupresor creado por las interacciones entre el melanoma y lo monocitos.  

En conclusión, nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la activina es una citoquina con 

un papel decisivo en la orquestación del microambiente pro-tumoral e inmunosupresor del 

melanoma humano. Además, cabe destacar que el bloqueo de la activina podría contribuir a 

estimular la respuesta inmune anti-tumoral y su combinación con inmunoterapia podría ser un 

tratamiento muy prometedor tanto en melanoma como en otros tipos de cáncer.
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CONCLUSIONES  
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Los resultados presentados en esta tesis apoyan las siguientes conclusiones: 

1. No se ha observado una correlación entre la evolución de pacientes y el tamaño, 

densidad y estado de polarización de los macrófagos asociados a tumor (TAM) de 

melanoma primario, en dos colecciones independientes de melanoma humano. 

2. Los niveles de expresión proteica de las citoquinas CCL20/TNF/VEGFA por los TAM, 

cuantificados en los melanomas primarios mediante IF-multicolor a nivel de célula única, 

correlaciona, de forma independiente, con un mal pronóstico en pacientes de melanoma 

en estadios I-III en dos series independientes de pacientes. 

3. La expresión del perfil pro-tumoral de citoquinas CCL20/TNF/VEGFA en TAM tiene lugar 

principalmente a través de las vías de señalización de p53 y NF-κB. 

4. La activina A tiene un papel intermediario clave en el condicionamiento de los monocitos 

/macrófagos por parte del melanoma in vitro y promueve la adquisición de un perfil pro-

tumoral e inmunosupresor en los monocitos condicionados por melanoma. 

5. El nivel alto de expresión de activina A tanto en TAM como en células tumorales 

correlaciona, de forma independiente, con un mal pronóstico en pacientes de melanoma 

en estadios I-III, en dos colecciones independientes de melanoma humano. 

6. La activina A confiere resistencia a la respuesta anti-tumoral en un modelo de xenograft 

de melanoma en ratones inmunodeficientes tratados con terapia celular adoptiva (ACT). 

Así, la activina se muestra como una potencial diana terapéutica para el tratamiento de 

melanoma y otros tipos de cáncer.
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Publicaciones relacionadas 

La expresión de CCL20 por macrófagos asociados a tumor predice la progresión 

del melanoma cutáneo primario humano 

El eje de quimiocinas CCR6/CCL20 está involucrado en la progresión del cáncer en una 

variedad de tumores. Aquí, mostramos que CCR6 es expresado por células de melanoma. El 

ligando de CCR6, CCL20, induce la migración y la proliferación in vitro y mejora el crecimiento 

tumoral y la metástasis in vivo. El análisis con confocal de tejidos de melanoma mostró que CCR6 

se expresa en células tumorales, mientras que CCL20 se expresa primordialmente en células no 

tumorales en el estroma de ciertos tumores. El CCL20 estromal, pero no el CCR6 tumoral, predijo 

una mala supervivencia en una cohorte de 40 pacientes con melanoma primario. Los macrófagos 

asociados a tumores (TAM), independientemente de su perfil de polarización M1/M2, se 

identificaron como la principal fuente de CCL20 en melanomas primarios que desarrollaron 

metástasis. Además de CCL20, los TAM expresaron citoquinas pro-tumorales TNF y VEGF-A, lo 

que sugiere que la progresión del melanoma está respaldada por macrófagos con un estado de 

activación diferencial. Nuestros datos destacan la interacción sinérgica entre las células 

tumorales de melanoma y los macrófagos pro-metastásicos a través de un bucle paracrino 

CCR6/CCL20. Los niveles estromales de CCL20 en melanomas primarios pueden ser un marcador 

clínicamente útil para evaluar el riesgo del paciente, tomar decisiones de tratamiento y planificar 

o analizar ensayos clínicos. 

Samaniego R, Gutiérrez-González A, Gutiérrez-Seijo A, Sánchez-Gregorio S, García-Giménez J, 

Mercader E, Márquez-Rodas I, Avilés JA, Relloso M, Sánchez-Mateos P. CCL20 Expression by 

Tumor-Associated Macrophages Predicts Progression of Human Primary Cutaneous Melanoma. 

Cancer Immunol Res. 2018 Mar;6(3):267-275. doi: 10.1158/2326-6066.CIR-17-0198. Epub 2018 

Jan 23. PMID: 29362221.  
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