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PALABRAS CLAVE Las metastasis son la principal causa de mortalidad en el melanoma. Las quimio-
Quimiocinas; cinas son citocinas quimiotacticas de bajo peso molecular que permiten la migracion celular,
Metastasis; atrayendo a células que expresan sus receptores. Como algunas quimiocinas son abundantes en
Melanoma; organos que son asiento comln de metastasis, y sus receptores son expresados por las células
Receptores tumorales, se planted la hipotesis de que un gradiente de estas quimiocinas facilitaria selectiva-

mente las metastasis a esos organos. El hallazgo posterior de la produccion de estas quimiocinas
por las propias células tumorales, y su efecto autocrino, obliga a modular esta hipotesis. Ade-
mas, muchas quimiocinas tienen efectos contrapuestos dependiendo del tipo celular sobre el
que actuan (tumoral, inflamatorio/ inmunitario, endotelial), su estado funcional y otras interac-
ciones moleculares. En el melanoma las células tumorales adquieren ventajas de la expresion de
quimiocinas y receptores alterando su microambiente, estimulando la angiogénesis y evadiendo
la respuesta inmune, facilitando asi la progresion tumoral.

© 2011 Elsevier Espana, S.L. y AEDV. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS
Chemokines;
Metastasis; Metastasis is the main cause of death from melanoma. Chemokines are low molecular
Melanoma; weight chemotactic cytokines that facilitate cellular migration. Thus, cells that express recep-
Receptors tors for a given chemokine are attracted to the site of its production. As certain chemokines are

found in abundance in organs that are common targets of metastasis and receptors for these
chemokines are expressed by tumor cells, it was hypothesized that chemokine gradients might
selectively facilitate metastasis to these organs. A later finding that these chemokines were
produced by tumor cells, with evidence of autocrine effects, obliged the modification of that

* Financiado con la ayuda FIS PI071203 del Plan Nacional de Investigacién Cientifica, Desarrollo e Innovacién Tecnologica (I + D + 1),
Instituto de Salud Carlos Ill-Subdireccion General de Evaluacion y Fomento de la Investigacion, y la convocatoria IMPULSA de la Fundacion
para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana y la Fundacion Bancaja.

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: Carlos.Monteagudo@uv.es (C. Monteagudo).

0001-7310/$ - see front matter © 2011 Elsevier Espafa, S.L. y AEDV. Todos los derechos reservados.
doi:10.1016/j.ad.2011.03.004


dx.doi.org/10.1016/j.ad.2011.03.004
mailto:Carlos.Monteagudo@uv.es
dx.doi.org/10.1016/j.ad.2011.03.004

Papel de las quimiocinas en la progresion del melanoma

499

hypothesis. Many chemokines are also known to have opposing effects according to the type
of cell they are acting on (tumor, inflammatory/immune, or endothelial cells), their functional
status, or interactions with other molecules. The expression of chemokines and their receptors
by melanoma cells enhances tumor progression by altering their microenvironment, stimulating
angiogenesis, and inhibiting the immune response.

© 2011 Elsevier Espafa, S.L. and AEDV. All rights reserved.

El melanoma es el tipo de cancer que mas ha aumen-
tado de frecuencia en el mundo en los Ultimos anos, y
en estos pacientes el desarrollo de metastasis es el indi-
cador mas fuertemente asociado a una alta mortalidad,
dada la ausencia de tratamientos claramente efectivos’.
Las variaciones en la expresion de determinadas quimioci-
nas y sus correspondientes receptores han sido propuestas
como mecanismos moleculares que intervienen de forma
relevante, favoreciendo o dificultando la diseminacion
metastasica del melanoma?—>. La comprension de los meca-
nismos moleculares que permiten la progresion tumoral en
el melanoma es un paso esencial que puede permitir, en
Ultima instancia, no sélo predecir, sino intervenir de forma
terapéutica para evitar dicho proceso.

Las quimiocinas son una familia de citocinas quimiotacti-
cas de bajo peso molecular (8-17 kilodaltons) que provocan
respuestas de migracion celular dirigida, y que son a su
vez inducidas por citocinas inflamatorias, factores de creci-
miento y estimulos patégenos®?>. Se han agrupado en cuatro
familias: CXC, CC, CX3C y XC, en funcion de la posicion de
las dos primeras cisteinas situadas cerca de la region amino-
terminal. Se conocen hasta ahora mas de 50 quimiocinas que
reconocen al menos 19 receptores celulares®> (tabla 1). Un
mismo receptor puede reconocer varias quimiocinas o ligan-
dos, pero hay 6 receptores que reconocen un Unico ligando.
Se considera actualmente que cualquier tipo celular puede
expresar quimiocinas y/ o receptores®. La expresion de estos
receptores en una célula depende de su estirpe, de la fase
de diferenciacion, de la concentracion de quimiocinas pro-
ducidas en su microambiente, de las citocinas inflamatorias
y de la existencia de hipoxia local®. La unién de estas qui-
miocinas a sus receptores en la superficie celular conlleva
una serie compleja de respuestas celulares, como la activa-
cién de varias vias de sefalizacién celular y reorganizacion
del citoesqueleto, que favorecen la formacion de pseudo-
podos y permiten el movimiento celular. Los receptores de
quimiocinas actlan a través de proteinas G heterotriméricas
que regulan vias de transduccion que incluyen MAP cinasas,
fosfolipasa CB, fosfoinositol-3 cinasa, RAS y GTPasas de la
familia Rho*”-8. Se ha destacado la participacién de RhoC en
el desarrollo de metastasis’. Existen ademas mecanismos de
colaboracion entre quimiocinas y metaloproteinasas'®~'2.

Uno de los grandes enigmas de la patologia oncoldgica en los
Ultimos dos siglos ha residido en aclarar las causas por las

que se producen metastasis selectivamente en ciertos 6rga-
nos y no en otros, independientemente del flujo sanguineo
que reciben vy, por tanto, de la cantidad de células neo-
plasicas circulantes que llegan a ellos'®. Fue Stephen Paget
quien, tras estudiar datos de mas de 900 autopsias, demos-
tré que las metastasis en dichos 6rganos no se producian
por azar, sino que ciertas células tumorales (‘‘la semilla’’)
tenian especial afinidad por el microambiente de algunos
organos (“‘el terreno’’), proponiendo asi en 1889 la hipote-
sis, todavia vigente, de la semillay el terreno' para explicar
este fenémeno.

Ademas, la localizacion de las metastasis a distancia
tiene en el melanoma valor prondstico. Asi, metastasis
cutaneas, subcutaneas y de ganglios linfaticos distantes se
acompanan de una mayor supervivencia que las metastasis
viscerales, y en este sentido, actualmente el American Joint
Commitee on Cancer (AJCC) subclasifica las metastasis en:
M1a para las metastasis a distancia cutaneas, subcutaneas
y ganglionares, M1b para las pulmonares y M1c para las de
otras localizaciones viscerales'>.

A lo largo de la ultima década se ha sefalado el papel pro-
tagonista que desempenan las quimiocinas y sus receptores
en la diseminacion neoplasica®'¢. Muller et al* encontraron
una sobreexpresion de CXCR4, CCR10 y CCR7 en lineas celu-
lares de melanoma. Dado que CXCL12, el ligando de CXCR4,
se detecta de forma preferente en ganglios linfaticos,
pulmon, higado y médula dsea, estos autores postularon

Clasificacion de las quimiocinas y sus receptores

Familia Receptor Quimiocinas
CXC CXCR1 CXCL6y 8
CXCR2 CXCL1,2,3,5,6,7,y8
CXCR3 CXCL9, 10y 11
CXCR4 CXCL12
CXCR5 CXCL13
CXCR6 CXCL16
CXCR7 CXCL11y 12
ccC CCR1 CCL3, 4, 5,7, 14, 15, 16, y 23
CCR2 CCL2,7,8,12,y 13
CCR3 CCL5, 7, 11, 13, 15, 24, 26, y 28
CCR4 CCL2, 3,5,17,y 22
CCR5 CCL3,4,5,y8
CCR6 CCL20
CCR7 CCL19y 21
CCR8 CCL1, 4,y 17
CCR9 CCL25
CCR10 CCL27 y 28
CX3C CX3CR1 CX3CL1
XC XCR1 XCL1y2
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Participacion de las quimiocinas y receptores en la distribucion selectiva de las metastasis en los pacientes con melanoma
cutaneo: las flechas gruesas negras corresponden a interacciones bien caracterizadas quimiocinas-receptor. Las flechas gruesas grises
indican asociaciones potenciales no completamente caracterizadas. Las flechas curvas delgadas representan la produccion autéloga
de las quimiocinas (ligandos) por las propias células tumorales con efectos autocrinos.

su papel en la distribucion selectiva de las metastasis en
estas localizaciones (fig. 1). Apoyando esta hipotesis se
detecto la expresion de CXCR4 en metastasis subcutaneas y
ganglionares de melanomas humanos, y en lineas celulares
de melanoma donde facilitaban la adhesién y migracién de
las células tumorales merced a las interacciones con sus
ligandos’. Las interacciones CXCR4 y CXCL12 son responsa-
bles de la migracion celular durante la embriogénesis, de
la movilizacion de células madre hematopoyéticas>'?, y se
acepta su papel en la diseminacidn neoplasica®>. Al menos
una subpoblacion de células neoplasicas expresa CXCR4 en
muchos tipos de cancer®. Las situaciones, como la hipoxia,
que aumentan la activacion del llamado *‘factor inducible
por hipoxia’’, producen un incremento en la expresion de
CXCR4 en células neoplasicas'®. El unico ligando conocido
de CXCR4 es CXCL12, una quimiocina de 68 aminoacidos que
tiene propiedades angiogénicas'®, promueve el crecimiento
tumoral'®?° y facilita la invasidn tisular incrementando
la produccion de varias metaloproteinasas''. En el mela-
noma B16, un melanoma de ratéon muy bien caracterizado
experimentalmente en cuanto a su potencial metastasico,
las células tumorales transfectadas con CXCR4 mostraron
una capacidad 10 veces mayor de desarrollar metastasis
pulmonares?'.

En el melanoma es también importante el papel
desempenado por el receptor CCR7, cuyos ligandos (CCL19
y CCL21) se expresan en los vasos linfaticos dérmicos, areas
paracorticales ganglionares y vénulas de células endotelia-
les altas de los ganglios linfaticos?>23. Las interacciones de
CCRY7 con sus ligandos han sido implicadas en el desarro-
llo de metastasis ganglionares de melanoma en un modelo
experimental en ratones??® (fig. 1). Se ha descrito asimismo
la existencia de mecanismos de regulacion de la expresion
de los ligandos de CCR7, y en particular CCL21, en los gan-
glios linfaticos donde se han desarrollado las metastasis por
melanoma?*?>, Pero la intervencidén de CCL21 y CCR7 en el
proceso metastatico es mas compleja, como comentaremos
mas adelante.

Es un fendmeno bien conocido que los melanomas
tienen una particular tendencia a producir metastasis cuta-
neas. Se ha propuesto la participacion en este proceso
del receptor CCR10, cuyo ligando, CCL27, se expresa pre-
dominantemente en las células basales de la epidermis*
(fig. 1). Asimismo, no es infrecuente que pacientes con
diseminacion hematogena por melanoma tengan metasta-
sis gastrointestinales?®. CCR9 participa en el desarrollo de
metastasis en el intestino delgado, donde se expresa su
ligando CCL25% (fig. 1). Recientemente se ha implicado el
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receptor CCR4 en las metastasis cerebrales de melanoma?®
(fig. 1).

Sin embargo, se ha demostrado en los Gltimos afios una
expresion coordinada por las propias células tumorales de
distintos tipos de cancer, incluyendo el melanoma, no sélo
de los receptors, sino también de las propias quimiocinas,
condicionando asi circuitos o bucles autocrinos en las pro-
pias células tumorales, en particular los correspondientes
a CXCL12-CXCR4 y CCL21-CCR7, que desempenan un papel
esencial en el crecimiento y migraciéon tumoral, y por tanto
en una mayor agresividad de las células tumorales. Estos
circuitos autocrinos estimulan la capacidad de prolifera-
cién y/ o invasion y diseminacion metastasica de las células
tumorales?®-3°.

La angiogénesis es un fendomeno esencial para el crecimiento
tumoral y se correlaciona con el desarrollo de metastasis. La
participacion de las quimiocinas en este punto es asimismo
compleja. En general, son angiogénicas las quimiocinas CXC
con dominios ‘‘glu-leu-arg’’ (ERL), concretamente CXCL1,
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 y CXCL8 (todas ellas
ligandos de CXCR2), asi como CXCL12 (que no tiene domi-
nios ERL)3. Es particularmente potente como angiogénico
CXCL8, cuyos receptores CXCR1 y CXCR2 se expresan en
células endoteliales’'. CXCL8 ejerce en buena medida su
accion induciendo la produccion de metaloproteinasas MMP2
y MMP9, y también del factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF), activando este Ultimo de forma autocrina
a su receptor en las mismas células endoteliales®'. Por el
contrario, son anti-angiogénicas CXCL4, CXCL9, CXCL10 y
CXCL113.

Las quimiocinas actGan como mediadoras en el recluta-
miento de diferentes tipos celulares en el microambiente
tumoral, como linfocitos, macrofagos y neutrofilos asociados
a tumores (TAM y TAN), fibroblastos, células madre mesen-
quimales y células endoteliales®. En este sentido ha sido
importante el reconocimiento de dos tipos de TAM y TAN,
los de tipo 1, antitumorales y los tipo 2, protumorales’?33.
En cuanto a los linfocitos se ha propuesto que una res-
puesta Th1, que es mayor en melanomas en regresion3*3>,
tiene un efecto antitumoral, mientras que una Th2 facilita
la progresion tumoral, pero la situacion es mas compleja.
Asi, por ejemplo, se pone de manifiesto con las quimio-
cinas CXCL10 y CXCL4, ya que ambas tienen afinidad por
CXCR3 y tienen efectos opuestos. CXCL10 induce la pro-
duccion por las células T de la citocina Th1 interferon-v,
mientras que CXCL4 promueve las citocinas Th2, interleuci-
nas 4, 5y 13%. Al parecer, CXCL10 actlia preferentemente
sobre CXCR3A, mientras CXCL4 se une a la variante del
mismo receptor CXCR3B%. Existen cada vez mas evidencias
de que las quimiocinas presentes en los tumores humanos
contribuyen mas en general al crecimiento tumoral, pro-
gresion e inmunosupresion que a producir una respuesta
antitumoral efectiva®. Pero lo cierto es que las interaccio-
nes quimiocina-receptor en unos casos potencian y en otros
dificultan la respuesta inmune. Asi, la expresion de CCL27

es un importante inductor de la respuesta immune en neo-
plasias de células escamosas, y su inhibicion contribuye a
la evasion de la respuesta inmune que favorece la progre-
sion tumoral3. De hecho, la expresion de CCL27 es mas baja
en metastasis de melanoma en comparacion con melano-
mas primarios cutaneos®. Sin embargo, la sobreexpresion de
CCR10, el receptor de CCL27 por células de melanoma B16,
probablemente estimulada por los altos niveles de CCL27 de
origen epidérmico, parece aumentar la resistencia de estas
células a la respuesta inmune antitumoral, y protege de la
apoptosis mediada por Fas*. De hecho, la transduccidn de
células de melanoma B16 con CCR10, con la consiguiente
produccion de niveles altos de este receptor por las célu-
las tumorales, incrementa de forma notable la formacion
de metastasis ganglionares en ratones a los que han sido
inyectadas previamente en la piel*'. Asimismo, se ha des-
crito una expresion inmunohistoquimica de CCR10 mas alta
en melanomas primarios con ganglio centinela positivo que
en aquellos en los que es negativo*'.

También existen datos contradictorios respecto a la
influencia de CXCL12 en la respuesta inmune antitumoral.
La produccion de CXCL12 por células neoplasicas puede dis-
minuir la respuesta inmune frente al tumor debido a que
atrae y promueve la supervivencia de células precursoras de
células dendriticas (pre-DC2), que expresan CXCR4, y altera
la distribucion, inmunidad y estimulo de la fibrosis de las
células pre-CD1, condicionando el que células dendriticas
inmaduras no presenten antigenos del tumor#2. Sin embargo,
segln otros autores*? la produccion de CXCL12 por células de
melanoma B16F1 modificadas genéticamente para secretar
esta quimiocina, e inyectadas en ratones inmunocompeten-
tes, tuvo como resultado que fueran rechazadas en el 50%
de los casos, induciendo respuestas de memoria especifi-
cas de tumor. En este sentido, la secrecion de CXCL12 por
células de melanoma modificadas genéticamente atrae a lin-
focitos T cutaneos CXCR4-positivos en cultivos organotipicos
y facilita la regresion tumoral*.

Una de las aportaciones mas recientes y llamativas en
este tema se refiere a CCL21. En circunstancias norma-
les esta quimiocina es producida por las células reticulares
fibroblasticas paracorticales (FRC) de los ganglios linfaticos,
y atrae a ese lugar tanto a las células presentadoras de anti-
genos como a las propias células tumorales de melanomas,
ya que ambas expresan su receptor CCR7. Se ha demostrado
que las células tumorales de distintos canceres, y entre ellos
los melanomas, pueden producir CCL19 y CCL21 en situa-
ciones de flujo intersticial lento, lo que conlleva un efecto
autocrino que se ha denominado ‘‘quimiotaxis autdloga’’ y
que potencia la migracion celular en el sentido del flujo
hacia los vasos linfaticos®®. Cuando se compard el compor-
tamiento de las células de melanoma B16 con alta expresion
de CCL21 con las de baja expresion, en implantes en ratones
inmunocompetentes singénicos, se comprob6 como las pri-
meras daban lugar a tumores mas grandes que las segundas,
y ello a pesar de que las ricas en CCL21 atraian a mas leucoci-
tos y células presentadoras de antigenos a los tumores. Este
efecto, que no se observa in vitro, depende de la reaccion
del huésped, ya que no se produce si los ratones son inmuno-
deficientes. Es decir, que una alta produccion endégena por
las células tumorales de CCL21 en melanomas favorece la
inmunotolerancia y por tanto la mayor progresién tumoral®.
Los tumores ricos en CCL21 tenian mas células T reguladoras
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CD4+, CD25+, FoxP3+y mas TGFB1, que favorece el cambio
fenotipico de macrofagos M1 (antitumorales) a M2 (protumo-
rales). Tenian también células inductoras de tejido linfoide
(LTi), asi como una red de células FRC y algunos vasos con
caracteristicas de vénulas de células endoteliales altas. Sin
embargo, los tumores pobres en CCL21 tenian una respuesta
fundamentalmente T citotoxica, con mayor produccion de
interferon-vy e interleucinas 2 y 4%.

CXCL12 promueve la supervivencia de las células neopla-
sicas que expresan CXCR4 cuando crecen en condiciones
suboptimas, como la hipoxia, que se dan con frecuencia en
los canceres'®. Ademas, CXCL12 puede estimular la produc-
cion de metaloproteinasas, lo que facilita la invasion tisular
por las células neoplasicas''. La interaccion de CXCL9 con
CXCR3, presente en células tumorales, también potencia su
supervivencia* y, asimismo, la migracidn transendotelial de
células de melanoma*’. De hecho, una alta expresion tanto
de CXCR4 como de CXCR3 por las células tumorales de mela-
nomas es un signo de mal prondstico en estos pacientes*®-3°,
aunque, por otro lado, una expresion alta de CXCR3 en los
linfocitos circulantes en pacientes con melanoma en estadio
Il es un indicador de buena respuesta inmune antitumoral®'.
Ademas, niveles altos de CXCL10 reducen la capacidad pro-
liferativa e invasiva de los melanomas®. Queda por aclarar
el papel de CXCR7, un receptor mas recientemente des-
crito, que liga tanto CXCL12 como CXCL11, a los que parece
eliminar, y cuyo efecto en los melanomas no esta aclarado?.

La accion de los ligandos de CXCR2 durante la progre-
sion tumoral es compleja. Resulta un tanto enigmatico el
hecho de que la sefalizacion de quimiocinas a través de
CXCR2 induzca senescencia en las primeras fases del des-
arrollo tumoral, pero no en las posteriores, donde ademas
ejerce acciones protumorigénicas, lo que quiza se deba a
las alteraciones genéticas que se van sumando en las célu-
las neoplasicas®?. Asi, una alta expresién de CXCR1 y CXCR2
en células de melanoma les confiere un fenotipo agresivo en
function de una mayor capacidad proliferativa, de migra-
cion y crecimiento tumoral®->4. También, de forma similar,
se considera ‘‘bifasica’’ y no totalmente aclarada la parti-
cipacion de CCL2%.

Un aspecto interesante corresponde a la situacion de
las células tumorales que quedan aisladas en el proceso
de migracion y diseminacion, y que por tanto son suscep-
tibles de sufrir un tipo especial de apoptosis denominado
‘*anoikis’’. Pues bien, CXCR4 y CCR7 permiten a estas células
evitar la anoikis reduciendo la expresion del factor modifi-
cador de bcl-2%¢.

La confirmacion de que la expresion de determinados recep-
tores de quimiocinas, y sus ligandos correspondientes,
condicionan el desarrollo de metastasis, ha llevado a pro-
poner el empleo de moléculas antagonistas, bloqueadoras o
inactivadoras de dichos receptores y ligandos, para evitar el
proceso de diseminacion metastasica del melanoma. Asi, la
neutralizacién de la interaccién de algunas quimiocinas con
sus receptores, como CXCL12 con CXCR4, o CCL19 y CCL21

con CCR7, evitaria previsiblemente el desarrollo de metas-
tasis. Estudios preclinicos en melanomas y otros canceres
parecen confirmar esta hipdtesis*'®%7%8, La multiplicidad
e importancia de las funciones fisioldgicas de las interac-
ciones CXCL12-CXCR4 puede frenar su empleo en pacientes
con melanoma. Sin embargo, CXCR4 es la diana terapéu-
tica frente a la que mas se esta actuando en otros canceres
(mieloma multiple o leucemias).

Existen evidencias de que la expresion de CXCL8 en mela-
nomas funciona como un factor de crecimiento autocrino
o paracrino, angiogénico y de capacidad invasiva, inter-
vencion dependiente de sus receptores, CXCR1 y CXCR2,
y por tanto se consideran estos Ultimos como una diana
terapéutica potencial®'. Asi, anticuerpos neutralizantes o
humanizados, o moléculas inhibidoras de estos receptores
(SCH-479833 y SCH-527123) inhiben, en ratones inmu-
nodeficientes, la proliferacion y crecimiento invasivo y
metastatico del melanoma®. No hay que olvidar que otras
moléculas antagonistas para estos dos receptores (reperta-
xin para CXCR1, o SB-225002 y SB-332235 para CXCR2) ya se
han empleado en procesos inflamatorios®'.

Resulta especialmente paraddjico que si una alta pro-
duccion enddgena de CCL21 por las células tumorales de
melanomas provoca inmunosupresion, la aportacion exo-
gena de esta quimiocina produzca, sin embargo, un efecto
antitumoral efectivo®. Por ello hay que ser cautos a la hora
de utilizar antagonistas de CCL21, como el recientemente
propuesto Chemotrap-1, que inhibe CCL21 y, a consecuencia
de ello, la migracion in vitro e in vivo de células de mela-
noma hacia los vasos linfaticos y las metastasis en transito®'.

La participacion de quimiocinas y sus receptores en la pro-
gresion del melanoma es importante, compleja y dinamica,
y depende tanto de caracteristicas de las células tumora-
les como de aquellas otras presentes en el microambiente
tumoral del huésped. Estas interacciones celulares y mole-
culares determinan si predomina un efecto potenciador que
favorezca la progresion tumoral, o un efecto antitumoral,
que permita la regresion o al menos la estabilizacion del
melanoma. Por ello, se impone cautela dado el papel esen-
cial que interacciones como CXCR4-CXCL12 desempenan en
el funcionamiento de los distintos drganos y sistemas del
paciente, hasta disponer de un conocimiento mas preciso de
las multiples facetas de estas interacciones. Su empleo en
algunos canceres o en procesos inflamatorios se ha iniciado,
y sera una fuente importante de informacion que permita
conocer las ventajas e inconvenientes de estas manipula-
ciones antes de emplearlas en pacientes con melanoma.

Los autores declaran no tener ningln conflicto de intereses.
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