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  Introducción 

1. INTRODUCCIÓN 

El melanoma es una neoplasia originada por la transformación maligna de los 

melanocitos (Figura 1), células derivadas de la cresta neural que están provistas de 

melanosomas y especializadas en la biosíntesis y transporte de melanina, el pigmento 

que da color a la piel, al pelo y a la úvea ocular. 

La mayoría de los melanomas se localizan en la piel pero también pueden 

aparecer en otros lugares como mucosas, retina y leptomeninges; de hecho, el 

melanoma intraocular constituye el tumor ocular primario más común en la raza 

blanca siendo su frecuencia 8 veces mayor que en la raza negra y 3 veces mayor que 

en la asiática (Cardesa et al, 2012). 

La primera comunicación acreditada de melanoma aparece en los escritos de 

Hipócrates (460 – 375 a C), quien lo describió como “tumores fatales negros con 

metástasis”. La siguiente reseña histórica se debe a Rufus de Éfeso (60 – 120 d C). 

Asimismo, los paleopatólogos han detectado esta enfermedad en momias incas 

precolombinas de aproximadamente la misma época. La primera publicación 

moderna de un paciente con esta enfermedad la hizo John Hunter en 1787; no 

obstante, la descripción de la enfermedad y su nombre se acuñó en 1806 cuando 

Laennec la describió como “melanosis” en la Facultad de Medicina de París. El 

término melanoma fue sugerido por vez primera por Robert Carswell en 1838. 

Pemberton, en 1858, fue partidario del tratamiento quirúrgico radical de este tipo de 

lesiones y en 1907 William Sampson Handley describió las vías anatómicas de 

diseminación y su extensión linfática centrífuga y recomendó la resección en bloque 

del melanoma a la vez que los márgenes de la lesión (Moyano, 2003). 

2. EMBRIOLOGÍA 

Los melanocitos, células productoras de melanina, y responsables de la 

pigmentación de la piel, derivan de las células pluripotenciales de la cresta neural, al 

igual que diversos tipos celulares como las neuronas, las células gliales y las células 

secretoras del sistema neuroendocrino periférico. Sus precursores, conocidos como 

melanoblastos, emigran desde la cresta neural durante el primer trimestre de la 
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gestación para poblar diversas regiones tisulares, como la piel, úvea, meninges y 

mucosa ectodérmica.  

La diferenciación progresiva de los melanoblastos en la piel durante el 

desarrollo embrionario, fetal y neonatal, produce los melanocitos maduros de la 

epidermis del adulto, que son células dotadas de un citoplasma con marcadas 

prolongaciones o dendritas, y fuertemente pigmentadas. 

La determinación de los melanoblastos a partir de los precursores de la cresta 

neural es un proceso progresivo que implica la restricción de las células 

pluripotenciales a la línea melanogénica, la adopción del perfil de expresión de genes 

de la línea melanocítica y la consiguiente transformación morfológica (Dupin et al., 

2003).A pesar de su relevancia, aún no se conocen bien los mecanismos implicados 

en el desarrollo y diferenciación de los melanocitos, así como los factores que 

regulan su supervivencia y proliferación, incluyendo factores de transcripción, 

ligandos extracelulares, receptores transmembrana y moléculas de señalización 

intracelular, entre otros, que podrían ayudar a entender las diferentes patologías 

relacionadas con estas células. 

La migración de los melanoblastos desde la cresta neural y su entrada en el 

estrato epidérmico y en los folículos pilosos, es un proceso que requiere la digestión 

proteolítica de la matriz extracelular para facilitar su penetración a través de los 

somitos y de otros tejidos. De esta forma, cuando las células de la cresta neural en 

proceso de diferenciación se orientan hacia el linaje melanocítico, activan un 

programa de expresión genética que les concede la capacidad de migrar. El 

comportamiento de migración está determinado por la expresión tanto de moléculas 

de señalización como de receptores en la superficie celular (Harris et al., 2007) y 

están gobernados básicamente por familias de factores de crecimiento y 

diferenciación como las moléculas de señalización wingless (Wnt) y las proteínas 

morfogénicas del hueso (BMP, del inglés, bone morphogenetic proteins), aunque 

otras rutas de señalización, como las activadas por el factor de células madre, SCF, 

del inglés, stem cell factor) y Endotelina 3, pueden también estimular la 

melanogénesis (Alvarez et al., 2010). Una vez en su destino, la diferenciación 

posterior debe incluir la desactivación del programa de expresión genética para la 
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migración. Se cree que su reactivación puede ser uno de los principales pasos que 

llevan a los melanocitos atípicos, que crecen autónomamente de forma localizada, a 

convertirse en células metastatizantes capaces de migrar e invadir. Por tanto, las 

investigaciones más recientes se han centrado en los aspectos moleculares de los 

mecanismos responsables de esta reactivación, que pueden ser el objetivo de nuevos 

métodos terapéuticos eficaces para combatir la enfermedad diseminada que se asocia 

a una supervivencia a largo plazo extremadamente baja. 

Como muestra la Figura 1, en la piel, los melanocitos se sitúan en la capa 

basal de la epidermis (Chudnovsky et al., 2005,  Prada et al., 2000) y, bajo el 

estímulo de dos hormonas, hormona estimuladora del melanocito (alfa MSH) y 

hormona adrenocorticotropa (ACTH), elaboran el pigmento melánico. Se considera 

que alfa MSH, además, puede desempeñar cierto papel en el mantenimiento de la 

diferenciación de estas células. 

La síntesis de la melanina en los melanocitos tiene lugar en unos orgánulos 

denominados melanosomas. Estos orgánulos presentan una morfología elíptica, 

asociada a membrana y con un alto nivel de organización. Los melanosomas se 

transfieren a los queratinocitos por medio de las dendritas donde desempeñan su 

papel de fotoprotección (Fitzpatrick et al., 1979). 

La melanogénesis comienza con la síntesis de los constituyentes de los 

melanosomas, como las enzimas y las proteínas estructurales entre otros. Más tarde 

se forman los melanosomas con la consiguiente melanización y posteriormente hay 

una transferencia de los melanosomas a los queratinocitos adyacentes. Los 

melanocitos junto con los queratinocitos forman lo que llamamos unidades 

pigmentarias. Por último, se produce la degradación de los melanosomas 

eliminándose la melanina. Tras la liberación de la melanina ésta se dispone 

envolviendo a los núcleos y, de esta manera, protege al ADN. 

La melanina se acumula en el interior de los melanosomas y de su tamaño, 

número y disposición dentro de los melanocitos dependen los fototipos o diferencias 

interraciales, todo ello programado genéticamente. Sin embargo, la cantidad de 

melanina sintetizada, depende de los estrógenos (Thornton, 2002) y de otros factores 
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hormonales como la hormona activadora de la melanina (MSH) y sobre todo dela 

exposición al sol (Friedmann et al., 1990). 

La producción de los dos tipos de melanina comienza con la oxidación de la 

tirosina por la tirosinasa convirtiéndose en 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y 

aunque esta reacción es lenta, puede verse acelerada por el efecto catalítico de la 

propia DOPA que se forma. En un segundo paso, la DOPA se deshidrogena para dar 

lugar a la dopaquinona. Este paso es algo más rápido y está también catalizado por la 

tirosinasa. En este punto de la ruta es donde se produce la bifurcación de la ruta para 

la síntesis de los dos tipos de melanina, la feomelanina y la eumelanina. Hay 

evidencias de la participación de un enzima más en la síntesis de eumelanina, la 

dopacromooxidasa (DCOR), que cataliza el paso de dopacromo a 5,6-dihidroxiindol 

(Barber et al., 1985). 

Cada melanocito penetra con sus dendritas en las capas superiores del 

epitelio, transportando los melanosomas que contienen el pigmento melánico, 

existiendo un melanocito por cada 36 - 40 queratinocitos (unidad melánica 

epidérmica). La densidad de los melanocitos es variable dependiendo de la región 

anatómica, por ejemplo son más abundantes en la región genital y la de la areola 

mamaria, pero es muy constante entre los individuos de diferentes razas (Planas, 

2003). El número de melanocitos por unidad de superficie cutánea no muestra 

correlación significativa con la predisposición a desarrollar melanoma, esto lo 

demuestra el hecho que este tumor es mucho más frecuente en la raza blanca que en 

la negra. 

Por otra parte, se ha comprobado mediante estudios en cultivos celulares que 

las células tumorales difieren de los melanocitos normales en que, aunque éstos 

precisan para proliferar el estímulo de ciertas sustancias presentes en el medio, como 

insulina o el factor de crecimiento tipo 1 similar a la insulina (IGF - 1, del inglés, 

insulin - like growth factor - 1); las primeras crecen de forma continuada, aun sin 

adición de factores exógenos de crecimiento: Este crecimiento puede ser debido a 

mecanismos autoestimuladores que parecen incluir factores de crecimiento y 

citoquinas producidos por las propias células neoplásicas; de éstos factores, el más 

relevante es el factor de crecimiento básico de fibroblastos (bFGF, del inglés, basic 
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fibroblast growth factor), un mitógeno presente en algunas células humanas 

normales, pero no en melanocitos. 
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Figura 1. Fases de progresión histológica de la transformación de los melanocitos. Secciones 
histológicas teñidas con hematoxilina - eosina y sus correspondientes representaciones gráficas. (A) 
Piel normal. Distribución de los melanocitos normales en la membrana basal epidérmica. (B) 
Melanoma in situ. Las células de melanoma han migrado a la parte superior de la epidermis 
(proliferación pagetoide); las células no han penetrado la membrana basal epidérmica. (C) Melanoma 
en fase de crecimiento vertical. Las células de melanoma muestran proliferación pagetoide y han 
penetrado la unión dermoepidérmica con invasión dérmica. Chudnovski et al., J Clin Invest 
2005;115:813 - 824. 
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3. ETIOLOGÍA 

A pesar de los avances en el conocimiento de la biología del melanoma, la 

etiopatogenia esta enfermedad no está suficientemente clara aunque, como en la 

mayoría de los cánceres, existe una predisposición genética cuyo efecto incide en la 

progresión o en la supresión del mismo (Bernal- Pérez M, 2005)  y unos factores de 

riesgo ambientales que pueden favorecer el desarrollo del melanoma.  

3.1. Luz solar 

Dentro de los factores ambientales, la radiación solar UV es considerada 

como el factor etiopatogénico más importante en el desarrollo del melanoma maligno 

(MM) (World Health Organization, 1997; Maddodi N, 2008; Moan J, 2008; 

Garibyan et al. 2010). El sol es un emisor de radiaciones electromagnéticas de 

longitudes de onda muy diversas y, aparentemente, cuanto más corta es la longitud 

de onda, mas energética es la radiación y mayor su capacidad de producir reacciones 

químicas y biológicas. En el espectro electromagnético, las radiaciones UV se sitúan 

entre 100 y 400 nm de longitud de onda y, aunque el límite inferior es difícil de 

precisar, todas ellas se integran entre las radiaciones visibles de menor longitud de 

onda (luz violeta) y las llamadas radiaciones ionizantes. Las radiaciones UV, según 

sus efectos biológicos, han sido divididas en tres grupos: UV-A (longitudes de onda 

entre 400 y 320 nm), UV-B (entre 320 y 280 nm) y UV-C (menores de 280 nm) 

siendo, por tanto, más energéticas las UV-C que las UV-B y éstas más que las UV-A 

(Bernal-Pérez M, 2005). 

Las radiaciones UV-A son capaces de producir pigmentación de la piel pero 

necesitan grandes dosis para producir un efecto biológico por lo que hasta hace pocos 

años eran consideradas inocuas. En condiciones experimentales las UV-B alteran el 

ADN celular y producen eritema en la piel humana y cáncer de piel en animales de 

experimentación. Las UV-C son absorbidas en alto grado por los ácidos nucleicos y 

son muy eficientes para matar organismos unicelulares (bacterias, virus, hongos) 

pero, en los humanos, las capas superficiales de la piel muerta absorben la radiación 

hasta tal punto que sólo se produce un eritema leve incluso después de exposiciones 

repetidas. Por otro lado, aunque el sol emite grandes cantidades de radiaciones 
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UV-A, UV-B y UV-C, solamente las UV-A y una pequeña parte de las UV-B 

alcanzan la superficie terrestre. Este hecho es debido a que la capa de ozono 

estratosférico tiene una fuerte banda de absorción de la radiación UV que decrece 

rápidamente con el aumento de la longitud de onda de la radiación por lo que casi 

ninguna radiación de longitud de onda menor de 288 - 290 mm (UV-C) alcanza la 

superficie de la Tierra. Como consecuencia, el tipo de radiación UV solar más 

importante desde el punto de vista de la salud de la población es la radiación UV-B y 

la UV-A (Vallejo - Delgado L, 2003). Casi todas las radiaciones UV-C y UV-B son 

absorbidas por la capa de ozono de la atmósfera terrestre pero con la progresiva 

desaparición de ésta, se prevé que en el futuro inmediato aumentará el flujo de 

radiaciones UV-B, sobre todo en las longitudes de onda más cortas. 

No está claro qué longitudes de onda son las más activas en la patogenia del 

melanoma en la raza humana. No obstante, se sabe que las radiaciones UV actúan 

sobre la piel estimulando directamente la producción de tumores cutáneos, ya que 

suprimen el sistema inmunológico cutáneo y producen lesiones moleculares en los 

melanocitos (sobre todo en su ADN) estimulando su división y la producción de 

melanina.  

Abundando en estos efectos, se ha observado que la incidencia de melanoma 

es mayor en latitudes más cercanas al ecuador y, por otra parte, este tumor suele 

aparecer con mayor frecuencia en zonas corporales expuestas. Es de destacar que la 

incidencia del melanoma es mayor en sujetos que toman el sol de forma intermitente 

e intensa, como personas jóvenes de ambientes urbanos o profesionales no expuestos 

al sol, a diferencia de otros tumores cutáneos que obedecen más al efecto 

acumulativo de la exposición solar prolongada y continua. A diferencia del 

melanoma cutáneo, la presentación ocular del melanoma, no parece estar relacionada 

con la exposición solar. 

No obstante, el efecto de la luz solar está mediatizado por algunos elementos, 

a saber: 

El fenotipo cutáneo que determina la propensión a la quemadura solar 

(Tabla 1), siendo los individuos más sensibles los de piel muy clara, ojos azules o 

verdes, pelo rubio o rojizo, pecosos y con fototipo cutáneo I de Fitzpatrick (siempre 
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se queman y nunca se broncean); de hecho, existe una relación inversa entre el grado 

de pigmentación y el daño actínico en la piel, incluyendo la fotocarcinogénesis 

(Fitzpatric, 1995; Riley, 2005). Una excepción son los sujetos albinos que se queman 

fácilmente y presentan un riesgo muy alto de cáncer cutáneo distinto al melanoma, 

sobre todo carcinoma de células escamosas pero, en ellos, el riesgo de melanoma 

parece ser menor. 

Las lesiones del ADN celular están relacionadas con la aparición del cáncer 

de piel (Sandford KK et al., 1997; Landi et al., 2002). Por ejemplo, en los pacientes 

con xeroderma pigmentosum, cuyo defecto consiste en la alteración de los 

mecanismos de reparación del ADN, la exposición a la radiación UV les produce 

alteraciones celulares en la piel que se traducen en una altísima incidencia de 

tumores cutáneos (Kenneth HK et al., 1994; Wang et al., 2009) y, de hecho, el riesgo 

de presentar melanoma antes de los 20 años de edad es 2000 veces mayor que en la 

población general. Las lesiones del ADN celular pueden verse agravadas por el uso 

de sustancias químicas fotosensibilizantes (Epstein JH, 1978, Mancini AJ, 2004). 

Las mutaciones o alteraciones genómicas de los protoooncogenes hacen que 

se altere la secuencia normal de división y diferenciación celular y favorecen la 

producción de la proteína estimuladora del crecimiento o de su receptor, 

denominándose entonces oncogenes. Este fenómeno puede ser desencadenado por 

las radiaciones UV (Wang et al., 2009). 

Por otra parte, la apoptosis es un mecanismo celular por el cual, de forma 

natural, las células seriamente dañadas se suicidan. En la piel la apoptosis elimina las 

células dañadas por los rayos UV evitando así que se vuelvan cancerosas; esto se 

manifiesta, por ejemplo, en las lesiones descamativas que se producen después de las 

quemaduras solares. En algunos casos, mutaciones genéticas en los factores que 

median la apoptosis hacen que las células se vuelvan inmortales y sigan proliferando 

dando como resultado el cáncer de piel (Pedeux et al., 2006). 

3.2. Factores químicos 

Se ha observado cierta asociación del melanoma con la exposición, en el 

ámbito laboral,  a ciertos productos químicos (Langard et al., 2000); entre ellos, los 
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bifenilos policlorados (PCB) y el cloruro de polivinilo (PVC). También se ha 

asociado, en el terreno farmacológico, con beta - bloqueantes y fármacos como la 

levodopa (Yamada et al., 1990; Kannengiesser et al., 2007), ciertas hormonas y 

algunas drogas (Young et al., 2001; Althuis et al., 2005). 

3.3. Factores hormonales 

Su papel es poco claro y aunque la tasa de incidencia similar en ambos sexos, 

las mujeres tienen un pronóstico global mejor que los hombres, ventaja que 

desaparece tras la menopausia.  

Algunos estudios asocian una mayor incidencia de melanoma a la ingesta de 

anticonceptivos orales, sobre todo si ésta tiene lugar durante un período superior a 5 

años; sin embargo, esta influencia no está confirmada (Young et al., 2001; Althuis et 

al., 2005). La influencia del embarazo es muy discutida, con resultados 

contradictorios. 

3.4. Factores genéticos 

En 1820, Norris describió por primera vez la variante hereditaria del 

melanoma que ha sido confirmado en numerosos estudios posteriores. El 0,4 - 12,3% 

de los pacientes, tienen historia familiar positiva; de hecho, familiares de pacientes 

con melanoma con consanguinidad de primer grado tienen una probabilidad 1,7 

veces mayor de desarrollar melanoma que la población general y de que aparezca la 

neoplasia a edades más precoces. En los pacientes afectos de melanoma familiar, la 

incidencia de aparición de melanomas primarios múltiples es del 12,3%, frente a un 

Tabla 1. Clasificación de tipos de piel (adaptada de Fltzpatrick y Bolognia) 
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2,8% en la población general. La asociación con otros tumores en el ámbito familiar 

no es significativa, pero sí con genodermatosis como xeroderma pigmentosum.  

Existe un tipo de lesiones que se consideran precursoras del melanoma, éstas 

son los nevi melanocíticos (NM) atípicos que, para muchos autores, son lesiones 

intermedias tanto clínica como histológicamente entre los NM y la fase de 

crecimiento radial de un MM. Por otra parte, existen dos tipos de NM atípicos, los 

esporádicos y los que aparecen en el contexto del “Síndrome del nevus displásico 

familiar” más conocido como “Síndrome del nevus atípico”. Las características 

clínicas del NM atípico vienen definidas por una morfología asimétrica, variedad de 

color con áreas marrón claro y oscuro e incluso áreas despigmentadas, bordes 

irregulares y angulosos, y un tamaño diámetro > 6 mm, aunque pueden ser mayores. 

A su vez, pueden ser únicos o múltiples, esporádicos y familiares, y se localizan 

fundamentalmente en el tronco y en los brazos, aunque pueden aparecer en cualquier 

otra localización. En el Síndrome del nevus displásico familiar aproximadamente el 

50% de los miembros están afectados, por lo que se considera que tienen una 

transmisión autosómica dominante, de penetrancia y expresividad variable. Los NM 

atípicos suelen desarrollarse durante la infancia, su número ronda las cien lesiones y 

se distribuyen fundamentalmente por el tronco. El riesgo de desarrollar un melanoma 

a lo largo de la vida en los pacientes afectos se acerca al 100%, con una probabilidad 

de hacerlo del 56% entre los 20 y los 59 años. Sin embargo, los pacientes de las 

mismas familias no afectados no tienen un aumento de riesgo de desarrollar 

melanoma. Por otra parte, los pacientes con este síndrome que ya presentaron un 

melanoma tienen mayor riesgo de desarrollar un segundo melanoma primario. 

En la actualidad, se están investigando varios factores genéticos por su 

posible papel en el desarrollo del melanoma, incluyendo tanto genes heredados como 

defectos genéticos que son adquiridos por las agresiones ambientales (Palmieri et al., 

2009). Algunos de estos defectos afectan a algunas vías celulares de gran 

importancia en la evolución del tumor como son la proliferación, la senescencia y la 

apoptosis celular. Se estima que esta predisposición genética es debida a la 

transmisión autosómica dominante con penetrancia incompleta de un gen de 

susceptibilidad (Figura 2). 
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De hecho, se han observado numerosas alteraciones genéticas (mutaciones, 

amplificaciones, traslocaciones y deleciones de regiones cromosómicas) y 

alteraciones epigenéticas (cambios heredados que afectan a la secuencia de ADN, 

generalmente por modulación transcripcional por metilación del ADN y/o por 

alteraciones de la cromatina como en la modificación de las histonas) que se han 

revelado posibles candidatos de activación de oncogenes y genes supresores de 

tumores algunos de los cuales se describen a continuación: 

Hasta la fecha, el gen mejor caracterizado es el de la quinasa inhibidora 

dependiente de ciclina 2A (CDKN2A, del inglés, cyclin - dependent kinase inhibitor 

2A) también llamado supresor multi-tumor (MTS1, del inglés, Multi tumor -

 suppressor), que se localiza en el cromosoma 9p21, presenta alta penetrancia y está 

involucrado en la patogénesis y en la progresión del melanoma; de hecho, las 

mutaciones del CDKN2A pueden explicar del 20% al 50% de los casos heredados 

(Goldstein et al., 2005; Laud et al., 2006). Este gen codifica dos proteínas por marco 

de lectura alternativo, ARF (ARF, del inglés, alternative reading frames) que son 

fundamentales en la regulación del ciclo celular y la transición de la fase G1-S, 

p16INK4A y p14ARF. La proteína P16 actúa como reguladora en la vía del 

retinoblastoma al unirse e inhibir competitivamente las quinasa dependientes de 

ciclina (CDK) 4 y 6 por lo que también se la conoce como inhibidor de la  quinasa 

4A (INK4a, del inglés, inhibitor of cyclin - dependent kinasa 4A). La CDK4 se une 

con la ciclina D1, complejo necesario para la transición de la fase G1 a S del ciclo 

celular mediante la fosforilación e inactivación del producto del gen del 

retinoblastoma, lo cual permite la liberación del factor de transcripción E2F y, así, la 

progresión a la fase S del ciclo celular con la posterior división y proliferación 

celulares. Una alteración en P16 permitiría la progresión no controlada del ciclo 

celular y la proliferación de células con daño del ADN. La proteína p14ARF se une a 

la proteína murino doble minuto 2 (MDM2, del inglés, murine doble minute 2) y 

regula el crecimiento de los melanocitos, inhibiendo la destrucción de p53 por la vía 

de la ubiquitina lo cual produce un aumento en la supervivencia de las células 

alteradas (Figura 2). 

13 



  Introducción 

Variantes germinales del gen que codifica el receptor 1 de la melacortina 

(MC1R, del inglés, melanocortin receptor 1), también conocido como el receptor de 

la hormona que estimula los melanocitos (MSHR, del inglés, melanocyte -

 stimulating hormone receptor), que pertenece a la superfamilia de los receptores 

acoplados a la proteína G, normalmente envían señales aguas abajo en la cascada de 

la vía BRAF regulando el nivel intracelular de la adenosinmonofostato (AMPc). El 

gen MC1R es altamente polimórfico en la población caucasoide (Box et al., 1997) y 

se localiza en el cromosoma 16q24.3 y, entre otros efectos, controla el balance entre 

la producción de eumelanina (negra/marrón) y feomelanina (roja/amarilla) en 

respuesta a la radiación UV. La prevalencia de MC1R es difícil de estimar ya que 

varía según la población y se deben diferenciar las variantes polimórficas de este gen 

verdaderamente relacionadas con el desarrollo del melanoma; de hecho, el 60 - 80% 

de las variantes de MC1R que se han asociado con el fenotipo pelirrojo implican una 

afinidad menor de este receptor por la melanotropina u hormona estimulante de los 

melanocitos (MSH, del inglés, melanocyte - stimulating hormone). Curiosamente, se 

han descrito variantes de MC1R asociadas al desarrollo de melanoma en sujetos de 

fototipo oscuro de raza caucásica, por lo que se ha concluido que ciertos 

polimorfismos del gen MC1R, v.g. Arg151Cys, Arg160Trp y Asp294His28, 

confieren un riesgo de susceptibilidad para el melanoma parcialmente independiente 

de su efecto en el color del pelo o la incapacidad para broncearse. 

BRAF y RAF son dos importantes moléculas que pertenecen a la vía de 

transducción de señal de las proteínas quinasas que se activan por mitógenos 

(MAPK, del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases) y que regula el crecimiento, 

la supervivencia y la invasión celular. Las mutaciones en BRAF aparecen en el 15% 

de las neoplasias del ser humano, en el 60% de los melanomas y, particularmente, en 

el 80%de los melanomas asociados con la exposición intermitente al sol, sin 

embargo, estas mutaciones son raras en melanomas de pieles con exposición crónica 

al sol o regiones anatómicas poco o nada expuestas al sol (Maldonado et al., 2003). 

Por otra parte, en un estudio reciente realizado en dos poblaciones caucasoides 

independientes, se ha demostrado que las variantes de MC1R están fuertemente 

asociadas con las mutaciones en BRAF en los melanomas no asociados a exposición 

crónica al sol, lo que lleva a la hipótesis de que las mutaciones BRAF pueden ser 
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indirectamente inducidas por las radiaciones UV. En este sentido, las mutaciones en 

el gen NRAS, que actúa aguas arriba de BRAF, son mutuamente excluyentes en el 

mismo tumor lo que sugiere redundancia funcional y aparecen en el 15% de los 

melanomas pero raramente se encuentran en melanomas que crecen en zonas 

expuestas al sol y, además, no se correlacionan con el grado de exposición solar, el 

subtipo histológico o el lugar anatómico (Palmieri, 2009). Por otra parte, la mutación 

en BRAF se ha observado frecuentemente en lesiones pequeñas indicando que la 

activación de este gen podría ser uno de los eventos tempranos en la patogénesis de 

algunos melanomas y que las vías de BRAF y de p53 interactúan genéticamente para 

producir el melanoma (Patton, 2005, Flaherty, 2011). 

El gen de la fosfatasa y homólogo de tensina PTEN (del inglés, 

phosphatase and tensin homolog) está localizado en el cromosoma 10q23.3 y se 

encuentra mutado en 26 - 48% de las células del melanoma metastásico. Este gen 

codifica una proteína con acción supresora tumoral que actúa regulando la división 

Figura 2. Principales 
vías implicadas en el 
melanoma. Esquema 
de las vías asociadas 
con N-RAS, BRAF y 
protein-quinasas 
activadas por mitógeno 
(MAPK) así como con 
CDKN2A and MITF. 
Flechas, señales 
activadoras; líneas 
interrumpidas, señales 
inhibidoras. BAD,  
promotor de muerte 
celular asociado a 
Bcl-2, BCL-2, 
antagonista de muerte 
celular; cAMP, AMP 
cíclico; CDK4,  
quinasa dependiente de  
ciclina 4; CDKN2A, 
Inhibidor 2A de la   quinasa dependiente de ciclina; ERK1/2,  quinasa regulada por señal 
extracelular 1/2; IkB, inhibidor de la proteína kappa B; IKK, inhibidor de la  quinasa kappa B; 
MC1R, receptor de la melanocortina 1; MITF, Factor de transcripción asociado a microftalmia; 
MEK1/2, proteínas  quinasas 1/2 activadas por mitógenos dependientes de señales extracelulares; 
PI3K, Fosfatidilinositol3  quinasa; PIP2, Fosfatidilinositol - bifosfato; PIP3, Fosfatidilinositol –
trifosfato; PTEN, homóloga de fosfatasa y tensina. (Adaptado de Palmieri  et al.; J Transl Med. 
2009; 7: 86-103). 
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celular, la apoptosis, la migración celular y la propagación celular; impidiendo, de 

ese modo, la división rápida y el crecimiento incontrolado de las células tumorales 

por la vía del Proto-oncogén 1 de timoma viral , AKT (del inglés, thymoma viral 

oncogene homolog). PTEN desfosforila la fosfatasa fosfatidil inositol tri-fosfato 

(PIP3) que es necesaria para impedir que las células sufran apoptosis mediante la 

activación del factor de supervivencia proteína quinasa B (PKB, del inglés, protein 

kinase B)/AKT (PKB/AKT). Se ha demostrado que existe una pérdida de la 

expresión de PTEN en líneas celulares de melanoma con alta expresión de AKT que, 

contrariamente a la anterior, su acción estimula la progresión del ciclo celular, la 

supervivencia y la migración celular. De hecho, actualmente se considera que la 

AKT tiene un papel relevante en la tumorogénesis (Altomare et al., 2005).  

Otro elemento importante que se ha asociado con el desarrollo del melanoma 

es el Factor de transcripción asociado a la microftalmia (MITF, del inglés, 

microphthalmia - associated transcription factor) que mapea en el cromosoma 

3p14.1 - p12.3 y al que se considera como el “principal regulador de los 

melanocitos” y parece ser crucial en la supervivencia y el comisionamiento de la 

línea del melanoma. De hecho, se han encontrado bajos niveles de la proteína MITF 

en el melanoma invasivo además de asociarse con progresión de la enfermedad y mal 

pronóstico.  

Unos nuevos candidatos relacionados con el desarrollo del melanoma son los 

receptores Notch, de hecho, hay evidencias recientes que sugieren que Notch1 

aumenta la fase de crecimiento vertical por activación las vías de la MAPK y AKT. 

Otro factor involucrado en la melanogénesis es el óxido nítrico (NO). 

Recientemente se ha descrito que la expresión de enzima sintetasa de oxido nítrico 

inducible (iNOS, del inglés, Inducible nitric oxide synthase) por células de 

melanoma se correlaciona con una pobre supervivencia de estos pacientes, 

posiblemente por sus efectos sobre la inflamación y vasodilatación que influyen en el 

microambiente tumoral favoreciendo la motilidad e invasividad del tumor. Se ha 

descrito en melanoma en estadio III, o sea, con metástasis en los nódulos linfáticos 

que la expresión de iNOS es inversamente proporcional  a la expresión del  ligando 

de la quimiocina 10, CXCL10,  molécula con actividad antitumoral por suprimir los 
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fenómenos inflamatorios que en melanoma induce NO producido por iNOS (Tanese 

et al., 2012). 

4. EPIDEMIOLOGIA 

El melanoma supone el 3 - 4% de las neoplasias cutáneas pero es el 

responsable de la gran mayoría de las muertes debidas a estos tumores (Schäfer et al., 

2006), originando aproximadamente el 65% de todas las muertes producidas por 

cánceres cutáneos y en un contexto más general, a él se le atribuyen el 1% de las 

muertes por cáncer de cualquier etiología (Bernal, 2005; Land et al., 1983). 

La incidencia de esta neoplasia ha ido creciendo de manera exponencial en la 

población mundial. Así, la Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer 

(IARC) ha estimado que en 2008 se diagnosticaron en el mundo 199.627 nuevos 

casos de melanoma cutáneo, de los cuales 3.602 ocurrieron en España, lo que 

representa una tasa anual ajustada por edad de 2,8 y 5,2 por cien mil habitantes, 

respectivamente. Globalmente, el melanoma cutáneo no es un tumor muy frecuente, 

representa el 1,6% del total de los cánceres que se diagnostican en el mundo, con 

diferencias muy notables entre países de alta y baja renta. El 80% de casos ocurren 

en América del Norte, Australia, Nueva Zelanda y Europa, siendo en algunos países 

como Australia y Nueva Zelanda el segundo cáncer con mayor incidencia. En 

España, solo en las mujeres aparece entre los diez cánceres más frecuentes. 

En Europa la incidencia suele ser más alta en las mujeres a diferencia de 

Estados Unidos y Australia en donde los hombres presentan mayores tasas de 

incidencia. En España, también es más frecuente en las mujeres, 5,6 frente a 4,8 por 

cien mil en hombres (Martinez - Escribano et al, 2012). Un reciente estudio realizado 

en la población de Cataluña muestra que este cáncer es el que ha experimentado 

mayor incremento en los últimos veinte años, particularmente en mujeres. 

Actualmente, el melanoma es uno de los tumores malignos con mayor 

supervivencia. Según el estudio EUROCARE- 4, que ha analizado los datos de 83 

registros de cáncer de población de 22 países europeos, la supervivencia relativa de 
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los pacientes con MM a los cinco años del diagnóstico es del 81,6%, con poca 

variabilidad entre países (Martínez-Escribano et al., 2012). 

En la Región de Murcia se diagnosticaron 1402 nuevos casos de melanoma 

cutáneo entre 1983 y 2003, de los cuales el 58% ocurrieron en mujeres y menos del 

1% en menores de 15 años. Los melanomas de la piel representaron el 92,6% de 

todos los melanomas registrados, el 4% fueron oculares y el resto de mucosas. La 

tasa de incidencia de melanoma cutáneo en el último cuatrienio fue de 10,5 y 7,9 por 

cada 100.000 mujeres y hombres, respectivamente. Comparando las tasas ajustadas 

por edad a la población europea estándar, el riesgo de padecer un melanoma es un 

21% mayor en las mujeres que en los hombres de la Región de Murcia.de hecho, la 

incidencia en Murcia se encuentra entre las más elevadas de las registradas en 

España, ocupando la segunda posición en hombres y la tercera en las mujeres, 

aunque muy alejada de las tasas más altas europeas o mundiales (Martínez-Escribano 

et al., 2012 et al., 2012) .Igualmente, en esta Región, la supervivencia observada a 

los 5 años del diagnóstico de melanoma en el periodo 2000 - 2003 fue de 76,5%, 

correspondiendo un 81,5% a mujeres y un 70,6% a varones. La mayor supervivencia 

de las mujeres se ha observado en Europa y en España en todos los grupos de edad 

(Martínez-Escribano et al., 2012). 

El melanoma es un típicamente tumor de adultos pero suele aparecer en 

edades más tempranas que la mayoría de los otros tipos de cáncer. El 50% de los 

melanomas aparecen en personas menores de 55 años y un 35% en personas de 

menos de 35 años; no obstante, los adolescentes también pueden desarrollar 

melanoma y existe un pico diagnóstico en la cuarta década de la vida. La mayoría de 

los melanomas primarios de piel se originan de novo y aproximadamente el 25% se 

desarrolla sobre un nevus preexistente. Los pacientes de raza negra tienen una 

incidencia 10 veces menor que los de raza blanca.  

Son muchos los factores implicados en la génesis del melanoma pero los más 

relevantes son los factores dependientes de las características de cada individuo y los 

factores ambientales.  
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4.1. Factores dependientes de las características del 
individuo 

Lesiones precursoras: Se ha acuñado el término “síndrome del nevus 

displásico” (SND), ahora más conocido como “síndrome del nevus atípico”, para 

describir un conjunto de lesiones clínicas e histológicas que se heredan de forma 

autosómica dominante. Los pacientes afectos presentan múltiples nevi que 

comienzan a aparecer en la adolescencia, aunque pasados los 35 años siguen 

apareciendo nuevas lesiones. Este síndrome se asocia tanto a melanoma familiar 

como al esporádico, aunque, si el paciente tiene antecedentes familiares, el riesgo de 

desarrollar la enfermedad es prácticamente del 100%. Por tanto, en estos casos es 

obligatorio realizar revisiones periódicas cada 6 meses, y extirpar toda lesión 

sospechosa. También existe asociación con nevus congénito gigante (mayor de 20 

cm de diámetro), cuyo riesgo de desarrollar melanoma oscila entre el 5% y 20%. 

Fenotipo cutáneo: Consiste en los rasgos pigmentarios de cada individuo de 

los cuales dependen las reacciones de la piel a la luz solar e incluye color de piel, 

color de los ojos, color del pelo, tendencia a las pecas, y fototipo cutáneo. 

Representa, en general, el grado de sensibilidad actínica y es un factor independiente 

del número de nevi, respecto a la predicción del riesgo. Por otra parte, como se 

comentó anteriormente, la densidad melanocítica no parece mostrar correlación 

significativa con la predisposición a desarrollar melanoma; de hecho, a pesar de ser 

muy constante entre los individuos de las diferentes razas, el melanoma es más 

frecuente en la raza blanca que en la población negra u oriental y la incidencia del 

melanoma sigue aumentando considerablemente en la población blanca de todos los 

continentes mientras que aumenta muy poco en las poblaciones de origen africano o 

asiático (Riley, 2003). 

Historia personal y familiar: El 5 - 10% de melanomas aparecen en sujetos 

con historia familiar de cáncer cutáneo, que sirve como indicador de susceptibilidad 

genética. En el 50% de familias con historia previa, es posible identificar el gen 

CDKN2 o p16INK4a. Entre los pacientes con forma esporádica (no familiar), un 1,5 -

 8,2% de los casos desarrollan un segundo melanoma primario. Esto sucede en todos 

los grupos de edad, y el riesgo se mantiene en el tiempo desde el primer diagnóstico. 
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Parece ser un hecho más frecuente en hombres y la incidencia es mayor en sujetos 

que presentan cánceres cutáneos de distinta estirpe, como carcinomas basocelulares o 

de células escamosas, pero ello parece ser sólo consecuencia de la exposición a la 

radiación solar y por eso son más susceptibles a todo tipo de tumores cutáneos. 

Hormonas endógenas: No existe una correlación definida entre cambios 

hormonales e incidencia de melanoma, sin embargo, es cierto que la producción de 

melanina puede estimularse por acción de estrógenos, como ocurre durante el 

embarazo. Debe señalarse que la gestación no influye en la aparición de la 

enfermedad ni en su pronóstico y sólo es destacable el hecho que, si la embarazada 

está afecta, pueden aparecer metástasis transplacentarias que se alojan normalmente 

en la placenta, pero también alguna vez en el feto; por tanto, se recomienda esperar 

un plazo de 2 años tras la extirpación de un melanoma primario antes de iniciar un 

embarazo, por ser éste el período en que es más probable la recidiva. La ingesta de 

anticonceptivos orales no se relaciona con el riesgo o pronóstico del melanoma y lo 

mismo ocurre con el tratamiento hormonal sustitutivo durante la menopausia. 

Edad: Con el envejecimiento, la capa externa de la piel (epidermis) se 

adelgaza, aun cuando la cantidad de capas celulares permanecen sin cambio alguno y 

la cantidad de células que contienen pigmento (melanocitos) disminuye. Además, 

con el envejecimiento disminuyen las células de Langerhans con la consiguiente 

pérdida de capacidad inmunocompetente de la piel. 

Sexo: El factor sexo no parecen tener relación con una mayor incidencia en el 

desarrollo de los melanomas ya que según los datos recopilados en multitud de países 

la proporción en la distribución de este tumor por sexo es aproximadamente de un 

50% salvo en ciertas variaciones locales donde se suele observar una mayor 

incidencia en un sexo u otro sin conocerse realmente el motivo. Lo que sí está claro 

es que el sexo influye claramente en la supervivencia y casi todas las estadísticas 

demuestran una mayor supervivencia de las mujeres y esta diferencia se hace más 

ostensible según avanza la edad. Un estudio comparativo australiano de 1998 sobre 

mortalidad según sexo indicaba que las tasas de mortalidad para mujeres y hombres 

en un rango de edad de 36 – 39 años era de 1,6 y 1,8 por 100.000 habitantes, 

respectivamente; pero esta diferencia se acentuaba en los pacientes entre 70 - 74 años 
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donde la mortalidad de las mujeres por 100.000 habitantes era de 12,4 frente a la de 

los hombres que era de 38,1 (Martinez - Escribano et al., 2012). 

En la UE, de 60.000 casos diagnosticados en 2006, 33.000 fueron mujeres y 

27.000 hombres. Sin embargo, el melanoma fue la causa de muerte de 7.200 hombres 

y 6.000 mujeres. En España, los últimos datos del Instituto Nacional de Estadística 

de 2005, constaron que 841 personas murieron por esa causa, de ellos 479 fueron 

hombres y 362 mujeres, esto que supuso un 30 por ciento más que en 1996 en el que 

se constaron 641 fallecimientos. 

Estatus socioeconómico: En un estudio realizado en pacientes 

diagnosticados de melanoma entre 1993 - 2003 se observó una mayor tendencia a 

desarrollar este tipo de tumor en individuos de mayor estatus socioeconómico. No 

obstante, una vez establecido el diagnóstico, los individuos con alto nivel económico 

presentaban un mayor supervivencia con una probabilidad menor del 37% de morir 

por la enfermedad después de descartar edad, género, estadio del tumor y otros 

factores; este hecho probablemente sea dependiente de un diagnóstico temprano y un 

tratamiento más precoz y adecuado (Zell et al., 2008). 

4.2. Factores ambientales 

Radiación solar ultravioleta: La radiación solar UV, sobre todo UV-B es el 

factor más importante siendo responsable de al menos un 65% de melanomas en todo 

el mundo, sobre todo en la población caucásica (Chang et al., 2010). La exposición 

de los individuos varía según algunos parámetros: 

Latitud: En latitudes más cercanas al ecuador, la exposición es más intensa. 

Esto se compensa porque la población autóctona de esas zonas suelen tener un 

fenotipo cutáneo más oscuro. Sin embargo existen excepciones, como en Australia, a 

consecuencia de las migraciones (Hu et al., 2004). 

Patrón de exposición solar: La exposición solar más peligrosa es la intensa 

y recreativa, frente a la continuada (ocupacional). Este fenómeno se ha agravado en 

los últimos tiempos debido a la disminución de la capa de ozono (Hu et al., 2004). 
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Exposición solar en la infancia: Algunos datos sugieren que la incidencia se 

relaciona con la frecuencia o severidad de quemaduras ampollosas en los 15 - 30 

primeros años de vida, de forma que las personas que han sufrido exposición desde 

su infancia tienen más riesgo que las que han vivido previamente en zonas menos 

soleadas y después han emigrado (Hu et al., 2004). 

Uso de protectores solares: Los protectores solares actúan absorbiendo y/o 

dispersando la radiación UV y, algunos, actúan biológicamente disminuyendo la 

formación de radicales libres. El uso de filtros físicos es imprescindible en 

condiciones ambientales extremas de radiación solar, como ocurre en la playa o en la 

nieve. La eficacia de los fotoprotectores frente a la radiación UV se mide con el 

factor de protección solar (FPS), que equivale al cociente entre la dosis mínima de 

UV requerida para producir eritema (MED, del inglés, minimal erythema dose) en la 

piel protegida con el fotoprotector (tras la aplicación de 2mg/cm2 de dicho 

fotoprotector) con respecto a la MED en la piel no protegida (Martínez-Escribano et 

al., 2012). 

Radiación ultravioleta no solar: Las lámparas de rayos UV-A, que 

aparecieron a finales de los años 70, según se ha comprobado, aumentan el riesgo de 

melanoma de forma independiente a la exposición solar y a los factores individuales. 

Este riesgo se duplica en sujetos que utilizan estas lámparas 10 o más veces al año. 

Antes de 1980, las lámparas emitían también UV-B y UV-C por lo que eran aún más 

peligrosas. De hecho, la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer ha 

confirmado la asociación entre el cáncer de piel y la exposición a la radiación solar y 

el uso de los rayos UV que emiten los aparatos de bronceado. Un interesante estudio 

realizado en Islandia ha demostrado que las campañas disuasorias acerca del uso de 

camas solares ha reducido la incidencia de melanoma entre las mujeres. Todas estas 

evidencias han animado a muchos países a regular el uso de camas solares con objeto 

de evitar la exposición UV antes de la edad de 18 años (Gandini et al., 2011; Doré et 

al., 2012). 

Otras exposiciones: Aunque sin confirmar, se ha intentado relacionar el 

melanoma con el empleo de algunos fármacos como el clomifeno y la gonadotropina 

coriónica humana (HCG), empleados en el tratamiento de la esterilidad (Young et al., 
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2001). Parece existir también una relación significativa con beta-bloqueantes y, 

asimismo, se ha detectado mayor riesgo con tiazidas y benzodiacepinas, pero de 

forma no significativa.  

5. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E HISTOLÓGICAS Y 
CLASIFICACION 

Aproximadamente el 75% de los melanomas primarios de la piel se originan 

de novo y sólo alrededor de un 25% de ellos se desarrollan sobre nevus 

melanocíticos preexistentes. La lesión inicial consiste en una mácula, asimétrica, de 

coloración irregular, con bordes dentados y mayor de 6 mm de diámetro. Estas cuatro 

características clínicas es lo que se ha denominado el ABCDE del melanoma: A, 

asimetría, B, borde irregular; C, color abigarrado; D, diámetro mayor de 6 mm y E, 

Evolución o variación o cambio del aspecto de la lesión en el tiempo (Tabla 2). Estas 

características no son exclusivas del melanoma y pueden observarse también en 

lesiones melanocíticas benignas. 

5.1. Lesiones precursoras del melanoma 

5.1.1. Nevi congénitos 

Son acúmulos de melanocitos névicos benignos que pueden situarse en la 

epidermis, dermis o en ambas y que, por definición, están presentes en el momento 

del nacimiento o aparecen durante el primer año de vida y existen en cerca del 1% de 

los recién nacidos.  

La etiología de los nevi melanocíticos congénitos no está clara, aunque se 

cree que los melanocitos de la piel se originan en el neuroectodermo pero el tipo 

específico de célula de la que derivan siendo desconocido. Una hipótesis plausible, 

es que las células precursoras pluripotenciales de la vaina del nervio migran desde la 

cresta neural a la piel a lo largo de los ganglios paraespinales y las vainas de los 

nervios periféricos y se diferencian en melanocitos al llegar a la piel. Una posible 

explicación para la presencia de los nevus melanocíticos congénitos puede ser la 

existencia de una agresión externa capaz de inducir una mutación que afecta a la 
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morfogénesis del neuroectodermo embrionario y a la migración de las células 

precursoras hacia la piel (Tannous et al., 2005).  

Los nevi aumentan de tamaño según crece el individuo alcanzando tamaños 

de más de 1 cm de diámetro en los adultos. Según el tamaño se clasifican 3 grupos: 

pequeños (menores de 1,5 cm de diámetro), medianos (de 1,5 a 20 cm) y gigantes (de 

diámetro mayor de 20 cm). Estas lesiones pueden ser claras u oscuras, con márgenes 

más o menos definidas y planas o papulosas, pudiendo contener pelo. Además, su 

contorno y color suelen ser uniformes y son asintomáticos. Los nevi congénitos 

gigantes suelen estar rodeados por varios nevus satélites más pequeños y pueden 

aparecer en cualquier parte del cuerpo pero son más frecuentes en la espalda (Zayour 

et al, 2011). 

Tabla 2. ABCD del melanoma: Características clínicas 

 

24 



  Introducción 

Histológicamente, los nevi congénitos contienen las mismas células névicas 

que los nevi comunes adquiridos. Sin embargo los primeros presentan infiltración de 

células névicas en la parte inferior de la dermis reticular manteniéndose éstas 

estrechamente asociadas a las estructuras subyacentes como vasos sanguíneos, 

nervios, glándulas sudoríparas y folículos pilosos (Zayour et al, 2011). 

Se calcula que el 1 - 2% de melanomas surgen sobre lesiones pigmentadas 

congénitas. 

El riesgo de melanoma a lo largo de la vida en pacientes con nevi congénitos 

gigantes se cifra entre un 5% y 40%, aumentando significativamente en los pacientes 

con nevi congénitos que cubren más del 5% de su superficie corporal. Por tanto, es 

recomendable extirpar los nevi congénitos grandes a partir de los 6 meses de vida y 

los nevi pequeños pueden extirparse con anestesia local después de los 10 años. 

Los nevi congénitos también pueden ser vistos como un componente de 

melanosis neurocutánea, un síndrome congénito raro descrito por primera vez en 

1861 por Rokitansky y que se caracteriza por la presencia de nevi melanocíticos 

congénitos junto con una excesiva proliferación de células melánicas benignas o 

malignas en leptomeninges. 

Los criterios actuales de diagnóstico para la detección de melanosis 

neurocutánea derivan de los propuestos por Kadonaga y Frieden en 1991 y son:  

− Presencia de nevi congénitos grandes (20 cm de diámetro o más en el adulto 

o su tamaño proporcional de 9 cm en la cabeza o 6 cm en el resto del cuerpo 

del neonato y lactante) y múltiples (si existen al menos 3 lesiones), asociados 

a melanosis o melanomas meníngeos.  

− Ausencia de melanoma cutáneo, salvo si las lesiones meníngeas son 

histológicamente benignas. 

− No evidencia de melanoma meníngeo, excepto en los casos en que las 

lesiones cutáneas sean histológicamente benignas. 

Aunque su patogenia se desconoce se piensa que su origen pueda ser el 

resultado de una aberración congénita en el desarrollo del neuroectodermo, que 
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determina la infiltración y proliferación de nevus melanocitos en el sistema nervioso 

central (Cramer, 1988). La mayoría de los casos son esporádicos, aunque se ha 

sugerido un patrón de herencia autosómico dominante con expresividad variable.  

Clínicamente, los pacientes pueden presentar hipertensión intracraneal, 

debido a la hidrocefalia o una lesión en masa. El pronóstico de los pacientes con 

melanosis neurocutánea sintomática es muy pobre, incluso en ausencia de 

malignidad. En una revisión realizada en 1991 sobre 39 casos de melanosis 

neurocutánea sintomática, la muerte se produjo en más de la mitad de los pacientes a 

los 3 años de la aparición de síntomas neurológicos, y la mayoría de las muertes se 

produjeron en pacientes menores de 10 años (Kadonaga et al., 1991). 

5.1.2. Nevi comunes adquiridos o benignos 

Son conjuntos de melanocitos proliferantes aparentemente normales que 

suelen aparecer a partir del primer año de vida y generalmente antes de los 35 años 

de edad. Son lesiones bien circunscritas de superficie homogénea, pigmentación 

uniforme, contorno redondo u ovalado y pueden ser papilomatosos, en cúpula, 

pediculados o planos. La coloración puede ser rosada, del color de la piel, parda o 

negra y su tamaño suele ser menor de 1 cm de diámetro, aunque son asintomáticos. 

Se clasifican en tres tipos: nevi de conjunción, nevi compuestos y nevi dérmicos. 

Los nevi de conjunción son los más corrientes en todos los sujetos y tienden 

a aparecer en zonas expuestas a la luz. Se trata de lesiones planas, ocres o marrones, 

de contorno circular y color uniforme que conservan los pliegues normales de la piel. 

La mayoría tienen menos de 5 mm de diámetro y muy pocos sobrepasan los 9mm Se 

componen de melanocitos en la capa basal de la epidermis que se extienden 

focalmente hacia dentro de la dermis papilar.  

Los nevi compuestos comienzan como lesiones marrón oscuro ligeramente 

sobreelevadas, de contorno uniforme, constituyendo lentamente un nódulo y suelen 

ser  menores de 1 cm de diámetro. Los melanocitos se sitúan en la epidermis y en 

dermis y algunos de ellos tienen células gigantes multinucleadas.  

Los nevi dérmicos son lesiones en cúpula, normalmente desprovistas de 

pigmento (acrómicas) y solamente tienen un componente dérmico.  
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El riesgo de melanoma asociado a los nevi comunes adquiridos es 

inversamente proporcional al grado de pigmentación cutánea y directamente 

proporcional al número de nevi, de hecho, los individuos con más de 50 nevi 

comunes adquiridos tienen un riesgo relativo 5 - 17 veces mayor de desarrollar un 

melanoma. 

5.1.3. Nevi atípicos 

Son lesiones melanocíticas cuyo definición actual es controvertida ya que 

para algunos autores representan variantes comunes de los nevi melanocíticos 

benignos mientras que para otros son lesiones intermedias tanto clínica como 

histológicamente situados entre los nevi melanocíticos y la fase de crecimiento radial 

de un MM (Kmetz et al, 2009). Se consideran nevi atípicos los que presentan: 

A. Morfología asimétrica. 

B. Bordes irregulares, angulosos y a menudo borrosos. 

C. Variedad de color con áreas marrón claro y oscuro, a veces con fondo rosado 

e incluso áreas despigmentadas. 

D. Tamaño grande entre > 6 mm de diámetro. 

Pueden ser únicos o múltiples, esporádicos o familiares. Se localizan 

fundamentalmente en el tronco y los brazos aunque pueden aparecer en cualquier 

otra localización. Los nevi atípicos son bastante estables comparados con el 

melanoma, evolucionan con el tiempo modificando sus rasgos y acentuando con 

frecuencia su atipia; no obstante, algunos de ellos, involucionan y desaparecen 

espontáneamente. 

Histológicamente, se caracterizan por desorganización estructural y grados 

variables de atipia nuclear en los melanocitos, aunque ésta suele ser discontinua y no 

estar completamente evolucionada. La mera presencia de nevi atípicos, 

independientemente de la historia familiar, conlleva un mayor riesgo por lo que es 

necesario un seguimiento clínico e iconográfico de los NM atípicos.  

Con el estudio de la naturaleza familiar de los melanomas y de los nevi 

atípicos, se acuñó el término “síndrome B - K mole” en referencia a la primera 
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inicial de los apellidos de las dos familias en las que fue descrito este síndrome, 

definido epidemiológicamente por familias en las que dos o más miembros familiares 

de sangre han sido diagnosticados de melanoma y que varios de sus miembros tienen 

NM atípicos. En estas familias aproximadamente el 50% de los miembros suelen 

estar afectos por lo que se considera un síndrome con patrón de herencia autosómico 

dominante, de penetrancia y expresividad variable. Este síndrome se denominó 

posteriormente “síndrome del nevus displásico” (SND) y actualmente se emplea de 

forma más extendida el término "síndrome del nevus atípico". Los pacientes 

afectos presentan múltiples nevi que comienzan a aparecer en la adolescencia, 

aunque pasados los 35 años siguen apareciendo nuevas lesiones. Este síndrome se 

asocia tanto a melanoma familiar como al esporádico aunque si el paciente tiene 

antecedentes familiares, el riesgo de desarrollar la enfermedad es prácticamente del 

100% por lo que en estos casos es obligatorio realizar revisiones periódicas cada 6 

meses y extirpar toda lesión sospechosa. También existe asociación con nevus 

congénito gigante (mayor de 20 cm de diámetro), cuyo riesgo de desarrollar 

melanoma oscila entre el 5 y 20%. 

Según la clasificación de Kraemer, 1983, el SND se subdivide en varias 

categorías, según la historia personal y familiar y según el riesgo de desarrollar un 

melanoma (Tabla 3). 

Tabla 3. Clasificación de Kraemer de Tipos de Síndrome del Nevus Displásico 
Clase  Nombre Características 

 A  SND esporádico  Sólo un miembro de la familia tiene SND 

 B  SND familiar  Dos o más miembros de la familia tienen SND 

 C  SND esporádico y 

melanoma 

 Sólo un miembro de la familia tiene SND y melanoma 

D1  SND familiar y melanoma  Dos o más miembros de la familia tienen SND, pero sólo uno 

melanoma 

D2  SND familiar y melanoma  Dos o más miembros de la familia tienen SND y melanoma 
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Los individuos de la clase A son los que tienen menor riesgo de desarrollar 

melanoma aunque la probabilidad de desarrollarlo es 27 veces mayor que la de la 

población general. El riesgo máximo lo tienen los pacientes pertenecientes a la clase 

D2 en los que la probabilidad de desarrollar un melanoma es 148 veces mayor que la 

de la población general. 

5.1.4. Léntigo maligno (LM) 

El léntigo maligno (LM) es también denominado “nevus melanótico de 

Hutchinson”. Muchos autores lo consideran un melanoma pre-invasor inducido por 

el efecto acumulativo a largo plazo de la radiación UV. 

Su incidencia es máxima en zonas más soleadas. 

Aparece en personas mayores, constituyendo máculas 

grandes, de forma y pigmentación irregular y poco 

delimitada y la mayoría surgen en cabeza y cuello, 

sobre todo en la nariz y en pómulos, aunque crecen 

lentamente (Figura 3).  

Bajo una epidermis atrófica se observa 

proliferación de melanocitos atípicos en fila única en la 

unión dermoepidérmica. Hay elastosis solar, 

borramiento de papilas dérmicas, y normalmente se 

encuentra un infiltrado inflamatorio y es característica la extensión de la 

proliferación melanocítica al epitelio de los anejos cutáneos. Generalmente, se 

considera un precursor del léntigo maligno melanoma (MLM), bien sea “nevus 

severamente displásico” o “melanoma in situ” (Figura 3); al menos un 5% de los 

LM progresan a MLM, por lo tanto, está indicada la extirpación quirúrgica y 

vigilancia posterior, por su tendencia a la recidiva. 

 Figura 3. Léntigo maligno 
(LM). Léntigo melanoma 
maligno (MLM) 
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5.1.5. Tumor de Spitz 

Se trata de una lesión generalmente benigna que 

se localiza habitualmente en la cara y puede confundirse 

histológicamente con un melanoma. Aparece 

generalmente en niños y adolescentes por lo que también 

se le denomina melanoma juvenil (Figura 4).  

Las lesiones son nódulos rojizos que pueden 

sangrar con facilidad y alcanzan hasta 1 – 2 cm de 

diámetro. Anatomopatológicamente se trata de una proliferación de melanocitos 

fusiformes o epitelioides que con frecuencia forman nidos en la unión 

dermoepidérmica y a través de ésta se extienden hacia la profundidad formando 

cordones. Tiene un patrón de infiltración en cuña que infiltra no sólo dermis sino 

también anejos y nervios. Las células muestran características particulares, con 

citoplasma opaco o “en vidrio deslustrado”. 

Los tumores de Spitz que muestran características aberrantes en su 

componente epidérmico o dérmico se denominan tumores de Spitz atípicos y 

aunque tienen un comportamiento benigno en general, incluso las variantes atípicas, 

en algunos casos han presentado recidiva y metástasis, llegando a ocasionar la 

muerte. A estas lesiones se les ha denominado tumores de Spitz malignos o 

metastatizantes y suelen ser de tamaño grande (> 1 cm) con extensión en profundidad 

y celularidad prominente. 

El nevo azul maligno es un tumor excepcional que puede originarse de un 

nevo azul o ser maligno desde un principio (Figura 5). 

Difiere del MM porque histológicamente hay ausencia de 

actividad en la unión. Además de los signos habituales de 

malignidad, como el desarrollo invasor, la atipia, el 

pleomorfismo de los núcleos y la existencia de mitosis 

anormales, el nevo azul maligno muestra zonas de necrosis 

(González-Campora et al., 1994). 

 Figura 4. Tumor de Spitz 

 Figura 5. Nevus azul 

30 



  Introducción 

Halo nevus de Sutton: clínicamente se caracteriza por ser un nevus 

melanocítico adquirido, rodeado de un halo hipopigmentado blanquecino (Figura 6). 

El halo nevus representa una reacción citotóxica contra los melanocitos y se asocia 

histológicamente con un denso infiltrado 

inflamatorio linfocítico en la porción dérmica del 

nevus. El fenómeno de halo puede llegar a hacer 

desaparecer completamente el nevus, dejando un 

área despigmentada que dura varios años. 

Ocasionalmente son múltiples y pueden mostrar una 

mayor tendencia al desarrollo de vitíligo.  

Nevus Spilus o nevus moteado, la lesión consiste en una mácula pigmentada 

con áreas nevoides papulares, hiperpigmentadas en el centro de la mácula. 

Nevus de Ota y de Ito: El nevus de Ota (melanocitosis óculo - dérmica) se 

caracteriza por ser una mácula pigmentada, homogénea, 

afectando a las primeras ramas del trigémino y a la 

esclerótica (Figura 7). Es más frecuente en mujeres y 

orientales. La lesión puede no estar presente en el nacimiento 

y tiende a persistir a lo largo de la vida. Se caracteriza por la 

proliferación de melanocitos fusocelulares en dermis y 

esclerótica. Los pacientes con nevus de Ota tienen un riesgo 

significativo de desarrollar un melanoma uveal por lo que se 

recomienda un seguimiento oftalmológico anual. 

El nevus de Ito es similar al nevus de Ota, pero localizado en las regiones 

supraclavicular, deltoidea y del omóplato (Figura 7).  

 
Figura 6. Halo nevus de Sutton 

 
Figura 7. Nevus de 
Ota. Nevus de Ito 
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5.2. Tipos histológicos y clasificación del melanoma cutáneo 

Atendiendo a las características clínicas y anatomopatológicas a finales de la 

década de los 60, Clark y sus colaboradores propusieron una clasificación en relación 

a su localización anatómica y a los patrones de crecimiento (Tabla 4 y Figura 8). A 

saber: 

1. Melanoma lentigo maligno (MLM) 

2. Melanoma de extensión superficial (MES) 

3. Melanoma lentiginoso acral (MLA) 

4. Melanoma Nodular (MN) 

Las tres primeras entidades, MLM, MES y MLA, tienen una fase 

intraepidérmica larga y radial y el tumor está limitado a la epidermis. Sin embargo, el 

MN tiene una fase de crecimiento intradérmico muy corto con paso al crecimiento 

vertical (dérmico) rápido. 

Tabla 4. Características clínicas de los principales tipos clínico - patológicos de 
melanoma cutáneo primario 

 

M E L A N O M A  N O D U L A RM E L A N O M A  D E  E X T E N S IÓ N
S U P E R F IC IA L

M E L A N O M A  L E N T IG IN O S O
A C R A L

M E L A N O M A  L É N T IG O
M A L IG N O

T ip o  d e  m e la n o m a F re c u e n c ia
(C a u c á s ic o s )

L o c a liza c ió n  
m á s  fre c u e n te

R e la c ió n  c o n  
fo to e x p o s ic ió n

A s o c ia c ió n  
a  n e vu s

M e la n o m a  d e  e x te n s ió n  s u p e rf ic ia l

M e la n o m a  L é n tig o m a lig n o

M e la n o m a  le n tig in o s o a c ra l

M e la n o m a  n o d u la r

F re c u en te

N o  h ab itu a l

N o  h ab itu a l

O c a s io n a l

4 0 -7 0 %

4 -1 0 %

2 -8 %

1 5 -3 0 %

T ro n co , 
e x tre m id ad e s

T ro n co ,
e x tre m id ad e s
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N o

E x p o s ic ió n  co n tin u a  (2 )

N o

E x p o s ic ió n  in te rm ite n te  (1 )

2 . H ab itu a lm en te  p ro fe sio n a l

1 . H a b itu alm e n te re c re a cio n a l
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m á s  fre c u e n te
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fo to e x p o s ic ió n
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a  n e vu s

M e la n o m a  d e  e x te n s ió n  s u p e rf ic ia l

M e la n o m a  L é n tig o m a lig n o

M e la n o m a  le n tig in o s o a c ra l

M e la n o m a  n o d u la r

F re c u en te

N o  h ab itu a l

N o  h ab itu a l

O c a s io n a l

4 0 -7 0 %

4 -1 0 %

2 -8 %

1 5 -3 0 %

T ro n co , 
e x tre m id ad e s

T ro n co ,
e x tre m id ad e s

M a n o s, p ie s y  u ñ a s

C a ra  y  cu e llo

N o

E x p o s ic ió n  co n tin u a  (2 )

N o

E x p o s ic ió n  in te rm ite n te  (1 )

2 . H ab itu a lm en te  p ro fe sio n a l

1 . H a b itu alm e n te re c re a cio n a l
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Hay otras formas menos frecuentes como el melanoma de mucosas que 

puede tener localización en la mucosa genital, oral, tubo digestivo o conjuntiva 

ocular, estos suelen tener una fase de crecimiento radial o pagetoide semejante a la 

del melanoma de crecimiento superficial; el melanoma desmoplásico, que es una 

variante clínico - patológica poco frecuente, que se presenta al inicio como una 

lesión banal pero evoluciona a un tumor profundo, fibroso, con predominio de 

células fusiformes, con tendencia a las recidivas locales múltiples y con gran 

capacidad de infiltración local y desarrollo de metástasis; y, por último, el 

melanoma ocular que supone menos del 5% de los melanomas y no parece guardar 

relación con la exposición al sol, suele presentarse en la coroides, el cuerpo ciliar y, 

raramente, al iris y tiene un patrón de mutaciones que difiere del de los cutáneos o 

mucosos; además, la mortalidad en estos es elevada por la tendencia a la 

diseminación, especialmente hepática. 

Histológicamente el melanoma consiste en una proliferación tumoral 

melanocítica atípica acompañada de cambios epidérmicos y respuesta inflamatoria, 

generalmente con un infiltrado inflamatorio en bandas, a menudo entremezclado con 

melanófagos situados debajo del tumor. En los tumores que invaden la dermis el 

infiltrado se extiende hasta la epidermis. 

En las fases iniciales la proliferación de melanocitos atípicos está confinada 

en la epidermis (melanoma in situ, MIS), con presencia de melanocitos en todos los 

niveles epidérmicos, sin invasión de la dermis papilar, que clínicamente forma una 

mancha de extensión radial (crecimiento radial u horizontal, intraepidérmico). 

Los melanocitos atípicos se disponen individualmente en nidos de tamaño y forma 

heterogénea. En esta fase se encuentran el MLM, el MES y el MLA.  

A medida que la lesión progresa, los melanocitos malignos que se originan en 

la epidermis proliferan extendiéndose hacia la dermis papilar invadiendo la dermis 

reticular y la grasa subcutánea (crecimiento vertical, intradérmico), observándose 

en ellas células tumorales sueltas y en nódulos de tamaño y forma variable. En esta 

fase el tumor adquiere la capacidad de metastatizar.  
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Las células del melanoma son de morfología variable, cuboidales o 

fusiformes y suelen mostrar ausencia de maduración nuclear (reducción del tamaño 

nuclear en profundidad) así como mitosis y necrosis celular. Los melanomas se 

acompañan de una respuesta inflamatoria con presencia de infiltrado inflamatorio de 

predominio linfo-histiocitario que puede ser variable en su distribución e intensidad. 

Otro hallazgo histológico característico del melanoma es la observación de 

fenómenos de regresión histológica que consisten en la presencia de un denso 

infiltrado inflamatorio con presencia de melanófagos y áreas variables de fibrosis 

dérmica.  

La progresión de la fase de crecimiento vertical ha permitido definir 

diferentes niveles de invasión descritos por Clark (Figura 8), a saber:  

− Nivel I, se caracteriza porque el tumor está limitado a la epidermis y se le 

conoce también como MM in situ. 

− Nivel II, aquí el tumor invade la dermis papilar y aparecen en ella células 

tumorales aisladas o pequeños nidos celulares tumorales. 

− Nivel III, en este nivel los nódulos de células tumorales invaden toda la 

dermis papilar y se expanden alcanzando la unión de la dermis papilar con la 

reticular.  
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− Nivel IV, se denomina así cuando el tumor ha invadido la dermis reticular. 

− Nivel V, en este nivel el tumor ha crecido hasta invadir el tejido subcutáneo.  

Los niveles de invasión de Clark (Clark et al.; 1989) junto a otros parámetros 

como el grosor en milímetros del tumor o el índice de Breslow (Figura 9), la 

presencia de ulceración, el número de mitosis y la presencia de satelitosis e invasión 

vascular, son importantes de cara a establecer el pronóstico del melanoma (Breslow 

et al., 1970; Breslow et al., 1978; Leong et al., 2005). El índice de Breslow se mide 

con un ocular milimetrado desde la capa granular o fondo de la úlcera si está 

ulcerado hasta la porción más profunda de invasión, ya sea el borde del tumor o un 

grupo aislado de células. Tomado de forma aislada, actualmente se considera a este 

índice el indicador pronóstico más valioso. Según el gráfico de la Figura 9, los 

tumores con espesor menor de 0,75 mm tienen sobrevida de 90 a 95%, los que tienen 

un espesor entre 0.7 – 1.69 mm sobreviven el 70 – 90%, los que están entre 1.70 – 

3.60 mm sobreviven el 40 – 85% y los que tienen un espesor mayor de >3.61 mm 

tienen una supervivencia del 20 – 70% a los 5 años (Balch et al., 2001a). 
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Como se mencionó anteriormente el melanoma tiene un comportamiento 

biológico característico con un crecimiento intraepidérmico y un crecimiento 

dérmico. En la fase de crecimiento dérmico, el melanoma tiene capacidad de 

producir metástasis. El desarrollo de metástasis es el resultado de una serie de 

eventos que incluyen la existencia de células separadas del tumor primario, la 

invasión de la membrana basal, la migración hacia el torrente sanguíneo o a la 

circulación linfática por donde pueden llegar a producir la invasión y crecimiento en 

otros órganos (Cochran et al., 2006). El pronóstico del tumor cambia de forma 

significativa dependiendo de la fase de crecimiento o invasión que presente, así como 

 

Figura 9. Medición del índice de Breslow. Se mide en mm con ocular milimetrado y curvas de 
supervivencia. Líneas continuas sin ulceración, líneas de puntos con ulceración. 
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de si la enfermedad es local o si existe afectación linfática o visceral. Por ello, tras el 

diagnóstico de melanoma, se debe proceder a su estadiaje con fines pronósticos y 

terapéuticos.  

5.2.1. Melanoma de extensión superficial (MES) 

El MES es el tipo de melanoma más frecuente y representa un 40 - 70% en 

pacientes Caucásicos. Aunque puede aparecer en cualquier zona del cuerpo, su 

localización más común es el tronco (especialmente en varones) y las extremidades 

inferiores (especialmente en mujeres), siendo la forma que se asocia con mayor 

frecuencia a la presencia de nevus clínicamente atípicos y a exposiciones solares de 

carácter intermitente. Puede verse en jóvenes, aunque el pico máximo de incidencia 

se sitúa entre los 40 y 60 años y, generalmente, tiene una evolución de 1 ó 5 años. 

Clínicamente se manifiesta como una lesión maculo-papulosa de intensa 

coloración marrón, negra o parduzca de 1 a 2,5 cm de diámetro que puede llegar a 

alcanzar tamaños de 8 a 10 cm, palpable, con bordes y superficie irregulares que 

puede presentar áreas claras que reflejan regresión del tumor (Tabla 4). La presencia 

de color blanco grisáceo en el centro de la lesión pigmentada es un hallazgo muy 

sugerente de este tipo de melanoma. Cumple todas o algunas de las reglas ABCD 

descritas en la Tabla 2 (Swetter, 2010).  

En la fase de crecimiento radial este tipo de melanoma muestra proliferación 

de melanocitos atípicos bastante uniformes, aislados y en grupos, en todos los niveles 

de la epidermis, pero también puede verse invasión focal de la dermis papilar por 

células aisladas o pequeños grupos. Puede asociarse a esta fase un infiltrado denso y 

superficial de linfocitos maduros y fibrosis de la dermis papilar. 

En la fase de crecimiento vertical, los melanocitos malignos ocupan la dermis 

papilar y se extienden profundamente hacia dermis reticular y tejido celular 

subcutáneo. Coincidiendo con esta fase de crecimiento se desarrollan uno o varios 

nódulos prominentes sobre la lesión, de color variable, que suelen acabar ulcerándose 

(Álvarez-Mon et al., 2005). 

Aproximadamente el 50% de los pacientes tienen historia de un nevus 

aparentemente benigno en el sitio del melanoma. Los casos de tumores primarios 
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múltiples (el 5% de los melanomas) suelen ser de este tipo clínico-patológico y 

deberán ser vigilados estrechamente y descartar la presencia de nevus atípicos 

personales o en sus familiares. 

5.2.2. Melanoma léntigo maligno (MLM) 

La frecuencia del MLM oscila entre el 4 - 15% de todos los melanomas en 

caucasoides y es raro en la raza asiática. Se localiza generalmente en cara, región 

facial, temporal y cuello y aparece sobre todo en personas mayores y se relaciona con 

la exposición solar (Tabla 4). 

Entre los factores de riesgo se incluye el reordenamiento de genes del 

cromosoma 10, específicamente en la región 10q24-26, la terapia de estrógenos y 

progesterona y la aplicación de tintes de pelo no permanentes. La edad media del 

diagnóstico es de 65 años aunque la edad de aparición está bajando; afecta con más 

frecuencia al sexo femenino en una proporción de 4:1 y no se asocia a la presencia de 

nevus clínicamente atípicos (Álvarez-Mon et al., 2005). 

Clínicamente, se desarrolla sobre un léntigo maligno de Hutchinson (o 

melanosis de Dubreuilh) que suele permanecer sin adquirir capacidad invasiva de 5 

a 15 años o más y se manifiesta como una mancha hiperpigmentada, policroma, en la 

que es difícil establecer el límite con la piel sana.  

Las lesiones de MLM suelen ser mayores de 3 cm, tienen bordes 

contorneados con indentaciones, son notablemente planas en las fases iniciales y 

cuando se hacen palpables indican una invasión dérmica. Pueden existir variantes 

amelanóticas. 

Histológicamente, en las áreas no invasivas de MLM y en todo el lentigo 

maligno (LM), la parte inferior de la epidermis muestra proliferación de melanocitos 

atípicos, como células aisladas y en grupos. Melanocitos atípicos surgen en la 

epidermis atrófica, sobre una dermis dañada por el sol, y con frecuencia se extienden 

en profundidad a lo largo de los folículos pilosos (Swetter, 2010). 
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El riesgo de desarrollar MLM a partir del LM es de un 4,7% a los 45 años y 

de un 2,2% a los 65 años. Cuando aparece se utiliza el término de MLM y el tumor 

ha desarrollado la capacidad de metastatizar.  

La diferencia entre LM y MLM se basa fundamentalmente en la fase de 

crecimiento vertical de ese último, lo cual lo convierte en un microinvasor; en 

cambio, el LM se encuentra limitado a la epidermis y no sobrepasa la membrana 

basal, por lo cual sólo presenta crecimiento radial. El desarrollo de un nódulo 

sobreelevado, generalmente de color pardo-negruzco, proclama el comienzo de la 

invasión (Álvarez-Mon et al., 2005; Swetter, 2010). 

La regresión es una característica de este tumor y se expresa por áreas de 

color gris o blanco. En ocasiones es tan marcada que mientras crece en un sentido 

remite en otra zona y al paciente tiene la sensación de que se desplaza por la piel 

(Álvarez-Mon et al., 2005).  

5.2.3. Melanoma lentiginoso acral (MLA) 

El MLA constituye el 2 - 8% de los melanomas en individuos Caucásicos, en 

la raza negra la proporción se incrementa hasta un 60 - 72%, en la oriental representa 

un 29 - 46% y en igual modo en los indios americanos (Swetter, 2010). Como su 

nombre indica, se localiza predominantemente en palmas, plantas, en la matriz y/o 

lecho ungueal y en mucosas o uniones mucocutáneas. Aparece como una mácula 

parda, marrón o negra, con bordes irregulares, en la superficie palmar o plantar. Es 

más frecuente en varones, a partir de los 50 o 60 años de edad. Como en los otros 

tipos de melanoma, su evolución natural, si no se extirpa, lleva al desarrollo de un 

nódulo con tendencia a la ulceración y hemorragia. Sin embargo, la evolución es más 

corta que en otros tipos de melanoma y varía desde unos pocos meses hasta varios 

años, con una media de 2,5 años.  

Se observan fases de crecimiento tanto radial como vertical, pero ésta última 

sucede a la primera con más rapidez que en MLM y en MES. Es un tumor muy 

agresivo, con gran tendencia a las metástasis ganglionares y una alta mortalidad. 

Puede presentarse con un nivel III o IV y no tener nódulo tumoral o su elevación 

apenas es perceptible (Álvarez-Mon et al., 2005). 
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Una variante del MLA es el melanoma subungueal que constituye el 2 - 3% 

de los melanomas en la raza blanca y el 15 - 20% de los melanomas en la raza negra. 

Incide en ambos sexos por igual, y en edades sobre todo entre 55 y 65 años. Más del 

75% de estas lesiones aparecen en el primer dedo de la mano o del pie y comienzan 

como una mancha en el lecho ungueal, cerca de la base, que se confunde fácilmente 

con un hematoma subungueal. Cuando se ve afectado el pliegue posterior de la uña 

(signo de Hutchinson) es un signo de mal pronóstico e indicativo de que el tumor 

está avanzado. El 10 - 15% son amelanóticos y con apariencia carnosa. El pronóstico 

de los melanomas subungueales es malo debido a que el diagnóstico suele ser tardío 

pero no a consecuencia de su naturaleza biológica. Esta lesión posee melanocitos 

uniformemente atípicos y grandes a lo largo de la unión dermoepidérmica, con una 

epidermis hiperplásica (Álvarez-Mon et al., 2005; Swetter, 2010). 

5.2.4. Melanoma nodular (MN) 

El MN constituye el segundo tipo más frecuente de melanoma (15 - 30%) en 

individuos caucásicos. Este término sólo se debe aplicar a las lesiones que comienzan 

por un nódulo tumoral desde la fase más inicial en que es reconocible. Tiene gran 

capacidad de crecimiento vertical, por lo que resulta un tipo de melanoma más 

agresivo, con mayor tendencia a metastatizar y por lo tanto de peor pronóstico. Puede 

aparecer en cualquier localización, pero es más frecuente en espalda (especialmente 

en varones) o extremidades (especialmente en mujeres), en personas de 40 - 60 años. 

Aparece generalmente como una pápula o nódulo de coloración uniforme 

negro-azulada, de 1 a 2 cm de diámetro,  suele crecer rápidamente y presenta una alta 

probabilidad de ulceración. Aproximadamente el 5% de los MN carecen de pigmento 

y tienen aspecto carnoso. Puede ser difícil distinguir entre MN y hemangioma, 

hematoma, granuloma piógeno, nevus azul, poroma ecrino o carcinoma basocelular 

pigmentado. Por otra parte, suele eludir el diagnóstico temprano por carecer de los 

signos típicos de alarma de melanoma ABCD (Álvarez-Mon et al., 2005; Swetter, 

2010). 

Microscópicamente, el melanoma nodular es un tumor en el que el 

crecimiento intraepidérmico siempre va asociado a invasión dérmica y hay una 

variante polipoide con pedículo y aspecto de coliflor que es especialmente agresiva. 
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Los MES, MLM y MLA en su estadio in situ (MIS), aunque histopatológicamente 

son formas malignas se comportan biológicamente como formas benignas con un 

pronóstico excelente. Durante el estadio in situ la diferenciación histológica es 

habitualmente clara aunque, en algunos casos, cuando se desarrolla el melanoma 

invasivo, el componente in situ puede modificarse sustancialmente y hacer más 

difícil su diferenciación. 

5.3. Estadificación clínica del melanoma 

La estadificación clínica del melanoma se estableció con objeto de disponer 

de un sistema uniformemente aceptado que permitiese comparar los resultados de 

respuesta al tratamiento y establecer factores pronóstico. Desde los años 50 se han 

realizado diversos intentos de estadificación clínica del melanoma. En 1978 la 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) publicó un sistema de estadificación 

microscópico del melanoma, conocido como “Clasificación TNM del melanoma 

cutáneo” basado en el estudio del tumor considerando datos clínicos e 

histopatológicos en relación a ciertas características del tumor (T), como el espesor 

del mismo, la presencia o no de ulceración, la presencia y número de ganglios 

linfáticos afectos (N), la existencia de micro o macrometástasis y la presencia o no de 

metástasis a distancia (M) (Tabla 5).  

Según esta clasificación, los estadios patológicos I y II comprenden pacientes 

sin evidencia de metástasis regional ni a distancia, con base en la ausencia de 

compromiso tumoral después de realizar un examen histopatológico de los ganglios y 

los exámenes radiológicos y clínicos de rutina. El estadio III corresponde a pacientes 

con evidencia histopatológica de metástasis regionales; esta estadificación requiere 

que el patólogo reporte el número de ganglios extraídos, el número de ganglios 

examinados y, de éstos, cuántos están comprometidos. El estadio anatomopatológico 

IV incluye pacientes con confirmación histológica de metástasis en uno o más sitios 

distantes por ejemplo, en piel, tejidos subcutáneo, nodular, visceral, esquelético o en 

el sistema nervioso central. En la clasificación TNM se hace referencia a la presencia 

de micro y macrometástasis; la micrometástasis se diagnostica después de una 

linfadenectomía electiva o centinela (es decir, del primer ganglio linfático regional 
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que recibe la linfa de la zona donde se asienta el tumor primario) y la 

macrometástasis se define como metástasis ganglionar clínicamente detectable y 

confirmada mediante linfadenectomía terapéutica o cuando cualquier metástasis 

hacia los ganglios linfáticos exhibe una masiva extensión extracapsular (Thompson, 

2002; Rousseau et al., 2004). 

La clasificación AJCC ha sido sometida a distintas revisiones en los años 

1983, 1988, 1992, 2002, 2005 y por último en 2009 (Balch et al., 2001b; Thompson, 

2002; Kim et al., 2002; Petro et al., 2004; Gimotti et al., 2005; Retsas et al., 2007; 

Balch et al, 2009). La revisión más importante fue hecha en el 2002 y en ella, para la 

estadificación, se incluyeron la ulceración y el número de ganglios linfáticos 

implicados en lugar del tamaño de los mismos (Kim et al., 2002). En esta 

clasificación los niveles de Clark se consideraron sólo en el espesor de los tumores 

primarios; además, las metástasis microscópicas de los nódulos linfáticos regionales 

detectados principalmente por la biopsia del ganglio linfático centinela se 

diferenciaron de las metástasis macroscópicas palpables de los nódulos linfáticos 

(Thompson, 2002; Rousseau et al., 2004). Por otra parte, incluyen los niveles séricos 

de lactado deshidrogenasa (LDH) como el factor pronóstico más importante en los 

melanomas en estadio IV (Tabla 6) (Kim et al., 2002; Balch et al, 2009).  

No obstante, a partir de 2009, la AJCC considera válidos todos los parámetros 

descritos anteriormente salvo el nivel de Clark, para la clasificación del melanoma 

con objeto de evaluar el pronóstico de los pacientes según el estadiaje del tumor y 

recomienda incorporar el índice de mitosis por mm2 como factor predictivo, ya que 

está comprobado que un alto índice de mitosis se correlaciona con una pobre 

supervivencia; de hecho, es el parámetro independiente con más valor de predicción 

sobre la supervivencia tras el índice de Breslow (Leong et al., 2005; Thompson et al., 

2011). Atendiendo a este parámetro los melanomas  de la categoría T1 de la AJCC se 

han reclasificado en T1a y T1b, siendo los melanomas T1a (aproximadamente 60% 

de los pacientes T1) los tumores que tienen ≤ 1 mm de grosor, no presentan 

ulceración y tienen un tasa de mitosis  <1/mm2  y los melanomas clasificados como 

T1b melanomas (aproximadamente 40% de los pacientes T1) tienen ≤ 1 mm de 

grosor y tienen al menos 1 mitosis mm2  o presentan ulceración (Balch et al., 2009; 
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Thompson et al., 2011). Gracias a este modelo de estadificación ha sido posible 

clasificar a los pacientes en subgrupos homogéneos que facilita su inclusión en 

ensayos clínicos y la comparación de resultados para su información sobre el 

pronóstico.  

En el estadiaje microscópico del tumor existen dos hallazgos histológicos que 

tienen una gran importancia en el pronóstico y que son el grosor tumoral y la 

presencia de ulceración (Balch et al., 2001a, Gimotti et al., 2005). La ulceración es la 

ausencia histológica de epidermis por encima del tumor y el grosor tumoral se 

establece utilizando dos sistemas, uno definido por el grado anatómico de la 

infiltración local cutánea o niveles de invasión de Clark (Figura 8) y otro basado en 

la medición del grosor vertical en milímetros o índice de Breslow (Figura 9). 

El índice de Breslow se considera el factor pronóstico más importante en los 

estadios I y II del melanoma, aunque para definir el pronóstico real es necesario 

evaluar otros factores de la enfermedad. La AJCC estadifica el grosor del tumor en 

cuatro categorías: ≤1,0 mm; 1,01 a 2,0 mm; 2,01 a 4,0 mm y >4,0 mm y relaciona la 

medida del índice Breslow en forma directa con el volumen del tumor, lo que explica 

su exactitud como medida de pronóstico. Para la correcta clasificación del 

microestadio del tumor primario se requiere una evaluación histológica concienzuda 

del tumor por un patólogo experimentado. Los cálculos pronósticos deberán 

modificarse de acuerdo al sexo y sitio anatómico, así como también de acuerdo con 

la evaluación clínica e histológica (Gimotty et al., 2005). 

Además de los marcadores pronóstico y de susceptibilidad descritos existen 

importantes esfuerzos en el mundo científico para conocer el valor potencial de 

ciertos biomarcadores que puedan aportar información sobre la susceptibilidad a 

padecer la enfermedad, el riesgo de progresión de la misma y la respuesta al 

tratamiento de este tumor cuya frecuencia sigue creciendo año tras años (Thompson, 

2005). Entre estos factores pueden tener relevancia los genes HLA y KIR. 

43 



  Introducción 

Tabla 5. Definiciones TNM (adaptada de Kim et al., 2002 y Balch et al., 2009) 
Tumor primario (T)  

TX No puede evaluarse el tumor primario (por ejemplo, biopsia de raspado o melanoma que ha 
regresado)  

T0 No hay prueba de tumor primario  

Tis Melanoma in situ  

T1 Tumor mide 1,0 mm o menos de grosor, con ulceración o sin ella 

T1a Tumor mide 1,0 mm o menos de grosor y en el grado II o III de Clark sin ulceración  

Tumor mide 1,0 mm o menos de grosor, tasa de mitosis <1/mm2 y sin ulceración (desde 2009) 

T1b Tumor mide 1,0 mm o menos de grosor y el grado IV o V de Clark con ulceración  

Tumor mide 1,0 mm o menos de grosor, tasa de mitosis ≥1/mm2o con ulceración (desde 2009) 

T2 Tumor mide más de 1,0 mm pero menos de 2,0 mm de grosor con ulceración o sin ella 

T2a Tumor mide más de 1,0 mm pero 2,0 mm o menos de grosor sin ulceración  

T2b Tumor mide más de 1,0 mm pero 2,0 mm o menos de grosor y con ulceración  

T3 Tumor mide más de 2,0 mm pero 4,0 mm o menos de grosor con ulceración o sin ella 

T3a Tumor mide más de 2,0 mm pero 4,0 mm o menos de grosor sin ulceración  

T3b Tumor mide más de 2,0 mm pero 4,0 mm o menos de grosor, con ulceración  

T4 Tumor mide más de 4,0 mm de grosor con ulceración o sin ella 

T4a Tumor mide más de 4,0 mm de grosor sin ulceración  

T4b Tumor mide 4,0 mm o menos de grosor con ulceración  

Ganglios linfáticos regionales (N)  

NX No pueden evaluarse los ganglios linfáticos regionales  

N0 No hay metástasis de los ganglios linfáticos regionales  

N1 Metástasis a un solo ganglio linfático  

N1a Metástasis (microscópica) clínicamente oculta 

N1b Metástasis (macroscópica) clínicamente obvia  

N2 Metástasis a 2 o 3 ganglios regionales o metástasis regional intralinfática sin metástasis nodal 

N2a Metástasis (microscópica) clínicamente oculta 

N2b Metástasis (macroscópica) clínicamente obvia 

N2c Metástasis satélite o en tránsito sin metástasis a los ganglios linfáticos  

N3 Metástasis en más de cuatro ganglios regionales, ganglios filtrados o metástasis en 
tránsito o metástasis en satélite(s) con ganglios regionales metastásicos  

Metástasis a distancia (M)  

MX No puede evaluarse la metástasis a distancia  

M0 No hay metástasis a distancia  

M1 Metástasis a distancia 

M1a Metástasis a la piel, tejidos subcutáneos, o ganglios linfáticos distantes 

M1b Metástasis pulmonar  

M1c Metástasis a otros sitios viscerales o metástasis a distancia a cualquier sitio relacionado con una 
deshidrogenasa de suero láctico elevada 
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Tabla 6. Tasas de supervivencia del melanoma según su clasificación TMN y 
estadio AJCC (adaptada de Balch et al., 2001) 

Estadios Clasificación 

TNM 

Características 

Histológicas 

Supervivencia%1 

1 año5 años10 años 

0 T0 N0 M0 No evidencia de tumor    

Tis Tis N0 M0 Intraepitelial o melanoma in situ 100 100 100 

1 Tis N0 M0 Tumor < 1 mm    

IA T1a N0 M0 < 1 mm sin ulceración y nivel II/III de Clark 99.9 98.9 97.4 

IB T1b N0 M0 

T2a N0 M0 

< 1 mm, ulceración, nivel Clark IV/V  

1,01 - 2 mm sin ulceración  

99.3 

99.6 

93.7 

90.5 

90.2 

84.1 

IIA T2b N0 M0 

T3a N0 M0 

1,01 - 2 mm con ulceración 

2,01 - 4 mm sin ulceración 

96.0 

98.2 

76.6 

77.7 

65.2 

67.3 

IIB T3b N0 M0 

T4a N0 M0 

2,01 - 4 mm con ulceración 

>4 mm sin ulceración 

95.2 

95.8 

70.5 

66.8 

62.1 

56.3 

IIC T4b N0 M0 >4 mm con ulceración 93.0 55.7 47.5 

IIIA T1 - 4a N1a M0 

T1 - 4a N2a M0 

1 micormetástasis nódulo regional, no ulceración 

2 - 3 micrometástasis nódulo regional, no 
ulceración  

94.6 

95.8 

69.5 

63.3 

63.0 

56.9 

IIIB T1 - 4b N1a M0 

T1 - 4b N2a M0 

T1 - 4a N1b M0 

T1 - 4a N2b M0 

T1 - 4a/b N2c M0 

1 micormetástasis nódulo regional, ulceración  

2 - 3 micrometástasis nódulo regional, ulceración 

1 macrometástasis nódulo regional, no ulceración 

2 - 3 macrometástasis nódulos regionales, no 
ulcerado. 

Metástasis en tránsito/ lesión satélite(s) sin 
nódulo linfático metastásico 

91.0 

92.0 

94.3 

92.1 

93.2 

52.8 

49.6 

58.6 

49.9 

67.6 

37.8 

35.9 

49.7 

43.6 

59.2 

IIIC T1 - 4b N1b M0 

T1 - 4b N2b M0 

cualquier T N3 
M0 

 

1 nódulo regional macroscópico, ulceración 

2 - 3 nódulos regionales macroscópicos, 
ulceración 

≥ 4 nódulos macro/micrometastásicos regionales 
o ganglios adyacentes agrupados o metástasis en 
tránsito o metástasis en satélite(s) en ganglios 
regionales cercanos, con o sin ulceración 

95.0 

84.0 

74.4 

52.2 

32.9 

27.3 

 

36.6 

32.9 

22.4 

IV cualquier T 
cualquier N M1a 

cualquier T 
cualquier N M1b 

cualquier T 
cualquier N M1c 

Diseminación a distancia en piel, metástasis 
nodulares con LDH normal 

Metástasis pulmonares con LDH normal 

 

Metástasis en otras vísceras con LDH normal o 
cualquier metástasis a distancia con LDH elevada 

59.3 

 

57.0 

 

40.6 

 

18.8 

 

6.7 

 

9.5 

15.7 

 

2.5 

 

6.0 
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6. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

El complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) es en conjunto de genes 

altamente polimórfico los cuales codifican un amplísimo grupo de moléculas 

diferentes que han esenciales para que los individuos puedan adaptarse a las 

agresiones del entorno y que constituyen uno de los principales soportes del sistema 

inmunitario (Dunham et al., 1989; Kumanovics et al., 2003). 

En humanos este complejo se denomina HLA (acrónimo inglés de Human 

leukocyte Antigen) y sus más de 224 genes identificados están localizados en la 

región 6p21.3 del brazo corto del cromosoma 6 (Figura 10). Aunque no se conoce la 

función de muchos de ellos, aproximadamente el 40 % parecen estar involucrados en 

el funcionamiento del sistema inmunológíco (The Consortium HLA, 1999). Su alto 

grado de polimorfismo se debe al elevado número de variantes alélicas y al elevado 

número de loci existentes  (Klein et al., 2000a; Klein et al., 2000b). Clásicamente, las 

variantes alélicas se definieron por técnicas serológicas (microlinfocitotoxicidad) y la 

denominación de las mismas se ha realizado por consenso en las diferentes reuniones 

mantenidas desde 1968 por un Comité de expertos, el WHO Nomenclature 

Committee for Factors of the HLA System. Así, los alelos se denominan con una letra 

que se refiere al loci al que pertenecen seguidos de un número que se corresponde 

con una especificidad en particular (Marsh et al, 2012). De este modo se han descrito 

mapas con las distintas regiones y locus del sistema HLA (Campbell et al., 1993).  

Los genes de HLA-I y HLA-II codifican glicoproteínas de membrana, las 

moléculas de HLA clase I (HLA-I) y las moléculas HLA de clase II (HLA-II), 

especializadas en la presentación de antígenos y otras moléculas implicadas en las 

vías biosintéticas de las propias moléculas del HLA, como HLA-DM, HLA-DO, 

Transportadores asociados al procesamiento antigénico (TAP, del inglés, 

Transporters associated with Antigen Processing) o los componentes del proteasoma 

LMP-2 y LMP-7 (del inglés, Large Multifunctional Proteasome) (Kelly et al., 1991). 

La región intermedia o región de clase III contiene genes que codifican una gran 

variedad de proteínas, incluyendo citoquinas, componentes del sistema del 

complemento o proteínas de shock térmico (HSP, del inglés Heat Shock proteins). 
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Por otra parte, dentro de la región de clase III existen otros muchos genes cuya 

función aún se desconoce. 

6.1. Moléculas HLA de clase I 

En la región HLA-I hay unos 20 genes que codifican las moléculas de clase I 

(Kumanovics et al., 2003). El prototipo de gen que las codifica se encuentra dividido 

en 8 exones y cada uno de ellos se corresponde con cada dominio estructural de la 

molécula (Figura 11) (Lefranc et al., 2005). Se conoce con precisión la función de las 

tres familias de antígenos de histocompatibilidad de clase I que codifican para las 

moléculas HLA-I clásicas o HLA-Ia, denominadas HLA-A, HLA-B y HLA-C cuyo 

cometido es presentar péptidos a las células T y juegan un papel relevante en la 

discriminación de lo propio y de lo no-propio. No ocurre lo mismo con las otras 

moléculas HLA-I denominadas no-clásicas o HLA-Ib que poseen alta similitud con 

las anteriores pero tienen menor polimorfismo (oligomórficas) y su expresión es 

variable tanto en su distribución tisular como su la densidad en la membrana celular 

 
Figura 10. Localización y organización del sistema HLA en el cromosoma 6.En el brazo corto 
del cromosoma 6 humano existe un conjunto de genes que se distribuyen en tres regiones bien 
diferenciadas. Región de clase I que codifica las moléculas de histocompatibilidad de clase I 
clásicas (HLA-A, HLA-B y HLA-C), así como moléculas no clásicas (HLA-E, HLA-G y HLA-F). 
La región de clase II codifica moléculas de histocompatibilidad de clase II (HLA-DR, HLA-DQ y 
HLA-DP). Por último, la región de clase III codifica moléculas de características estructurales y 
funcionales  totalmente diferentes. (Adaptado de Klein J, Sato A. N Engl J Med. 2000a; 343:702-9). 
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(Rodgers et al., 2005). Dentro de estas moléculas HLA-Ib están las moléculas 

HLA-E, HLA-F y HLA-G que, además de presentar péptidos, se sabe que están 

involucradas en los fenómenos de inmunoregulación constituyendo puentes entre la 

inmunidad innata y la adquirida. Existen otros grupos de moléculas HLA I 

no-clásicas como MICA, MIC-B y Hfe que están codificadas por genes del 

cromosoma 6 y también las moléculas CD1, MR1, codificadas por genes localizados 

en el cromosoma 1 y el FcRn (receptor neonatal para el Fc) que están codificadas por 

genes localizados en el cromosoma 19 (Kumanovics et al., 2003; Rodgers et al., 

2005). Algunos autores han propuesto nominar a las moléculas Hfe y MIC moléculas 

HLA Ic y a las moléculas CD1, MR1, FcRn como clase HLA1d (Martinez-Naves et 

al. 2001).  

Gracias a la introducción de las técnicas de biología molecular, en particular 

las derivadas de la reacción de la polimerasa en cadena (PCR, del inglés, polymerase 

chain reaction), se ha logrado secuenciar las distintas variantes alélicas conocidas en 

la actualidad. Los polimorfismos de los alelos no se distribuyen al azar sino que están 

localizados en regiones específicas donde se sitúan los aminoácidos que 

interaccionan con los péptidos procesados. Las regiones de variabilidad de los genes 

HLA de clase I se encuentran en los exones 2 y 3 y las de los que codifican para el 

HLA de clase II están en el exón 2. Los mecanismos genéticos de la generación de la 

variabilidad se deben fundamentalmente a conversión génica, mutaciones puntuales 

y recombinaciones intergénicas (Figura 11). 

Cada molécula de clase I es un heterodímero formado por una cadena pesada, 

glicosilada, con un peso molecular de 43 kD, denominada cadena ; y una cadena 

ligera, la beta 2 microglobulina (β2m), que tiene un peso molecular aproximado de 

12.5 kD y se asocia con la cadena α mediante interacciones no covalentes. 

La región del cromosoma que contiene todos los genes HLA, a excepción de 

los que codifican la beta-2-microglobulina, se denomina haplotipo HLA. Por tanto el 

haplotipo HLA incluye los genes clase I: HLA-A, HLA-B y HLA-C y los genes clase 

II: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP y otros loci situados también en esta región. Los 

hapolotipos se heredan de padres a hijos y se comportan como un sistema hereditario 

autosómico y codominante. El amplio polimorfismo potencial que conlleva este 
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sistema se encuentra limitado por el fenómeno denominado desequilibrio de 

ligamiento, gracias a cual ciertos alelos de diferentes loci de un mismo haplotipo se 

asocian con una frecuencia mayor de la esperada. 

La cadena α presenta gran variabilidad entre los individuos de la misma 

especie, siendo la responsable del polimorfismo antigénico de las moléculas de 

histocompatibilidad clase I (Tabla 7), polimorfismo que facilita la existencia de 

estructuras ligeramente diferentes que influye en el acoplamiento del péptido (Figura 

13) y tiene efectos funcionales en el reconocimiento antigénico por los linfocitos T 

(Lim et al., 2003). En la cadena α se distinguen tres zonas bien definidas, una zona 

 

Figura 11.Estructura de los genes humanos HLA-A (HLA-Ia), el HLA-DRA y HLA-DBR1 
(HLA-IIa) en el cromosoma 6p21.3. A: Gen HLA-A gen que codifica la cadena I-α de HLA-A 
(HLA-Ia) en humanos. HLA-DRA gen que codifica la cadena II-α de HLA-DRA (HLA-IIa. 
HLA-DRB gen que codifica la cadena II-β de HLA-DRB1 (HLA-II bis) del ser humano. El tamaño 
de los intrones y exones se expresa en pares de bases. El signo ( - || - ) indica que el intrón no está 
dibujado a escala B:Estructura de los genes humanos HLA-A (HLA-Ia), el HLA-DRA y 
HLA-DBR1 (HLA-IIa) en el cromosoma 6p21.3. B: Correspondencia entre los exones y los 
dominios de las moléculas HLA en humanos A - (HLA-Ia), el HLA-DRA y otros HLA-DRB 
(HLA-IIa). El tallo y los dominios están expresados en número de aminoácidos. (Lefranc et al., 
2005).  
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extracelular de mayor tamaño en la que se encuentran los determinantes antigénicos 

de la molécula, una pequeña región transmembrana, hidrófoba y una región 

intracitoplasmática de unos 35 aminoácidos. 

La zona extracelular se halla organizada en tres dominios de 

aproximadamente unos 90 residuos cada uno, denominados dominios α1, α2 y α3, 

mantenidos por la existencia de puentes intracatenarios. Los residuos glucídicos se 

encuentran unidos a un residuo la asparragina en la posición 86 del dominio α1. La 

estructura tridimensional del dominio alfa-3 y la beta-2-microglobulina están 

organizados en estructura de hoja plegada beta  y la estructura de los dominios α1 y 

α2 consta de una parte formada por cuatro fragmentos en estructura de hoja plegada 

beta seguido de otro segmento organizado en forma de alfa - hélice. Esta peculiar 

organización delimita una hendidura denominada “bolsillo” o sitio de unión al 

péptido (en inglés, peptide binding groove) en el que los residuos más polimórficos 

se encuentran en la base y las paredes de la hendidura (2003 Kumanovics et al., 

2003; Lim et al., 2003).  

 
Figura 12. Estructura de las moléculas HLA de clase I. La moléculas de Clase I posee una 
cadena ligera, la beta - 2 - microglobulina (β - 2m) extracelular y una cadena pesada, la cadena alfa 
(α), que posee dos dominios extracelulares α1 y α2 que conforman la hendidura donde se acopla el 
péptido, una región extracelular que es un dominio es del tipo inmunoglobulina (α3), una región 
transmembrana y un tallo citoplasmático. 
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En esa hendidura se acoplan 

péptidos antigénicos de aproximadamente 

8 - 10 aminoácidos procedentes de 

proteínas endógenas previamente 

procesadas intracelularmente (Figura 13).  

Un determinado antígeno de 

histocompatibilidad puede unirse a 

péptidos diferentes siempre que éstos 

posean uno o varios motivos que 

interaccionen con zonas de la molécula 

cuya estructura suele estar condicionada 

por residuos polimórficos (Lim et al., 

2003). 

El dominio α3 se pliega para formar 

un bucle tipo Ig que sirve de unión a la 

molécula CD8. La cadena ligera β2m 

interactúa de modo no covalente con el 

segmento α3, y al igual que este se pliega 

en un dominio tipo Ig.  

La molécula de clase I una vez 

completamente ensamblada forma un 

heterotrímero, constituido por la cadena α, la β2m y el péptido. En esta conformación 

la molécula se encuentra estable en la membrana celular.  

La β2m es idéntica en todos los individuos de la misma especie y los genes 

que la codifican, a diferencia de los genes del HLA, se localizan en el cromosoma 16 

en los humanos y en el cromosoma 2 en el ratón. La β2m pertenece a la superfamilia 

de las inmunoglobulinas, con una notoria homología con el tercer dominio constante  

de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (Figura 12). 

Salvo en las células germinales que son haploides, todo individuo normal 

heterocigoto expresa seis moléculas HLA de clase I clásicas diferentes en cada 

 

 

Figura 13. Acoplamiento del péptido Tax - 11 -
 19 en la hendidura y posición de los residuos 
aminoacídicos polimórficos en los subtipos de 
HLA-A2. (a y b) El complejo HLA-A2 - Tax11 -
 19 visto desde arriba de la ranura de unión del 
péptido. Las posiciones de los residuos 
polimórficos del subtipo HLA-A2 están marcadas 
en el HLA. Residuo 9, de color azul oscuro; 
residuos 43, verde, el resto 95, rojo, residuo de 
149, cian, 152 de residuos, de color amarillo, y el 
residuo 156 de color magenta. El péptido se 
muestra en amarillo. (c, d) El complejo HLA-A2 -
 Tax11 - 19 visto desde dentro de la ranura de 
unión del péptido. El péptido se muestra en 
amarillo y el HLA es de color azul. (c) La 
ubicación de los residuos polimórficos 156 en el 
D - bolsillo. (d) La ubicación de los residuos 
polimórficos 95 en la F - bolsillo (Lim et al. J Exp 
Med 2003;198:99 - 109). 
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célula, ya que contienen cadenas α derivadas de los seis alelos de los genes HLA-A, 

HLA-B y HLA-C, tres alelos heredados de la madre y tres del padre. Estas moléculas 

se encuentran presentes en la mayoría de las células nucleadas del organismo pero en 

el endotelio, las glándulas de Brunner duodenales, el trofoblasto velloso y las 

neuronas del sistema nervioso central cuya expresión es mínima o incluso nula. 

Dentro de las moléculas HLA de clase I clásicas hay que destacar la presencia 

de un determinante antigénico denominado epítopo HLA-Bw4, que es compartido 

por ciertos antígenos HLA-A y HLA-B, y que presenta dimorfismo en la posición 80 

de la α1-hélice basado en la presencia de un aminoácido de isoleucina (Ile) o  de 

threonina (Thr), como se muestra en la Tabla 7.  

Es de reciente conocimiento la relevancia de las moléculas HLA-C debido a 

su relevante rol como ligando de los receptores del tipo inmunoglobulina de las 

células asesinas (KIR, del inglés, Killer cell immunoglobulin - like receptor), 

expresados en las células NK y en algunos subtipos de células T. Aunque las 

moléculas HLA-C presentan grandes homologías con las otras HLA-I clásicas, 

HLA-A y HLA-B, y que su hélice α2 es muy similar a la de HLA-B, también posee 

diferencias importantes como es su baja expresión en membrana y su mucho más 

reducida diversidad alélica (Zemmour et al., 1992; Blais et al., 2011) (Tabla 7). 

Es de destacar que los alelos HLA-C están estrechamente relacionados entre 

sí y su dominio α1 está inusualmente conservado (Figura 14, a) y que el motivo 

KYRV en la hélice α1 formado por los residuos 66, 67, 69 y 76, curiosamente, se 

conserva en todas los alelos HLA-C mientras que está ausente en las moléculas 

HLA-A y HLA-B, excepto HLA-B46. Además, una glicina conservada en el 

aminoácido 45 de la hélice α1 junto con la presencia de cuatro residuos únicos en el 

dominio α2 del HLA-C y la reducida diversidad en el bolsillo (Figura 14, b) del sitio 

de reconocimiento del antígeno son especialmente llamativas en las moléculas 

HLA-C y se correlacionan con su capacidad de unión a un conjunto restringido de 

péptidos propios en comparación con los antígenos HLA-A y HLA-B, enfatizando el 

peculiar carácter del HLA-C (Zemmour et al., 1992). 
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La principal característica de las moléculas codificadas por el locus HLA-C 

es su escasa expresión en la superficie celular, que sólo representan ~ 10 - 35% de la 

expresión en membrana de los HLA-A y HLA-B. Se han propuesto varias teorías 

para explicar este fenómeno, entre otras la baja tasa de RNA mensajero (RNAm), la 

más pobre asociación a la β2m y su restringida capacidad de unión a los péptidos lo 

que lleva a la acumulación de residuos intermedios en el retículo endoplásmico (RE); 

recientes observaciones sugieren que existe un mecanismo a nivel 

post-transcripcional que impide que las moléculas HLA-C puedan se exportadas 

apropiadamente a la superficie celular (Blais et al., 2011). Por otra parte, la pobre 

expresión en la membrana celular de estas moléculas también puede deberse a que su 

prolongada asociación con TAP en el RE impediría su exocitosis; de hecho, se ha 

demostrado que la retención de TAP es dependiente del motivo KYRV de la hélice 

Tabla 7. Polimorfismo de los antígenos HLA-A, HLA-B y del locus HLA-C  
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α1 del HLA-C y que este motivo podría restringir el rango de ligandos propios 

aceptados por la cadena pesada las moléculas de HLA-C mediante la reducción de la 

plasticidad de la ranura de reconocimiento del antígeno, prolongando de ese modo la 

interacción con TAP mientras espera para ligar el péptido 'perfecto'. 

Los péptidos “propios” que contienen el motivo apropiado capaz de unirse a 

la mayoría de los alelos HLA-C (Pro en la posición 2 o 3 y un residuo hidrófobo de 

anclaje en el C - terminal) (Figura 14b) están presentes en cantidades muy pequeñas 

en el RE. Se ha sugerido que las moléculas HLA-C tienen una función especializada 

en el sistema inmunológico ya que al no saturarse con proteínas endógenas quedan 

libres para unirse y presentar un conjunto de péptidos virales que no están 

eficientemente presentados por las moléculas HLA-A y HLA-B. Consistente con esta 

idea, se ha propuesto también que la baja expresión de HLA-C podría desempeñar un 

papel en la formación del repertorio de la célula T durante la selección positiva en el 

timo (Blais et al., 2011). 

En el locus HLA-C se ha descrito un dimorfismo en posición 80 de la α1 -

 hélice en base a la presencia de un aminoácido de asparragina (Asn) o de lisina 

(Lys), el cual nos permite clasificar los diferentes alelos HLA-C en dos grupos, 

grupo C1 y grupo C2 (Colonna et al., 1993; Mandelboim et al., 1996, Parham P 

2004) (Tabla 7). Así, el grupo C1 (alelos HLA-CAsn80) incluye los alelos HLA-C*01, 

HLA-C*03, HLA-C*07, HLA-C*08, HLA-C*12, HLA-C*14 y HLA-C*16:01, 

mientras que el grupo C2 (alelos HLA-CLys80) comprende los alelos HLA-C*02, 

HLA-C*04, HLA-C*05, HLA-C*06, HLA-C*15, HLA-C*16:02, HLA-C*17 y 

HLA-C*18. Estudios cristalográficos han revelado que esta posición influye en las 

diferencias observadas en las interacciones de HLA-C con los KIR mostrando que la 

naturaleza del residuo 44 en la molécula de KIR (metionina enKIR2DL1/S1 y lisina 

en KIR2DL2/3) es crítico para la interacción con el residuo 80 de la molécula 

HLA-C (Winter et al., 1998). 

A pesar de que la unión de KIR con los complejos de péptido/HLA-C es 

análoga a la unión con el receptor clonotípico de células T (TCR, del inglés, T cell 

receptor), las regiones de contacto son diferentes; en las interacciones 

HLA-C/péptido con KIR las posiciones 7 y 8 del C - terminal del HLA-C que se une 
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al péptido son las que entran en contacto directo con la molécula KIR, en cambio, en 

las interacciones de los complejos HLA-C/péptido con el TCR los residuos que 

entran en contacto con el TCR son el 4 - 6, situados en la región más central (Figura 

14b). La localización de las zonas de interacción del HLA-C con KIR y TCR hace 

que sea imposible para una molécula HLA-C estar en contacto simultáneamente con 

una célula T y una NK. 

Como se ha comentado anteriormente, las moléculas de histocompatibilidad 

de clase Ib o no clásicas, HLA‑E, HLA‑G y HLA‑F, presentan una gran homología 

estructural con las moléculas clásicas de HLA de clase I clásicas pero presentan 

menor con menor polimorfismo y su expresión en las membranas celulares es 

variable, tanto en su distribución tisular como en la densidad en la membrana celular 

(Rodgers et al., 2005). 

 

 

Figura 14. Características distintivas de 
la molécula HLA-C. (a) Los residuos 
conservados se encuentran en los 
dominiosa1 y a2, lo que implica una 
capacidad de unión a una gama limitada de 
péptidos propios. Ciertos alelos HLA-C 
son resistentes a regulación a la baja de la 
molécula HLA-C mediada por VIH Nef 
mediada debido a la ausencia de alguno de 
los tres aminoácidos clave del tallo 
citoplasmático (320 (Tyr), 324 (Ala), 327 
(Asp)) que son críticos en la resistencia al 
HIV. Baja afinidad por la cadena ligera 
(β). El motivo KYRV en la hélice α1 
formado por los residuos 66, 67, 69 y 76 
que se conserva en todas los alelos HLA-C 
y está ausente en las moléculas HLA-A y 
HLA-B, excepto B46. La retención de 
TAP depende del motivo KYRV dela 
hélice α1 del HLA-C. (b) Localización de 
los residuos importantes en la interacción 
del complejo péptido (rojo) y HLA-C 
(verde) con la molécula KIR (residuos 7 y 
8) y al TCR(posiciones 4 y 6). Los 
péptidos “propios” con el motivo de unión 
a los alelos HLA-C (Pro en la posición 2 o 
3 y un residuo hidrófobo de anclaje en el 
C - terminal) (Figura 14b) están presentes 
en cantidades muy pequeñas en el RE 
(adaptado de Blais et al., Immunology 
2011; 133: 1 – 7) 
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La molécula HLA-E tiene una estructura tridimensional muy similar a la de 

las moléculas HLA clásicas (O’Callaghan et al., 1998) con una cadena pesada de 3 

dominios que conserva la interacción con la β2m y la conformación del bucle de 

unión con CD8. Igual ocurre con la orientación del péptido dentro del surco de unión 

peptídica y la medida del surco que es similar a la de las moléculas clásicas 

(O’Callaghan et al., 1998). Aunque no hay muchos datos sobre su expresión en la 

membrana plasmática celular se conoce que su estabilización en la misma depende 

de su unión a péptidos y la β2m. 

La mayoría de péptidos que se unen a la molécula de HLA-E son péptidos de 

nueve aminoácidos derivados de la secuencia señal de las moléculas HLA de clase I, 

preferentemente de HLA-G, y esta unión es dependiente de TAP (Lee et al., 1998a; 

Furukawa et al., 1999). Dichos péptidos presentan una secuencia de aminoácidos 

muy hidrofóbica por lo que para facilitar su unión con HLA-E el surco de unión al 

péptido también es hidrofóbico. La presencia de esas cadenas hidrofóbicas restringe 

el número de péptidos que pueden unirse a HLA-E; en particular, en la posición 97, 

en la que en la mayoría de los alelos de clase Ia tiene una arginina (Arg) o 

asparragina (Asn), en la molécula HLA-E hay un triptófano que junto con la 

fenilalanina en posición 116, crea una envuelta hidrofóbica para interaccionar con la 

mitad carboxiloterminal del péptido (O’Callaghan et al., 1998). 

La molécula HLA-E se transcribe en todos los tejidos estudiados, es decir, 

que todos ellos presentan niveles de RNAm detectables (Wei y Orr, 1990). A pesar 

de ello, debido a un control postranscripcional, su expresión en la superficie celular 

es débil (Lee et al., 1998a) y, curiosamente, la expresión de HLA-E ha sido detectada 

en la superficie celular en líneas celulares de melanoma FN55, NW145 y R22.2 

(Marín et al., 2003).  

Por otra parte, se ha descrito una sustitución no sinónima en la posición 107 

del dominio α2 de la molécula de HLA-E (Tabla 8) por cuya razón los alelos HLA-E 

son designados como Arg (R) si el aminoácido es arginina y Gly (G) si el 

aminoácido es glicina, esta sustitución de aminoácido no se localiza en la región de 

unión al péptido HLA de clase I no clásico, sino en la región de interacción con el 
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TCR (Marín et al., 2003). Se ha descrito que la expresión de moléculas HLA-E está 

en relación con sus diferencias alélicas.  

Funcionalmente, se sabe que la molécula HLA-E es el principal ligando, si no 

el único, del receptor inhibidor de las células NK CD94/NKG2A (Lee et al., 1998b, 

Long, 1998) y se han descrito diferencias funcionales entre los diferentes alelos 

HLA-E (R versus G) relacionados con la citotoxicidad NK ya que, la interacción de 

HLA-E con su ligando depende de la los péptidos presentes en la secuencia señal de 

las moléculas HLA-I, por lo que se puede o no lograr la inhibición de la lisis por las 

células NK (Maier et al., 2000). 

Según Ulbrecht et al., (1999 y 2000) los niveles de expresión en superficie de 

HLA-E no están relacionados con su capacidad para inhibir la lisis mediada por 

células NK ya que esta función depende del reconocimiento diferencial del ligando 

HLA-E por su receptor CD94/NKG2A en las NK. Como se ha comentado 

anteriormente, los dos alelos más frecuentes de HLA-E se diferencian en la posición 

107 pudiendo ésta estar ocupada por una glicina (HLA-EG) o por una arginina 

(HLA-ER) y, según estudios realizados con líneas transfectantes de ratón, esa simple 

Tabla 8. Variantes alélicas de la molécula HLA-E 
 Dominio α1 Exón 2 Dominio α2 Exón 3 

Nucleótido 5 230 245 246 48 198 

E*01:01 C C C G A A 

E*01:02 C C G‡ C A A 

E*01:03:01 C C C G G A 

E*01:03:02 C T‡ C G G A 

E*01:04 T‡ C C G G G 

       

Aminoácido 2 77 82 83 107 157 

E*01.01 Ser Asn Arg Gly Arg (R) Arg 

E*01:02 Ser Asn Arg Arg Arg (R) Arg 

E*01:03:01 Ser Asn Arg Gly Gly (G) Arg 

E*01:03:02 Ser Asn Arg Gly Gly (G) Arg 

E*01.04 Ser Asn Arg Gly Gly (G) Gly 

‡Estos cambios no reflejan una sustitución de aminoácido. 
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sustitución de aminoácidos afecta de forma importante al transporte intracelular y a 

la expresión en membrana de las cadenas pesadas de HLA-E. De hecho, se observó 

que las moléculas HLA-ER cargadas con el péptido derivado de la secuencia señal de 

HLA-A2 o de HLA-G no inhibían el reconocimiento por CD94/NKG2A+ de la línea 

celular NKL (línea NK humana). Sin embargo, la unión al HLA-EG al péptido 

derivado de HLA-A2 resultó ser parcialmente efectivo y la unión al péptido derivado 

de HLA-G resultó ser una protección efectiva. Por tanto, la función de 

CD94/NKG2A no depende sólo de la secuencia señal presentada sino que también 

depende de la variante de HLA-E presentadora (Ulbrecht et al.,1999; Matsunami et 

al., 2002). En resumen, podemos deducir que para el conocimiento de la función del 

HLA-E “in vivo” es necesario conocer el tipo de alelo expresado así como el 

haplotipo HLA de clase I. 

Por otra parte, el hecho de que HLA-E ligue y presente secuencias de 

moléculas HLA-I clásicas, evidencia que la expresión de HLA no ha sido inhibida. 

Cuando presenta el péptido adecuado HLA-E se une a los receptores CD94/NKG2A 

que inhiben la actividad citotóxica de las NK y de ciertos linfocitos T (Lee et al., 

1998b) y, por consiguiente, las células que expresan HLA-E no son destruidas por las 

células NK (Borrego et al., 1998). En la actualidad se ha descubierto que la proteína 

UL40, derivada de los citomegalovirus (CMV), es capaz de unirse a HLA-E y 

provocar una cascada de inhibición en las células NK (Ulbrecht et al., 2000). 

Otras moléculas HLA de clase I no clásicas que no se han valorado en este 

trabajo pero con un importante papel inmunológico en la patología tumoral son las 

moléculas HLA-F y HLA-G (Chang et al., 2005; Rebmann et al., 2007). Brevemente, 

la molécula HLA-F se expresa principalmente en amígdalas, bazo y timo y su 

localización es intracelular. Se ha descrito que los tetrámeros de HLA-F se unen a los 

receptores ILTR2 (LIR1) y ILTR4 (LIR2) que son receptores inhibidores de 

leucocitos y un estudio reciente ha comunicado por primera vez que la expresión de 

HLA-F se asocia con una mala supervivencia, lo que sugiere su posible valor como 

indicador pronóstico en pacientes con cáncer de células no microcítico y que la 

expresión de HLA-F podría tener relevancia clínica ya que este hecho sugiere su 

posible valor como valor pronóstico en pacientes con tumores (Lin et al., 2011). 
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La molécula HLA-G se caracteriza por un limitado polimorfismo y una 

distribución celular y tisular restringida al trofoblasto fetal y a las células del epitelio 

tímico. Esta molécula puede presentarse en siete isoformas distintas generadas por 

splicing alternativo, cuatro de ellas son proteínas unidas a membrana (HLA-G1, G2, 

G3 y G4) y las otras tres isoformas son proteínas solubles (HLA-G5, G6 y G7). Una 

característica notable de HLA-G es que se expresa en las células el trofoblasto fetal 

que invaden el endometrio materno durante la formación de la placenta (Wei y Orr, 

1990). Aunque la función precisa in vivo de HLA-G en la placenta se desconoce hay 

ciertas evidencias que sugieren que desempeña un papel en la tolerancia materna al 

feto por medio del control de la acción de las células NK, los linfocitos T, los 

macrófagos y las células mielomonocíticas (Shiroishi et al., 2003) gracias a su 

interacción con un grupo de receptores inhibidores que también pertenecen a la 

familia de las inmunoglobulinas (Igs) conocidos como como ILT (del inglés, 

immunogloobulin like transcripts) o como LIR (del inglés, leukocyte Ig-like 

receptor) y como KIR2DL4 (Gómez - Lozano et al., 2003). El receptor LILRB-2 

(del inglés, leukocyte immunoglobulin - like receptors 2) también conocido como 

ILT4 o CD85d se expresa fundamentalmente en la superficie de las células 

mielomonocíticas mientras que el receptor LILRB-1 (del inglés, leukocyte 

immunoglobulin-like receptors 1) también conocido como ILT2 o CD85j, se expresa 

en una gama más amplia de células del sistema inmunitario, incluyendo algunas 

subpoblaciones de células NK y de linfocitos T. Los ILT interactúan con el dominio 

α3 de múltiples moléculas HLA de clase I clásicas y no clásicas pero, curiosamente, 

tanto LILRB - 1 y LILRB – 2 se unen a HLA-G con mayor afinidad que a las 

moléculas HLA clásicas, lo que sugiere que las diferencias en la estructura del 

dominio α3 podrían ser importantes. Además, las moléculas ILT poseen en su tallo 

citoplasmático un motivo inhibidor de tirosina (ITIM, del inglés, immunoreceptor 

tyrosine - based inhibitory motif) que inhibe la respuesta celular por reclutamiento de 

fosfatasas, lo que sugiere que el reconocimiento ILT/HLA-G puede jugar papel 

relevante en la regulación de la activación de las células NK, de las células T y de las 

células mielomonocíticas (Shiroishi et al., 2003). 

Por otra parte, HLA-G parece participar en la vigilancia del sistema 

inmunitario frente a tumores e infecciones virales y, se ha descubierto un aumento en 
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el nivel de la expresión de esta molécula en la superficie de las células infectadas por 

el HIV, lo que podría ser una estrategia del virus para escapar de su destrucción por 

el sistema inmunitario (Shiroishi et al., 2003). 

6.2. Moléculas HLA de clase II 

Los genes que codifican las moléculas HLA de clase II se localizan en la 

región D del cromosoma 6 que, a su vez, se subdivide en tres subregiones: HLA-DR, 

HLA-DQ y HLA-DP (Mónaco, 1993). Las moléculas HLA de clase II son también 

glicoproteínas formadas por dos cadenas, ambas con un dominio transmembrana, 

denominadas cadena α o pesada y cadena β o ligera, asociadas entre sí mediante 

interacciones de naturaleza no covalente. A diferencia de las moléculas de clase I, 

ambas cadenas son sintetizadas por genes del HLA. La designación de sus loci en el 

cromosoma 6 consisten en 3 letras: la primera (D) indica la clase, la segunda (M, O, 

P, Q o R) la familia y la tercera (A o B) la cadena (α o β, respectivamente). Los 

genes individuales son diferenciados por números arábigos y la anotación para la 

variante alélica de estos genes es un número precedido de un asterisco. Por ejemplo, 

HLA-DRB1*0401 nomina a la variante alélica 0401 del gen 1 que codifica la cadena 

β de la molécula de clase II que pertenece a la familia R.  

La cadena α tiene un peso molecular aproximado de 31 - 35 kD y la cadena β 

de 27 - 30 kD. La cadena α y la cadena β tienen una organización semejante y poseen 

segmentos que se nombran desde su extremo N - terminal como α1, α2 y β1, β2 

(Figura 15). Cada uno de estos dominios consta de 90‑96 aminoácidos. El dominio 

α1 es abierto mientras que los dominios α2, β1 y β2 se pliegan cada uno de ellos 

mediante un puente disulfuro. Cuando se analizan los aminoácidos de las cadenas se 

observa que los dominios α2 y β2 pertenecen a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas, mientras que los dominios α1 y β1, que son los que presentan 

mayor diversidad, presentan homología con los dominios α1 y α2 de los antígenos 

clase I (Figuras 12 y 15). Un tercer dominio corresponde a la región de cada cadena 

que atraviesa la membrana celular (dominio transmembrana) contiene unos 30 

aminoácidos y es de naturaleza hidrofóbica. Finalmente, el cuarto dominio, 

60 



  Introducción 

corresponde a la parte citoplasmática de la molécula, es también de naturaleza 

hidrofílica y contiene de 10 a 16 aminoácidos. 

En esta molécula los sitios de unión al péptido se encuentran entre los 

segmentos α1 y β1 y el espacio que surge de esta relación de dos cadenas 

polipeptídicas distintas es mayor que el que forman los segmentos α1 y α2 del 

HLA-I, por ello los péptidos antigénicos que se unan al HLA-II pueden ser algo 

mayores que los que se unen a los de HLA de clase I, y llegan a poseer entre 10 a 30 

aminoácidos o incluso más (Figura 15).  

Las secuencias polimórficas de las moléculas de clase II se ubican alrededor 

de los segmentos α1 y β1 e inclusive entre ambos, pero se ha demostrado que existe 

mayor polimorfismo en los dominios β1. En tanto que los segmentos α2 y β2 se 

pliegan formando dominios tipo Ig, los bucles formados por las secuencias β2 son el 

sitio de unión a la molécula CD4 de los linfocitos T colaboradores. 

En similitud con las moléculas HLA de clase I, las de HLA-II completamente 

ensambladas y estables forman heterotrímeros, constituidos por la cadena α, la 

cadena β y el péptido.  

 
Figura 15. Estructura de las moléculas HLA de clase II. Las moléculas de Clase II tienen dos 
cadenas α y β, cada una de ellas posee un dominio extracelular (α1 y β1, respectivamente) que 
conforman la hendidura donde se acopla el péptido, un dominio extracelular tipo 
inmunoglobulinas (α2 y β2, respectivamente), una región transmembrana y un tallo 
citoplasmático. 
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En un individuo normal heterocigoto existen seis alelos para la cadena α y 

seis para la cadena β, lo que nos daría como resultado un total de doce posibles 

variantes moleculares HLA-II. Sin embargo, existen cadenas α provenientes del alelo 

HLA-DQα que no necesariamente se aparean con las cadenas β del alelo HLA-DQβ, 

si no que pueden asociarse a cadenas β de otros alelos (HLA-DPβ, HLA-DRβ, etc.) y 

este mecanismo permite la existencia de alrededor de 10 a 20 moléculas de clase II. 

7. HLA Y ENFERMEDAD 

El descubrimiento de asociaciones entre ciertas enfermedades y HLA 

representa uno de los avances más importantes en la medicina clínica y que ha 

proporcionado un fundamento firme para entender la etiología de la enfermedad 

(Trowsdale, 2011). 

Las patologías más dramáticas asociadas al mal funcionamiento HLA 

aparecen por defectos en los genes que codifican para estas moléculas o en los genes 

que influyen su expresión en las células lo que genera un defecto en la expresión 

celular de estas moléculas que clínicamente se manifiesta como una 

inmunodeficiencia primaria severa causada por déficit de HLA-I, de HLA-II o de 

ambas como en el Síndrome de linfocito desnudo de tipo I, tipo II o tipo III, 

respectivamente (Raghavan, 1999; M. DeSandro et al., 1999).  

Otro gran grupo de enfermedades involucran a genes situados en la región 

HLA que van asociados con determinados alelos de clase I o II o con algunos 

haplotipos concretos. Entre ellas son buen ejemplo la narcolepsia (Nishino et al., 

2000), la susceptibilidad a padecer ciertas infecciones como malaria (Hill et al., 

1992: Hill et al., 1997), el riesgo incrementado para padecer ciertas enfermedades 

autoinmunes como la espondilitis anquilosante (EA) (Feltkamp et al., 1997), una 

posible predisposición a tumores (Möller et al., 1992; Méndez et al., 2009), 

desarrollo de inmunotolerancia en trasplantes (Colvin, 1990) y respuestas diversas 

frente a la inmunoterapia (Yee et al., 1997; Collins et al., 1998). 

Cuando estas asociaciones tienen un valor estadísticamente significativo se 

suelen considerar como factores de susceptibilidad o marcadores de riesgo a padecer 
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la enfermedad, que da una idea de la mayor o menor probabilidad que tiene un 

individuo para padecer una determinada enfermedad si es portador de dicho alelo 

HLA con respecto a aquellos individuos que no lo portan.  

A pesar del gran polimorfismo de las moléculas HLA y de la constante 

ampliación del número de subtipos alélicos de clase I y de clase II, hoy se conocen 

múltiples enfermedades que están asociadas a HLA de clase I y otras a clase II pero, 

el número de enfermedades asociadas a alelos HLA de clase I es menor que el de las 

asociadas a clase II. Aunque hay numerosos estudios sobre este aspecto, aún no se 

conocen bien las causas de esta asociación HLA y enfermedad. Por ejemplo en la 

EA, una enfermedad invalidante que afecta a las articulaciones de la columna 

principalmente, se ha descrito una fuerte asociación con HLA-B27 y se ha podido 

observar que, ciertos péptidos antigénicos de origen articular serían capaces de 

formar específicamente un complejo con HLA-B27 que induciría fenómenos de 

autoinmunidad, bien por generar en la molécula HLA-B27 modificaciones 

conformacionales que la harían no reconocible como propia, bien por generar 

complejos HLA-péptido con cierta similitud con antígenos bacterianos que 

provocarían reacciones cruzadas autoagresivas en individuos HLA-B27, previamente 

sensibilizados a tales antígenos bacterianos (Taurog, 2010). En el caso de la diabetes 

mellitus insulino-dependiente (DMID), enfermedad que cursa con una destrucción 

selectiva de los islotes de Langerhans del páncreas y con infiltración linfocitaria, se 

considera que puede resultar de una respuesta autoagresiva mediada por linfocitos T 

reactivos frente a antígenos presentes en la membrana las células de los islotes (Wen 

et al., 2000). También es bien conocida la asociación de HLA-C6 con psoriasis y 

también con otras enfermedades severas de la piel. Igualmente se ha descrito la 

susceptibilidad de HLA-C6 con artritis psoriásica aunque esta asociación es menos 

fuerte que en la psoriasis. 

Hasta la fecha, las evidencias respecto al papel del sistema HLA en la 

susceptibilidad al melanoma, así como al pronóstico de la misma, son 

contradictorias. En este sentido, estudios serológicos iniciales identificaron un 

incremento de los antígenos HLA-A9 (Cavelier et al., 1980; Rovini et al., 1988) y 

HLA-B13 (Muto et al., 1996) en pacientes con melanoma, el primero de los cuales se 

63 



  Introducción 

asoció principalmente con las formas metastásicas o recidivantes de la enfermedad y 

también se describió asociación de la expresión de HLA-B51 en pacientes con 

melanoma acral, antígeno que no expresaba en ningún paciente con melanoma 

nodular de su serie. Por otro lado, también se ha descrito una asociación negativa del 

melanoma con los antígenos HLA-B61 (Muto et al., 1996), pero en un estudio 

realizado por Kageshita et al. no se evidenció asociación negativa entre los antígenos 

HLA de clase I y el melanoma (Kageshita et al., 1996). 

Otros autores han correlacionado ciertos alelos HLA de clase I como el HLA 

A11 y HLA A19 a una mejor respuesta a la inmunoterapia con IL-2 o con linfocitos 

infiltrantes del tumor (TIL, del inglés, Tumour - infliltranting lymphocytes) 

(Marincola et al., 1992). Sin embargo, estudios de otros grupos no confirman las 

asociaciones HLA antes descritas con el incremento de la susceptibilidad a 

desarrollar melanoma o tener peor pronóstico (Kageshita et al., 1997; Lulli et al., 

1998; Lombardi et al., 1998; Nagore et al., 2002; Luongo et al., 2004). Respecto al 

papel de los locus HLA-C y HLA-E, existe un número limitado de estudios sobre el 

papel de HLA-C en la susceptibilidad y/o pronóstico del melanoma (Rovini et al., 

1988; Mueller-Eckhardt et al., 1984; Muto et al., 1996) y algunos de ellos son 

contradictorios.  

Por último, se ha encontrado un aumento en la frecuencia de alelos HLA de 

clase II, como HLA-DR4 en pacientes caucásicos con mayor riesgo de melanoma 

desarrollar melanoma (Barger et al., 1982) y HLA-DR5  en pacientes con MES 

(Mueller-Eckhardt et al., 1984). Además, el alelo HLA-DQB1*0303 ha sido 

asociado con mayor susceptibilidad a MM, mientras que el alelo HLA-DQB1*0301 

se ha asociado tanto a la mayor susceptibilidad a metástasis y a peor pronóstico 

(Bateman et al., 1998; Lee et al., 1994), y el alelo HLA-DRB1*1101 se le ha 

asociado a riesgo de recurrencia (Lee et al., 2002, 1994; Lee et al., 1996). Por otra 

parte el estudio de Barger (1982) también observaron que HLA DR3 podría ser un 

factor genético asociado a larga supervivencia en pacientes con melanoma. 

Sin embargo, como los datos sobre polimorfismo HLA y su posible 

asociación con susceptibilidad y/o pronóstico del melanoma cutáneo todavía son 

controvertidos, es razonable realizar estudios con cohortes más amplias que aporten 
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datos sobre la posible asociación de los antígenos HLA y el melanoma. Por eso, el 

presente trabajo fue planteado con el objeto de volver a investigar la posible 

influencia del HLA de clase I (HLA-A, HLA-B y HLA-C) y del HLA de clase II 

(HLA-DR y HLA-DQ) en una población de pacientes con melanoma cutáneo de la 

Región de Murcia en el sureste de España.  

8. BIOLOGÍA DE LA CÉLULA DE MELANOMA E 
INTERACCIÓN CON EL HUÉSPED 

La etiopatogenia de la enfermedad tumoral constituye un proceso biológico 

complejo y prolongado en el tiempo, que se caracteriza por una acumulación de 

alteraciones genéticas en los sistemas moleculares que regulan la activación y 

proliferación de las células que sufren la transformación neoplásica. La célula 

transformada acumula alteraciones genéticas que le confieren una descontrolada e 

intensa capacidad de proliferación. Estas modificaciones genéticas también conllevan 

la síntesis de nuevas proteínas potencialmente reconocibles por el sistema 

inmunitario, denominadas antígenos asociados al tumor. No obstante, en la 

expansión de las células tumorales, que incluye su crecimiento local y su 

diseminación sistémica, también participan diversos mecanismos del huésped que 

pueden favorecerlo o suprimirlo (Álvarez-Mon et al., 2005).  

Desde un punto de vista clínico, la intervención del sistema inmunitario en la 

lucha contra el melanoma se ha apoyado en observaciones como los fenómenos de 

regresión tumoral (Fontaine et al.,2003), la posibilidad de un prolongado intervalo 

libre de enfermedad entre la exéresis del tumor primario y el eventual desarrollo de 

metástasis (Leong et al.,2005), la existencia de respuestas parciales o completas en 

pacientes que han recibido inmunoterapia (Strohal et al.,1994), o el incremento de 2 

a 5 veces en la tasa de incidencia de melanoma en pacientes trasplantados en 

tratamiento con inmunosupresión terapéutica (Le Mire et al., 2006, Engels et al., 

2011).  

Desde un punto de vista biológico, se han detectado linfocitos T CD8+ 

específicos de antígenos asociados al tumor tanto en la sangre periférica de pacientes 

65 



  Introducción 

con melanoma como en los nódulos linfáticos metastásicos (Mihm et al., 1996; Lee 

el al., 1999; Palermo et al., 2001; Oijen et al., 2004). 

Por todo lo expuesto, el melanoma es considerado uno de los tumores más 

inmunogénicos. No obstante, a pesar de la inducción de la inmunidad específica del 

tumor que ocurre en un gran número de pacientes, las remisiones espontáneas son 

extremadamente raras. 

9. RESPUESTA INMUNITARIA CONTRA EL MELANOMA 

La expresión de antígenos asociados a la transformación tumoral de los 

melanocitos se relaciona con la infiltración peritumoral de células accesorias, 

linfocitos T y B y células citotóxicas naturales (NK, del inglés, natural killer), cuya 

acción frente al melanoma comienza con el reconocimiento de dichos antígenos 

(Oble et al.,2009). 

Diversos resultados experimentales y hallazgos clínicos indican que la 

respuesta inmunitaria constituye un mecanismo muy importante en el control de la 

proliferación de las células del melanoma, así como de su diseminación hematógena 

y anidación metastásica (Figura 16). Igualmente, se ha comprobado que los pacientes 

con melanoma presentan deficiencias funcionales en diversas subpoblaciones 

linfocitarias, que podrían derivar en tolerancia tumoral. Así, se han descrito 

alteraciones en la producción de citoquinas por los linfocitos T implicadas en la 

activación de los linfocitos T citotóxicos y de las células NK (Lee et al., 2004), y se 

han comprobado defectos en la capacidad lítica de las células efectoras citotóxicas 

(Jovic et al., 2001). A pesar de la participación de diferentes componentes de la 

respuesta inmunitaria humoral y celular en la eliminación de las células tumorales, 

aunque parezca paradójico, la inmunidad tumoral frecuentemente coexiste con la 

progresión del tumor (Jiang et al., 2007). 

Las vías del sistema inmunitario adaptativo e innato pueden reconocer y 

responder a los tumores en desarrollo. Sin embargo, el microambiente del tumor 

frecuentemente suprime las respuestas antitumorales y la inflamación puede incluso 

promover el crecimiento del tumor y las metástasis. En este sentido, podría ser 
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interesante reconsiderar ciertas observaciones formuladas en décadas pasadas antes 

de que la medicina moderna estableciera los regímenes de tratamiento oncológico 

actuales.  

El sistema inmunitario humano se comporta mejor cuando se enfrenta a su 

más antiguo adversario, la infección microbiana. Si el sistema inmunitario pudiera 

ser engañado tratando un determinado tumor como si fuera una infección, las 

perspectivas para la supervivencia podrían mejorar en gran medida. De hecho, tal vez 

una estrategia basada en la toxina de Coley no sea tan obsoleta y bárbara como en un 

 
 Figura 16. Inmuno-edición del cáncer. Eliminación tumoral.  Las células transformadas que 

escapan del control intrínseco se ven sometidas a mecanismos antitumorales extrínsecos que permiten 
detectar y eliminar el desarrollo de los tumores. El desarrollo del cáncer desde el punto de vista 
inmunológico consta de tiene tres fases: Eliminación (Elimination), Equilibrio (Equlibrium) y 
Escape (Escape). En la fase de eliminación, conocida como vigilancia inmunológica, la inmunidad 
innata y adaptativa activa mecanismos para reconocer y eliminar las células transformadas donde 
participan activamente las células NK y los linfocitos T; la fase de equilibrio aparece cuando las 
células tumorales tienen baja inmunogenicidad y o son resistentes al ataque inmunológico por lo que 
no son eliminadas y el tumor entra en la fase de latencia a pesar de que la fase de eliminación continúa 
a través de la presión de selección inmune; por último, la fase de escape tumoral aparece porque las 
células tumorales ejercen mecanismos inmunosupresores que les permite burlar la inmunovigilancia e 
impedir la respuesta antitumoral del sistema inmunológico. Adaptado de Swann and Smyth. J. Clin. 
Invest. 2007; 117: 1137–1146 
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principio pudiera parecer ya que se ha observado que esta terapia o terapias similares 

crean un microambiente ideal para desencadenar potentes respuestas antitumorales 

de la inmunidad adaptativa (Sengupta et al., 2010). 

9.1. Respuesta inmunitaria mediada por células NK 

Las células NK se descubrieron hace más de 30 años y se definieron como 

linfocitos grandes granulares pertenecientes al sistema inmunitario innato e 

involucradas en mecanismos tempranos de defensa tanto contra células autólogas 

como células alogénicas sometidas a ciertas formas de estrés, tales como las 

infecciones víricas, bacterianas, parasitarias o la transformación maligna. Actúan 

eliminando directamente a sus células diana o produciendo una gran cantidad de 

citoquinas o quimioquinas. Estos factores solubles participan en el inicio de la 

respuesta inmunitaria específica de antígeno por lo que las células NK representan un 

puente importante entre la inmunidad innata y adaptativa.  

Aunque las células NK no expresan los receptores de antígenos clásicos de la 

familia de las inmunoglobulinas, como son el TCR de las células T o las 

inmunoglobulinas de las células B, sí están equipadas de un grupo de receptores que 

les permiten reconocer, discriminar y actuar sobre sus posibles dianas. En efecto, la 

homeostasis y función de estas células está regulada por una serie de receptores que 

emiten señales activadoras e inhibidoras, entre los que tenemos los receptores KIR, 

los receptores de células citotóxicas de la familia de las lectinas (KLR, del inglés, 

killer lectin-like receptors) y los receptores citotóxicos naturales (NCR, del inglés, 

natural cytotoxicity receptors) NKp46, NKp30, y NKp44.23. La mayoría de estos 

receptores son específicos de las células NK pero algunos de ellos están presentes en 

otras células hematopoyéticas, particularmente en los linfocitos T (Lanier et al., 

2003; Tomasello et al. 2000; Vivier et al 2004).  

Por otra parte, a diferencia de los linfocitos T o B del sistema inmunitario 

específico de antígeno o adaptativo, la conformación de la línea germinal de las 

células NK no conlleva reordenamientos genéticos como los que presentan los genes 

del receptor de las células T (TCR) o los de las inmunoglobulinas (Igs). Gracias a las 

investigaciones de las últimas décadas se ha conocido que las células NK tienen 
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multitud de receptores inhibidores y activadores, capaces de reconocer moléculas 

HLA de clase I, moléculas semejantes a HLA de clase I y moléculas no relacionadas 

con el HLA.  

Por otro lado, es conocido que las células NK pueden matar células diana de forma 

“natural”, es decir, espontáneamente y sin requerir reconocimientos o entrenamientos 

previos (priming) y sin restricciones por la expresión de HLA en las células diana 

(Herberman et al., 1986). De aquí nació la hipotésis de la “pérdida de lo propio”, en 

inglés, “missing self”, (Ljunggren et al., 1990). Esta idea se desarrolló incluso antes 

de que se conocieran los mecanismos que poseen las células NK para “ver” sus 

dianas.  

Respecto a su origen, está claro que las células NK derivan de células progenitoras 

del sistema hematopoyético (HPC, del inglés, Haematopoietic progenitor cells) de la 

médula ósea, pero no se conoce bien el lugar o lugares de maduración de las mismas 

y los detalles de este proceso. Es bien sabido que las células T se desarrollan en timo 

y las células B en médula ósea y que en sus respectivos lugares de desarrollo 

podemos encontrar “in situ” células en estadios intermedios de maduración, por el 

contrario, no se ha logrado aislar células NK en diferentes estadios de maduración ni 

en timo ni en médula ósea. Se ha sugerido que las células NK “in vivo” derivan del 

 
 

 
Figura 17. Modelo de desarrollo de las células NK. (1) Células hematopoyéticas de médula ósea 
CD34+CD45RA+ HPC circulan hacia la sangre y (2) se extravasan a través de los nódulos 
linfáticos de las vénulas del endotelio alto y entran al espacio parafolicular. Aquí, (3) las células 
pro-NK son activadas y progresan a través de diferentes estadios de maduración (tabla a la 
derecha) para crear tanto células NK con alta expresión de CD56 (CD56bright) como células NK de 
baja expresión de CD56 (CD56dim). (4) Las células NK CD56dim en maduración retornan a la 
circulación por los linfáticos eferentes mientras que (5) algunas células NK CD56bright se quedan 
en el tejido linfoide secundario interaccionando con las células dendríticas (DC, del inglés, 
dendritic cells). Illustration by Debra T. Dartez (Caliguri, 2008) 
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tejido linfoide secundario (SLT, del inglés, secondary lymphoid tissues) (Figura 17), 

(Freud et al., 2006, Caliguri, 2008). 

Las células NK tienen una vida relativamente corta, representan el 10 - 15% de todos 

los linfocitos de sangre periférica, y fenotípicamente se definen por la ausencia de 

expresión de CD3 (Robertson et al., 1990) lo cual las diferencia de los linfocitos T y 

del CD19 lo que las distingue de los linfocitos B (Lanier et al., 1989), y por la 

expresión del antígeno CD56, que es la isoforma de 140 kDa de la molécula de 

adhesión neural (NCAM) presente en células NK y linfocitos T. Como hemos 

señalado anteriormente, las células NK tienen función citotóxica y capacidad para 

producir citoquinas proinflamatorias. Al contrario que en humanos, las células NK de 

ratón no expresan CD56 pero expresan NKp46, un marcador de la familia de los 

NCR, altamente conservado, que se ha propuesto como el mejor marcador de células 

NK entre especies (Walzer et al., 2007). NKp46 se ha detectado también en una 

pequeña población de linfocitos T citotóxicos mientras que algunas células NK 

CD56+CD3- expresan poco o nada NKp46. En resumen, hasta el momento la 

definición fenotípica de las células NK se hace por la expresión de una combinación 

única de antígenos de superficie no restringida a células NK. 

Desde muy temprano se identificaron dos subclases de células NK sobre la base de la 

densidad de expresión de la molécula CD56; a saber, las células NK con alta 

expresión de CD56 (CD56bright) y las células NK de baja expresión de CD56 

(CD56dim) (Figuras 17, 18 y 19). No obstante, algunos autores han descrito la 

existencia de una tercera subpoblación de células NK agranulares, escasamente 

representada en la sangre periférica de adultos y con fenotipo CD56-/CD16+ (Lanier 

et al., 1986a; Lanier et al., 1986b; Björkström et al., 2010) que podría estar 

involucrada en las respuestas antivirales. 

Al igual que las células T, la población de células NK CD3-56+NKp46+ es fenotípica 

y funcionalmente heterogénea (Cooley et al., 2007). Aproximadamente el 10% de las 

células NK presentes en la sangre y cerca del 100% de las células NK del SLT son 

CD56bright y producen gran cantidad de citoquinas y quimioquinas (Cooper et al., 

2001a) a los minutos de su activación pero estas células CD56bright tienen poca o 

ninguna capacidad citotóxica (Figura 18). Por el contrario, dentro de las células NK 
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circulantes el 90% expresan la molécula CD56 con una baja densidad (CD56dim) y 

altos niveles de CD16 y una minoría de ellas, <10%, son CD56bright y CD16dim/ - . 

Aunque el significado funcional de la molécula CD56 sobre células NK es 

desconocido, su intensidad de expresión se correlaciona con la expresión de otros 

marcadores de superficie que les confiere unas propiedades funcionales únicas a 

ambas subclases (Cooper et al., 2001b). Las células NK CD56dim son altamente 

citotóxicas (Figuras 18 y 19) y junto con los linfocitos T contribuyen a la respuesta 

inmunitaria antitumoral y a la destrucción de las células tumorales, vía NCR, sin 

sensibilización previa y sin requerimiento de restricción vía HLA (Park et al., 2003; 

Wu et al., 2003; Terabe et al., 2008; Zhang et al., 2012), o también a través de un 

mecanismo de citotoxicidad celular mediada por anticuerpo (ADCC, del inglés, 

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), lo cual requiere la estimulación 

específica previa de clones de linfocitos B y su posterior diferenciación a células 

plasmáticas secretoras de inmunoglobulinas específicas de antígenos tumorales 

(Cooper et al., 2001; Farag et al., 2006). 

 

 

Figura 18. Propiedades fenotípicas y funcionales de las células NK CD56bright, CD56dim y 
CD56neg. (a) Ilustración esquemática del análisis por citometría de flujo de la expresión de CD56 y 
CD16 previa selección de la población linfoide con fenotipo CD3-CD4-CD14-CD19-: (azul),  NK 
CD56bright, (rojo)  NK CD56dim y (verde) NK CD56neg. (b) Niveles de expresión de receptores de 
activación e inhibición en células NK de sangre periférica: (azul),  NK CD56bright, (rojo)  NK 
CD56dim y (verde) NK CD56neg. (c) Tabla descriptiva de las funciones de las células NK de sangre 
periférica NK CD56bright, NK CD56dim y NK CD56neg. (Björkström et al., Trends Immunol. 2010; 
31(11):401 – 6). 
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La actividad citotóxica sobre las células diana es un proceso escalonado que requiere 

la adhesión de la célula NK con su diana, la formación de la sinapsis, la polarización 

de los gránulos citolíticos hacia las dianas y la exocitosis de los mismos (Orange J., 

2008). Dicha actividad citotóxica es controlada por el balance entre señales de 

activación e inhibición mediadas por diferentes receptores (McQeen and Parham 

2002; Long 1999), algunos de los cuales se unen a moléculas HLA-I sobre las células 

diana (Borrego et al., 2002; Long et al, 2002; Held et al., 2003; Carrega et al, 2009; 

Held et al., 2011). En este contexto hay que destacar que los receptores KIR y la 

familia de receptores asociados a células NK (NKR, del inglés Natural Killer Cell 

Receptors) mejor conocida, se expresa en la superficie de la subclase de células NK 

CD56dim y, a diferencia de ellos, los receptores KLR de tipo-C o lectina como los 

heterodímeros CD94/NKG2 se expresan principalmente en la subclase de células NK 

CD56bright (Figura 19). 

Las células NK están implicadas en la respuesta inmunitaria antitumoral innata no 

específica contra el melanoma (Waldhauer et al., 2008) y además son efectores 

citotóxicos que participan en el control de la diseminación metastásica de la 

enfermedad (Nasca et al., 1999; Jovic et al., 2001) a través de un mecanismo que es 
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Figura 19. Subclases de células NK humanas en base a la expresión de la molécula CD56. Las 
células CD56bright son predominantemente inmunoreguladoras que producen grandes cantidades de 
citoquinas. Esta subclase presenta una baja expresión de CD16 y una citotoxicidad natural y ADCC 
también bajas. Por el contrario, las células CD56dim son esencialmente efectoras citotóxicas y 
expresan receptores KIR capaces de modular su función. (Adaptado de Cooper et al. Blood 
2001;97:3146-3151) 
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dependiente de perforina. En este sentido, se ha descrito la existencia de una 

disfunción de las células NK en pacientes con melanoma que han desarrollado 

metástasis (Jovic et al., 2001; Richards et al. 2006), apuntando a la necesidad de 

conocer los diferentes mecanismos implicados en la inmunosupresión asociada con 

el desarrollo de los estadios avanzados de la enfermedad. 

9.2. Respuesta inmunitaria mediada por células T 

La immunidad celular juega un papel muy imporante en la respuesta 

antitumoral. Generalmente esta respuesta depende de la actividad de las células T 

 

Figura 20. Regulación de la respuesta de las células NK mediante el balance de señales de 
activación e inhibición. La respuesta de las células NK está regulada por un equilibrio de señales de 
receptores activadores e inhibitorios. (a) Enausencia de una interacción entre el receptoractivador/ 
ligando, la lisis se inhibe cuando receptores inhibidores (KIR) reconocen e interaccionan con 
moléculas HLA de clase I en la superficie de la célula diana. (b) La lisis se produce cuando los 
receptores activadores interaccionan con sus ligandos en las células diana en ausencia de las señales 
inhibidoras producidas por las interacciones entre KIR / ligando HLA de clase I. (c) Las señales 
activadoras a través de las interacciones receptor activador/ligando predominan sobre las señales 
inhibidoras débiles inducidas en las células NK al interaccionar con sus dianas, esto puede ser debido 
a una sobre expresión de los receptores activadores y sus ligandos lo que resulta en una señal neta de 
activación al ser estas más fuertes que la señales inhibidoras. (d) En presencia de señales activadoras, 
el predominio de las señales inhibidoras a través de las interacciones específicas receptor / ligando dan 
lugar a una señal neta negativa que impide la lisis de las células diana por las células NK. (Adaptado 
de, Farag SS et al, Blood 2002; 100:1935 - 1947). 
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citotóxicas CD8+ (CTL, del inglés, cytotoxic T lymphocyte) cuya activación depende 

de la apropiada presentación antigénica mediada por los antígenos HLA de clase I. 

Las interacciones de los repertorios de las células T con las moléculas de superficie 

del polimórfico sistema HLA, conforman un sistema de vigilancia sobre todas las 

células nucleadas del organismo y detectan las células malfuncionantes o alteradas. 

El proceso clásico de esta vía involucra a múltiples componentes de la maquinaria de 

procesamiento de antígeno incluyendo los proteosomas y el bombeo de péptidos via 

TAP. Los factores que impiden el correcto funcionamiento de esta vía se inducen 

generalmente en infecciones virales crónicas y su presencia es común en el cáncer 

por lo que, consecuentemente, se les considera factores implicados en la evasión de 

la vigilancia por los CTL. La importanacia de esta vía en el melanoma se ha ilustrado 

claramente en dos artículos recientes en los que se ha demostrado el progreso de 

metástasis en los casos en los que falló la restauración de la expresión de HLA-I 

durante la inmunoterapia, mientras que todas las lesiones metastásicas que 

regresaban expresaban un HLA-I residual (Carretero et al.2008; Cabrera et al.2007).  

Los CTL son capaces de reconocer diferentes categorías de antígenos 

tumorales algunos de los cuales se recogen en la Tabla 9 y, entre ellos, hace pocos 

años se ha descrito una población capaz de reconocer tumores con HLA-Ilo. 

Curiosamente, estas CTL eliminan preferentemente tumores con defectos en la vía de 

procesamiento antigénico y tienen como diana una nueva categoría de antígenos 

tumorales que contienen epítopos designados por algunos autores como “epítopos” 

para células T asociados con defectos en el procesamento de péptidos (TEIPP, del 

inglés, T - cell epitopes associated with impaired peptide processing) (Oliveira et al., 

2010; van Hall et al., 2006). 

Desde hace años se conoce la existencia de inmunidad mediada por CTL 

dirigida contra antígenos asociados a melanoma en diferentes modelos in vivo e in 

vitro (Ramírez - Montagut el al. 2003). Gracias a los avances tecnológicos, en los 

últimos años se han identificado y caracterizado muchos antígenos asociados a 

melanoma que pueden ser reconocidos por los linfocitos T CD8+ citotóxicos y son 

restringidos por HLA de clase I (Becker et al., 1999; Liu et al., 2001; van Oijen et al., 

2004). Estos antígenos pertenecen a las categorías contenidas en la Tabla 9 y podrían 
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subdividirse en tres grupos principales: antígenos específicos de cancer no melanoma 

(e.g. MAGE, BAGE, PRAME, y NY - ESO - 1), antígenos de diferenciación 

melanocítica (e.g. tirosinasa, Melan - A/MART-1, GP100, TRP - 1 

(5,6-dihidroxyindole - 5 – carboxylic acid oxidase) y TRP-2 (DOPAchrome 

tautomerase), y antígenos expresados de un modo aberrante o mutados (e.g. MUM -

 1, CDK4, beta - catenin, gp100 - in4, p15, y N - acetilglucosaminil transferasa V). 

Las células T CD4+ también pueden reconocer una variedad de epítopos restringidos 

por moléculas HLA-II que presentan antígenos de melanoma (Topalian et al. 1994a; 

Topalian et al., 1994b; Heinzel et al., 2001).  

El desarrollo de la tecnología de complejos tetraméricos reactivos 

consistentes en moléulas de HLA de clase I y un péptido específico, ha permitido la 

cuantificación y caracterización fenotípica de las células T CD8+ específicas del 

tumor (Lee et al 1999) al tiempo que profundizan en el conocimiento de la respuesta 

inmunitaria contra los antígenos del melanoma. Al mismo tiempo, la expansión in 

vitro de células T específicas ha permitido la caracterización funcional de diferentes 

subclases de células T (Bullock et al 2001; Van Oijen et al., 2004). Tales abordajes 

han mostrado que diferentes antígenos asociados al melanoma pueden estimular una 

respuesta específica contra el tumor tanto de células T CD8+ como de células T CD4+ 

(Li et al 1994). No obstante, las células tumorales pueden eludir la inmunovigilancia 

del huésped, sobre todo mediante inducción de un estado de tolerancia; por lo que, 

como se ha apuntado en el caso de las células NK, presiste la necesidad de conocer 

Tabla 9. Tipos de antígenos tumorales reconocidos por linfocitos T citotóxicos 

CATEGORIA DESCRIPCIÓN EJEMPLOS 
Antígenos virales Tumores inducidos por virus (v.g. EBV, HPV) EBNA - 1, E6, E7 

Mutación puntual Única para cada tumor 
MUM - 1, CKD - 4 
p53, caspasa - 8 

Antígenos de 
diferenciación melanocítica Expresados en líneas de tejidos 

Tirosinasa, TPR - 1, 
TPR - 2, GP100, 
Mart - 1 

Antígenos cáncer testicular 
Expresados en gran parte durante el 
desarrollo y cánceres 

MAGE, NYO - ESO -
 1 

Antígenos crípticos 
Asociados con procesos de transcripción y 
traslación aberrante 

RU2, GnT - V, 
HPX42B 

TEIPP 
Asociados con defectos en procesamiento de 
antígeno CALCA 
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los diferentes mecanismos inmunosupresores inducidos por la enfermedad que 

pueden ser responsables de la diseminación de la misma. 

Todo lo anterior, confirma el hecho de que las respuestas antitumorales 

puedan ser optimizadas induciendo respuestas mas eficaces, ya sea por respuestas 

heteroclíticas o por presentación de antígenos propios alterados. De hecho, hoy en 

día se están utilizando estas estrategias para el desarrollo de nuevas pautas 

inmunoterapéuticas (Okamoto et al., 1998; Oble et al.,2009). 

10. RECEPTORES NK (NKR) Y SUS CORRESPONDIENTES 
LIGANDOS 

Entre los diferentes componentes del sistema inmunitario, los linfocitos T 

TCR CD8+ y las células NK son importantes efectores citotóxicos implicados en la 

defensa frente al melanoma (Lee et al., 1999; Jovic et al., 2001). Su actividad 

citotóxica es regulada a través del balance entre señales de activación y de inhibición 

mediadas por los NKR descritos inicialmente en las células NK pero también se sabe 

que pueden estar presentes en linfocitos T (Long et al., 1999; Parham, 2003; Vivier 

et al., 2004).  

Dentro de la población T CD8+ existen datos que indican que los NKR se 

expresan preferentemente en la subpoblación T CD8+28 - y de que esta subpoblación 

está incrementada en el envejecimiento y en situaciones de estimulación crónica lo 

que sugiere que la expresión de NKR en esta subpolación constituye un mecanismo 

regulador de sus funciones efectoras (Speiser et al., 1999b; Tarazona et al., 2000; 

Tarazona et al., 2002) 

La observación de que las células NK preferentemente lisaban células que 

carecían de HLA-I en su superficie predijo la existencia de receptores inhibidores 

capaces de regular la actividad NK (Figura 20). Por otra parte, la activación de las 

células NK contra células que carecían de HLA-I hizo que se asumiese que la 

actividad citotóxica era una respuesta “por defecto” frente a cualquier célula que no 

expresase HLA-I. No obstante esto no era totalmente cierto ya que las células NK no 

lisan eritrocitos humanos, que no expresan HLA-I, y raramente matan células en 
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reposo normales aunque éstas expresen niveles muy bajos de HLA-I. Realmente, la 

“citotoxicidad por defecto” o “missing self cytotoxicity” no podía explicar cómo las 

células NK pueden atacar algo que no pueden reconocer de forma positiva. Los 

recientes descubrimientos de la plétora de receptores activadores de las células NK 

(Figura 21) ayudan a resolver la cuestión de cómo las células NK reconocen sus 

dianas potenciales (Lanier, 2003). 

En este contexto, se han caracterizado un número creciente de 

inmunoreceptores, que estimulan funciones estimuladoras o inhibidoras (Figura 21), 

entre ellos tenemos: los receptores KIR, los receptores KLR, los receptores 

leucocitarios tipo inmunoglobulina (LILR, del inglés, leukocyte immunoglobulin – 

like-like receptors) y receptores NCR (Lanier, 2005; McQueen et al., 2002; Vivier et 

al., 2011). La mayoría de ellos se expresan de una manera estocástica por lo que cada 

clon NK de un individuo determinado no expresa el conjunto completo de estos 

receptores codificados por los genes de esas moléculas presentes en su genoma, sino 

que expresa únicamente un grupo de esos receptores codificados por una parte de 

 
Figura 21. Receptores de células NK. Células NK expresan muchos receptores de la superficie 
celular que se pueden agrupar en activar (verde), inhibidor (rojo), la adhesión (azul), citoquinas 
(negro) y los receptores quimiotácticos (Púrpuras). Además de HLA de clase I - receptores 
específicos, otros receptores inhibidores de células NK específicas para ligandos no - HLA también 
regulan la reactividad de las células NK (78). También se indican las moléculas adaptadoras que 
intervienen en la cascada de señalización corriente abajo de la participación de los receptores 
activadores (verde). La lista de moléculas de superficie celular que participan en la regulación de la 
función de ratón y células NK humana no es exhaustiva. Salvo que se indique (h, humana; m, 
murino), los receptores se conservan en ambas especies. Vivier et al. Ciencia. 2011, 331 (6013):44 - 9. 

77 



  Introducción 

esos genes combinados aparentemente al azar (Valiante et al., 1997; Raulet et al., 

2001). La expresión de ese variado grupo de receptores inhibidores o activadores 

que, además, pueden ser específicos o no específicos para HLA de clase I, da como 

resultado una gran heterogeneidad de subpoblaciones NK que pueden actuar en un 

basto rango de situaciones y con capacidades funcionales diferentes que les hace 

críticas para la rápida detección y acción frente a células diana infectadas y/o 

transformadas (Figura 20). 

Como las células NK circulan en un estado tal que pueden realizar funciones 

efectoras espontáneamente, es necesario poder bloquearlas de forma que no ataquen 

a los tejidos sanos; para ello, las células NK de sangre periférica expresan al menos 

un receptor de inhibición restringido por moléculas HLA-I que las provee de un 

estado de tolerancia frente a las células sanas que normalmente expresan altas 

cantidades de moléculas HLA-I (Valiante et al., 1997; Farag et al., 2006). Esta 

característica distribución de receptores inhibidores permite a las células NK detectar 

incluso pérdidas de un solo alelo (López-Botet et al., 1996; Moretta et al., 1966; 

Moretta et al., 1997). Ciertamente, dentro de ciertos estados patológicos como 

infecciones, estrés o transformación neoplásica las células sufren una disminución de 

la expresión de moléculas HLA de clase I en su superficie lo cual favorece que estas 

células patológicas puedan ser eliminadas por las células NK (Figura 20), este 

fenómeno es conocido como hipótesis de la “pérdida de lo propio” o “missing self” 

(Ljunggren et al., 1990; Farag et al., 2006). 

Por otra parte, las células NK tienen receptores activadores que reconocen 

ligandos similares a las moléculas HLA de clase I en las superficie de sus dianas. De 

hecho, dentro de determinadas condiciones, la citotoxicidad de las células NK sobre 

las células patológicas se incrementa gracias a que las células diana que expresan 

determinados receptores inducibles por estrés que actuán como ligandos para los 

receptores NK, entres estos ligandos tenemos los MIC-A y MIC-B (Fuertes et. al, 

2008), reconocidos por NKG2D, que son proteínas codificadas dentro de la región 

HLA humana y cuya estructuraestá relacionada con las moléculas HLA de clase I, 

molécuas HLA de clase I modificadas y otras moléculas como la ULBP y RAET 

cuyos genes no están dentro de la región HLA (Malarkannan, 2006). Una 
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característica común en todas estas moléculas reconocidas por los receptores NK, es 

que sus estructuras presentan homologias con las moléculas HLA de clase I 

(McQueen et al, 2002; Malarkannan, 2006; Mistry et al, 2007). De hecho, el 

consenso general es que la activación y acción citotóxica de las células NK es la 

resultante entre las fuerzas inhibidoras inducidas por interaciones “missing self” o 

“pérdida de lo propio” en oposición de las señales activadoras desencadenadas por la 

estimulación de los receptores activadores tras las interacciones “induced self” o 

“indución de lo propio” (Malarkannan, 2006; Farag et al., 2006; Mistry et al, 2007). 

Entre los NKR cuyos ligandos no son las moléculas de HLA-I o estructuras 

moleculares relacionadas con esas moléculas encontramos, entre otros, las moléculas 

CD57, CD56 y CD161, también denominada NKR - P1A (Pittet et al., 2000; 

Brenchley et al., 2003; Lanier et al.,1994; Strioga et al., 2011). 

CD57, es una glicoproteína que se describió por primera vez en 1981 en 

las células NK (Abo et al., 1981). Esta molécula tiene un glucoepítopo con una 

característica estructural única, un ácido glucurónico sulfatado unido a lactosamina 

en los extremos no reductores de los glicanos, que le confiere implicaciones clínicas 

relevantes gracias a su participación en mecanismos de adhesión célula - célula y 

célula - matriz extracelular (Morita et al., 2009; Focosi et al., 2010).  

CD57 se expresa también en linfocitos T donde generalmente se le considera 

como un marcador de senescencia (“clonal exhaustion”), estas células tienen mayor 

susceptibilidad a morir tras activación y son incapaces en entrar en nuevos ciclos de 

división celular pero preservan su capacidad de secretar citoquinas tras interaccionar 

con el antígeno que reconocen (Brenchley et al., 2003). Diversos estudios han 

mostrado un incremento de las células T CD8+CD57+ en individuos con activación 

inmune crónica como infección por CMV (Wang et al., 1993) o HIV (Stites et al., 

1986) y en pacientes con tumores (Weekes et al., 1999; Sze et al., 2001). Esta 

expansión generalmente es oligoclonal dentro del compartimento de células T 

CD8+CD28 - (Morley et al, 1995; Batliwalla et al., 1998; Characiejus et al, 2008). Las 

células T CD57+ juegan un papel importante en las respuestas de tipo T 

coperadoras 1 (Th1, del inglés, T helper 1). Por otra parte, la capacidad citotóxica 

antitumoral de las células T CD57+, aunque es menor que la de las células T CD56+, 

CD57 
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es mayor que la de las células T CD8+ normales; además, las células T CD57+ son 

potentes productoras de IFN - gamma lo cual puede ser relevante en su actividad 

antitumoral. 

La población de células T CD57+ suele incrementarse con la edad, variando 

desde su ausencia en los recién nacidos como alcanzar 15 - 20% en las sangre 

periférica de los adultos, hecho que posiblemente está íntimamente relacionado con 

los cambios inmunológicos asociados a la edad como los relacionados con una 

estimulación antigénica repetida (Merinoet al.1998; Ohkawa et al., 2001). También 

se ha reportado el incremento de T CD8+CD57+ en situaciones clínicas como 

infecciones por CMV, artritis reumatoide, reacciones injerto contra huésped tras 

trasplante alogénico de médula ósea y en leucemias. Esta población puede llegar a 

representar entre 10 - 70% de las células T CD8+ en individuos sanos (Pittet et al., 

2000). 

10.1. CD56 

La molécula de adhesión de la célula neural (NCAM, del inglés, neural cell 

adhesion molecule) o CD56 pertenece a la gran familia de las glicoproteínas de 

superficie que presenta homologías estructurales con los dominios de las 

inmunoglobulinas y de la fibronectina de tipo III y se expresa esencialmente en las 

células NK humanas y en una subpoblación de linfocitos T y timocitos activados por 

IL2, que median en respuestas citotóxicas no restringidas por HLA. También se ha 

encontrado en algunas líneas celulares de leucemia mieloide (Lanier et al., 1989; 

Brümmendorf et al., 2001). El CD56 humano está codificado por un único gen que se 

localiza en el cromosoma 11 y las tiene tres principales isoformas conocidas que se 

generan como resultados de formas de corte y empalme alternativos y se diferencias 

en su asociación a la membrana y su dominio intracelular. A saber, el CD56 de 150 

kD anclado a la membrana por un fostatidilinositol y las isoformas CD56 de 140 kD 

y de 180 kD que tienen ambas un dominio transmembrana polipeptídico, pero sus 

tallos citoplasmáticos tienen longitudes diferentes (Walmod et al., 2004; 

Gattenlöhner et al., 2009). 
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Originariamente, se consideró que CD56 era un mediador de adhesión célula, 

a célula pero actualmente se le considera también como un receptor cuyas señales 

repercuten en la adhesión celular, migración, apoptosis, diferenciación, 

supervivencia y plasticidad sináptica. Esta molécula juega un papel fundamental en 

la neurogénesis, en la migración neuronal, en el crecimiento de las neuritas (Edelman 

et al., 1998), en las células neuroendocrinas (Zeronski et al., 2005), en las células NK 

(Moretta et al. 1990) y en una población de linfocitos T con función citotóxica que 

no está vinculada al HLA. Recientemente se ha demostrado que el CD56 puede 

expresarse también en células dendríticas (DC, del inglés, dendritic cells) humanas 

plamocitoides (pDC) y monocitoides (mDC) que, además de conservar sus funciones 

clásicas como células presentadoras de antígeno, adquieren funciones citotóxicas 

(Tel J. et al., 2012; Roothans et al., 2013) y actúan como elementos activadores de la 

inmunidad innata y adaptativa pudiendo tener un papel importante en la respuesta 

antitumoral (Tel et al., 2013). 

Por otra parte, la sobreexpresión de esta molécula se ha asociado con 

agresividad tumoral, mala respuesta al tratamiento o disminución de la supervivencia 

en muchas neoplasias malignas, entre ellas, algunas neoplasias de células 

hematopoyéticas (Raspadori et al., 2001), numerosos carcinomas (Gattenlöhner et 

al., 2009) y melanomas malignos (Johnson et al., 1999; Abott et al., 2004).  

Las señales mediadas por CD56 pueden ser activadas por interacciones 

homofílicas o tras dimerización heterofílica a través de un amplio rango de 

moléculas como las relacionadas con la molécula de adhesión neuronal L1, el factor 

de crecimiento de fibroblastos tipo 1, el factor neurotrófico derivado de células 

gliales y proteoglicanos sulfato (Walmod et al, 2004). Asimismo, esta molécula está 

implicada en uniones homotípicas y heterotípicas entre células citotóxicas y células 

diana aunque su función precisa tanto en NK como en células T, todavía no se ha 

dilucidado (Whiteside et al., 1990, Lanier et al.,1991). 

A diferencia de las células NK, la expresión de CD56 no es constitutiva en las 

células T aunque se expresa en algunas subpoblaciones de células T CD4+ y T CD8+. 

Tanto en las células NK o en T se expresa predominantemente la isoforma CD56 de 

140 kD que contiene seis sitios potenciales de glicosilación profundamente 
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modificada por ácido polisiálico. El fenotipo T CD8+CD56+ en células circulantes, 

que representa entre el 4 - 30% de las células T CD8+ en individuos sanos y se 

corresponde con una población con función efectora, que posee grandes cantidades 

de perforina y granzima B intracelular y actividad remarcadamente citotóxica (Pittet 

et al., 2000). La capacidad citolítica de los linfocitos T CD56+ puede verse inhibida 

en ciertos tumores como el melanoma (Speiser et al., 1999) o su porcentaje reducido 

en ciertas situaciones clínicas como se ha observado en pacientes con infección por 

HIV (Tarazona et al., 2002).  

10.2. CD161  

CD161 o NKR - P1A es una glucoproteína KLRde tipo C o lectina de la que 

se han descrito tres genes en la rata y el ratón, NKR - P1A, NKR - P1B, NKR - P1C, 

que están localizados en el cromosoma 4 en la rata y en el cromosoma 6 en el ratón, 

pero en humanos sólo se ha identificado un gen en el cromosoma 12 que codifica 

para una proteína homóloga la NKR - P1A. CD161 se expresa como homodímeros 

de aproximadamente 80 kD unidos por enlaces disulfuro en casi todas las células NK 

y en una subpoblación de células T que representa ~20% de las células T humanas de 

sangre periférica (Lanier et al., 1994). Dentro de la población T, CD161 se expresa 

con alta intensidad únicamente en células T de memoria CD45RO+ con fenotipo 

CD8+CD28+ (Werwitzke et al., 2003), lo que les diferencia del resto de NKR que 

suelen expresarse mayormente en la población T CD8+CD28- y con fenotipo naive 

CD45RA+ (Speiser et al., 1999a; Speiser et al., 1999b; Werwitzke et al., 2003). 

Además, esta molécula se expresa de manera específica en células NKT con el TCR 

invariante (Vα24Vβ11) (Takahashietal.,2000) y también lo hace en células T TCRγδ 

y en una subpoblación de timocitos CD3+ (Lanier et al., 1994). 

La expresión de CD161 define subpoblaciones de células T CD4+ y T CD8+ 

con diferentes actividades funcionales (Werwitzke et al., 2003; Billerbeck et al., 

2010); por ejemplo, las poblaciones T CD4+CD161- y T CD8+CD161- suelen 

contener preferentemente células T vírgenes CD45RA+, que segregan grandes 

cantidades de IL2 tras su estimulación in vitro mientras que las poblaciones 

CD4+CD161int y CD8+CD161int contienen generalmente células T efectoras y de 
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memoria CD45RO+ que segregan grandes cantidades de IFNγ y TNFα. Además, 

todas ellas proliferan vigorosamente in vitro pero no tienen actividad citolítica. 

Sorprendentemente, la población T CD8+CD161+ contiene una subpoblación de 

fenotipo CD8a+CD8blow/ - CD161high que es anérgica, no prolifera ni secreta 

citoquinas y tampoco interviene en la actividad lítica de las células NK (Takahashi et 

al., 2006). 

Aunque inicialmente se describió la expresión de CD161 como una molécula 

asociada con actividad citotóxica antitumoral (Yrlid et al., 1996), en los últimos años 

se ha observado que, el receptor humano NKR - P1A puede inhibir la actividad 

citotóxica de las células NK a través de un ligando no HLA, el denominado 

Transcrito-1 de la familia de las lectinas tipo C1 (LLT1, del inglés, Lectin Like 

Transcript - 1) que se expresa en pDC y mDC activadas por receptores tipo Toll-like, 

en células B activadas, en células T activadas a través del TCR y en células NK 

activadas, pero no se detecta en la superficie delas células B, células T, células NK, 

monocitos y DCs circulantes (Rosen et al., 2005; Mathew et al., 2004; Germain et 

al., 2011). No obstante, la interacción entre este receptor y su correspondiente 

ligando regula de un modo diferente la función de las células NK y las células T. De 

hecho, la interacción específica de CD161/LLT1 inhibe la citotoxicidad y la 

producción de IFNγ mediada por células NK al tiempo que favorece la producción de 

IFNγ por las células T activadas a través del CD3 y, por otra parte, las interacciones 

de CD161 con CD3 aumentan la secreción de IL17. Por todo ello se ha sugerido que 

las interacciones LLT1/CD161 intervienen en la modulación de las respuestas 

inmunitarias frente a agentes patógenos. (Aldemir et al., 2005;Sovova et al., 2011). 

Recientemente se ha descrito una nueva molécula transmembrana conocida 

como PILAR, acrónimo de “receptor asociado a la proliferación inducida de los 

linfocitos” (del inglés, proliferation - induced lymphocyte - associated), que es una 

molécula coestimuladora que hace de segunda señal y actúa específicamente a través 

de CD161, aumenta la expresión de moléculas que bloquean la apoptosis e induce la 

secreción de citoquinastipo Th1. Las interacciones PILAR/CD161 son críticas en la 

respuesta proliferativa mediada por CD3 e incrementan la proliferación mediada por 

TCR en linfocitos T humanos. Todo ello apunta a que estas interacciones juegan un 
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papel crucial modulando la amplitud de la respuesta inmunitaria adaptativa en 

humanos y tienen implicaciones en los procesos de inflamación, autoinmunidad y 

cáncer (Huarte et al., 2008). 

10.3. Receptores KIR 

Como se ha comentado ampliamente en el apartado anterior, la actividad 

citotóxica de las células NK y T CD8+está regulada por los receptores KIR cuyos 

ligandos son el polimórfico conjunto de moléculas HLA de clase I y por los 

receptores KLR (Ohkawa et al., 2001; McQueen et al., 2002; Catros - Quemener et 

al., 2003). 

Los receptores KIR presentan una considerable especificidad de especie y no 

existen en los roedores por lo que su estudio en humanos es crítico para conocer su 

impacto en la salud y la enfermedad (Rajalingam, 2011). Estos receptores se 

expresan en células NK (Natarajan et al., 2002) y en una subpoblación T (van Bergen 

et al., 2010) y están codificados por un grupo de genes que se encuentran 

agrupadosen una zona de aproximadamente 150 kb, localizada dentro del complejo 

de receptores leucocitarios (LRC, del inglés, leucocyte receptor complex) en el 

cromosoma 19q13.4 (Rajalingam, 2011). 

Como los seres humanos son diploides, generalmente tienen dos copias de 

genes autosómicos, uno por cada cromosoma; sin embargo, la familia de genes KIR 

viola esta norma básica debido a deleciones o duplicaciones y, así, los clones NK 

pueden expresar combinaciones distintas de estos genes dando lugar subpoblaciones 

de células NK cuyas proporciones varían en diferentes individuos y, además el 

número de genes KIR en el genoma de cada individuo varía en la población. Hasta la 

fecha, se han caracterizado más de 30 haplotipos con diferentes contenidos genéticos. 

Por otra parte, además de la variabilidad genética debida a los distintos haplotipos, 

cada gen KIR exhibe un polimorfismo considerable en su secuencia de nucleótidos, 

lo cual favorece que, a diferencia de otros recepores NK, los KIR presenten un grado 

tal de diversidad (Figura 22) que les confiere diferencias en su expresión, 

reconocimiento, afinidad, señalización y función (Gendzekhadze et al., 2009, Older -

 Aguilar et al., 2010). 
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En estas moléculas se distinguen 3 dominios extracelulares tipo 

inmunoglobulina, D0, D1 y D2; y, en base a que estas moléculas posean 2 o 3 

dominios en la región extracelular, los receptores KIR se clasifican como KIR2D y 

KIR3D, respectivamente (Figuras 24 y 25). Además, atendiendo al tipo de dominios 

que poseen, los receptores KIR2D se nominan como tipo I si portan los dominios 

D1 - D2 o receptores tipo II si portan los dominios D0 - D2, siendo los receptores 

KIR2D de tipo I los más frecuentes, mientras que los de tipo II solo están 

representados en KIR2DL4 y KIR2DL5 (Vilches et al., 2000a; 2000b) (Figuras 25). 

Algunos de estos receptores poseen una región citoplásmica larga con dos motivos 

ITIM responsables de la función inhibidora (p58 y p70) y se les distingue añadiendo 

a letra L (del inglés, long tail) al final de su nombre, o sea, su nomenclatura es 

KIR2DL y KIR3DL (Burshtyn et al., 1999) (Figura 22). En humanos se han 

identificado 14 receptores KIR más dos pseudogenes 2DP1 y 3DP1; de entre los 

 
Figura 22. Receptores NK y sus correspondientes ligandos HLA de clase I. Los receptores 
KIR2DL1/S1 (CD158a) interaccionan con moléculas HLA-CLys80, mientras que los receptores 
KIR2DL2/3 (CD158b) interaccionan con moléculas HLA-CAsn80. El receptor KIR3DL1 interacciona 
con moléculas HLA de clase I que comparten el epítopo HLA-Bw4 y el receptor KIR3DL2 con 
moléculas HLA-A. Por último, el heterodímero CD94/NKG2 interacciona con la molécula HLA-E. 
Parham P and McQueen KL; Nat Rew Immunol, 2003; 3:108 - 122.  
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receptores KIR, unos desencadenan inhibición (KIR3DL1 - 3, KIR2DL1 - 3, 

KIR2DL5), otros activación (KIR3DS1, KIR2DS1 - 5) y otros ambas acciones 

(KIR2DL4).  

Las señales desencadenadas tras la unión de los receptores inhibidores a las 

moléculas HLA-I propias, gracias a las cuales las células NK adquieren competencia 

funcional (Sun, 2010; Yokoyama et al.; 2003), implican fenómenos tales como el de 

“licenciar”, que así se denomina a la adquisición de la capacidad funcional gracias a 

esas interacciones moleculares (Yokoyama et al., 2006); “armar”, que define la 

adquisición de la tolerancia a lo propio de las NK durante su desarrollo (Raulet et al., 

2006); y, por último, también “educar” fenómeno por el que las células NK son 

capaces de discriminar la densidad de moléculas HLA-I en la superficie celular 

(Anfossi et al., 2006). 

Otros receptores tienen un tallo citoplásmico corto por lo que, como en el 

caso anterior, se les añade una letra al final de su nombre, en este caso S (del inglés, 

short tail) (Figura 22). Estos últimos carecen de motivo ITIM (p50) y tienen en su 

región transmembrana un aminoácido de lisina cargado positivamente a través del 

cual se asocian electrostáticamente a la molécula adaptadora DAP12, que transduce 

la señal activadora a través de sus motivos ITAM (del inglés, immunoreceptor 

tyrosine - based activating motif) (Figura 23) implicando a las tirosín-quinasas 

ZAP70 y syk (Moretta et al., 1997; Vilches et al., 2002; Moretta et al., 2004). 

INHIBICIÓN
ACTIVACIÓN

INHIBICIÓN
ACTIVACIÓN

 

Figura 23. Función de los 
receptores KIR2D. La 
señalización intracelular por 
receptores KIR2D difiere 
en base a la presencia de un 
tallo citoplasmático largo 
(KIR2DL), que media 
señales de inhibición o 
corto (KIR2DS), actuando 
como un receptor de 
activación. (Adaptado de 
Farag SS and Caligiuri 
MA, Blood Reviews, 2006; 
20:123 – 137). 
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10.4. Ligandos de los Receptores KIR 

Como se ha comentado anteriormente, los receptores KIR reconocen 

estructuras específicas de las polimórficas moléculas HLA de clase I de una manera 

semejante a como se hace el reconocimiento del TCR. No obstante, estas 

interacciones son muy diferentes ya que mientras que la unión con el TCR conlleva 

un cambio conformacional, la unión de los KIR al HLA se hace como elementos 

rígidos y ello implica que esta interacción sea exquisitamente sensible a las 

sustituciones de aminoácidos, afectando de manera importante a la especificidad y 

fuerza de estos reconocimientos (Parham et al., 2005). Entre estos ligandos, los 

codificados por el locus HLA-C, son mayoritariamente ligandos los receptores KIR 

(Figuras 25), en particular, los receptores KIR2D (Boyton et al., 2007). El 

aminoácido de la posición 80 de la hélice alfa del HLA-C y el de la posición 44 del 

dominio D1 de KIR2DL1, KIR2DL2 y KIR2DL3 son determinantes para el 

resultado de la interacción de estas moléculas (Figura 24). Todos los alotipos HLA-C 

poseen un aminoácido valina (V) en la posición 76 (V76) pero en la posición 80 

(Figura 24) presentan un dimorfismo pudiendo presentan el aminoácido asparragina 

(Asn) o lisina (Lys).  

Estudios sobre la afinidad de las interacciones KIR/HLA-C (Figura 24B) han 

demostrado que el residuo de metionina (Met) en la posición 44 en KIR2DL1 hace 

que la unión de este receptor al grupo C2 de las moléculas HLA-C sea más fuerte y 

específica que la unión a las moléculas del grupo C1 del HLA-C de los receptores 

KIR2DL2 y KIR2DL3 que llevan un residuo Lys en esa posición. Además, se ha 

observado que las interacciones más débiles y menos específicas del grupo HLA C1 

con KIR2DL2/3 evolucionaron primero, apareciendo más tarde en el desarrollo 

evolutivo la más fuerte y específica HLA-C2 - KIR2DL1 (Figura 24 sector B). El 

hecho de que los alotipos C2 no hayan suplantado a los C1, ambos bien 

representados en todas las poblaciones humanas, apunta a la existencia de una gran 

variedad en lo que respecta a la fuerza de inhibición mediada por HLA-C ( Moesta et 

al., 2009). 

Cerca de la mitad de alotipos HLA-C llevan el epítopo C2 (HLA-CLys80) y se 

unen al receptor KIR inhibidor KIR2DL1 con gran afinidad y fuerza y el resto de los 
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alelos HLA-C llevan el epítopo C1 (HLA-CAsn80) y se unen los receptores KIR2DL2 

y KIR2DL3, con KIR2DL2 la unión se hace con afinidad y fuerza moderada y con 

KIR2DL3 la interacción es débil(Winter et al., 2008; Moesta et al., 2008) (Figura 

24). Las interacciones de KIR2DL1 con C2 están muy restringidas pero las de los 

receptores KIR2DL2/3, principalmente las de KIR2DL2, aunque mayoritariamente 

reconocen C1, también pueden reconocer algunos alotipos C2, en particular C*0501 

y C*0202 (Moesta et al., 2008; Moesta et al., 2009). 

Las moléculas KIR2DL específicas de HLA-C fueron definidas inicialmente 

utilizando anticuerpos monoclonales. Posteriormente se observó que dichos 

anticuerpos también reconocían moléculas KIR2DS ya que éstas tenían dominios 

extracelulares de secuencias similares a los KIR2DL; de este modo, se describió que 

KIR2DS1 (CD158a) tenía reacciones cruzadas con KIR2DL1, y KIR2DS2 (CD158b) 

presentaba reacciones cruzadas con KIR2DL2/3 (Figura 25). Los receptores KIR2D 

mejor caracterizados son KIR2DL1/S1, representados por las moléculas CD158a/h 

(Parham, 2005) y KIR2DL2/S2 y KIR2DL3 (CD158b/j). 

Como hemos visto anteriormente, a pesar de las similitudes estructurales en el 

dominio inmunoglobulina extracelular, las diferencias estructurales entre ellos les 

confieren propiedades diferentes (Figura 25); el receptor activador KIR2DS1 se une 

a los alelos de HLA C del grupo C2 con menor avidez que el receptor inhibidor 

KIR2DL1 a pesar de reconocer la misma estructura en la molécula HLA C (Biassoni 

et al 1997; Vales-Gómez et al 1998; Stewart et al., 2005) y la unión de KIR2DS2 a 

HLA C no ha sido detectada a pesar de que su estructura aminoacídica extracelular 

posee un 99% de identidad con los receptores KIR2DL2 y KIR2DL3 (Winter et al., 

1998; Saulquin et al.,2003) (Figuras 25 y 28). 

Todo lo expuesto respecto a la interacción KIR/HLA C proporciona a los 

individuos la flexibilidad para expresar hasta cuatro isoformas HLA I teniendo 

combinaciones C1 - C2 lo que conlleva una diversidad en la acción por la 

modulación de la función de estas células (Figura 26). 
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Figura 24. Afinidad de la interacción KIR2DL/HLA-C. La actividad de las células NK viene 
determinada por la integración de señales procedentes de receptores activadores y receptores 
inhibidores tal como KIR2DL además la afinidad y fuerza de la interacción es muy dependiente del 
aminoácido de la posición 80 de la hélice alfa del HLA-C y de la posición 44 del dominio D1 de 
KIR2DL1, KIR2DL2 Y KIR2DL3.(A). La interacción entre los alelos HLA-C - C2 y el receptor 
KIR2DL1 presenta la mayor afinidad (A). Esto es debido a la presencia de tres puentes de hidrógeno 
entre HLA-C - C2 - KIR2DL1 frente a un solo puente de hidrógeno entre HLA-C - C1 - KIRDL2. En 
la parte inferior de la figura (B) se indican los dos reordenamientos cromosómicos más comunes de 
los genes KIR2DL, el aminoácido de la posición 80 de la hélice alfa del HLA-C y el de la posición 
44 del dominio D1 de KIR2DL1, KIR2DL2 Y KIR2DL3 son determinantes en el resultado de la 
interacción de estas moléculas. (Adaptado de Parham P, Science 2004; 305: 786 – 787, A; Parham 
P, Nat Rew Immunol 2005; 5:201 – 214, B). 
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Es interesante reseñar que la interacción del receptor activador KIR2DS1 con 

su ligando no siempre es suficiente para desencadenar activación de las células NK, 

ya que esta función depende de la presencia de señales activadoras adicionales o de 

la reducción de las señales inhibidoras. De hecho, se atribuye al receptor KIR2DS1 

un posible papel modulador pues se ha visto que el aumento del grado de activación 

de las células NK no siempre consigue desencadenar en ellas una respuesta efectiva 

pero sí se ve incrementada su propensión a realizar acciones citotóxicas o a producir 

citoquinas pro-inflamatorias (Stewart et al., 2005).  

 

Figura 25. Estructura cristalina 
KIR2DS2 y su comparación con otras 
estructuras KIR conocidos. (A) 
Estructura general de los dominios 
extracelulares KIR2DS2 que se 
muestran en la representación de la 
cinta molecular con las láminas - β en 
verde y los girosβen amarillo. Los dos 
aminoácidos diferentes entre KIR2DS2 
y KIR2DL3 (que se encuentran dentro 
del rango de la secuencia aminoacídica 
8 - 200), Tyr45 (Y45) y Glu35 (E35), se 
muestran en color rojo como una forma 
circular formada con bolitas con una 
rama vertical. El bucle L5’ entre las 
láminas - β C' y E del dominio D2 se 
representa en color rosa. Las cisteínas 
de los dos puentes disulfuro se 
muestran en representados en bolitas y 
formas lineales en amarillo. En (B) se 
representa las superposición de las 
trazas Cα de las moléculas KIR 
completas gracias a los giros β 
(residuos 8 - 200 ), En (C) se 
representan de forma aislada el 
dominios D1 (residuos 8 - 102 )y en(D) 
los dominios D2 (residuos 103 - 200 ) 
de las moléculas KIR donde se 
representan como bucles de distintos 
colores las diferentes moléculas; a 
saber: KIR2DS2, verde; KIR2DL1, 
rojo; KIR2DL2 azul oscuro (forma 
trigonal); KIR2DL2, turquesa (forma 
ortorrómbica); KIR2DL2, que se une a 
HLA-Cw3 (KIR - A), naranja; 
KIR2DL2 libre (KIR - B) así como el 
complejo cristalino formado por el 
mismo KIR2DL2 unido a HLA-Cw3, 
azul marino; por último, KIR2DL3, 
amarillo. (Adpatado de Saulquin et al. J 
Exp Med 2003;197:933 – 938) 
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Por otra parte, existen dos alotipos HLA-B excepcionalmente diversos, 

HLA-B46 y HLA-73, que portan V76 y Asn80 por lo cual son buenos ligandos para 

los receptores KIR2DL2/3 y además, el ligando HLA-B46 es un buen educador para 

las células NK que expresan KIR2DL3 (Moesta et al., 2009; Yawata et al., 2008). 

Desde un punto de vista funcional se ha demostrado que, curiosamente, la 

interacción entre los receptores KIR y sus correspondientes ligandos inducen una 

señal de inhibición, que predomina sobre las señales de activación, previniendo la 

lisis de las células diana (Vitale et al., 1995; Bakker et al., 1998; Long et al., 2001; 

Igarashi et al., 2004; Khakoo et al., 2004;Parham 2004; Zhang et al., 2012). 

Por otra parte, los receptores KIR3DL1 y KIR3DL2 interaccionan 

respectivamente con los alelos de HLA-B que portan el epítopo HLA-Bw4 y con 

algunas moléculas de HLA-A (Farag and Caligiuri, 2006), tal como se ilustra en la 

Figura 22 (Frohn et al., 1997; Pascal et al., 2002a; Pascal et al., 2002b). 

La adquisición de los receptores inhibidores es un proceso ordenado que 

ocurre durante el desarrollo de las células NK, las cuales en sus primeros estadios 

expresan los receptores CD94:NKG2A y posteriormente los KIR en humanos y Ly49 

en ratones (Figura 17). Esta jerarquía se refleja en la restauración medular de los 
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Figura 26. Jerarquía de inhibición mediada por la unión de los receptores KIR2DL a sus 
correspondientes ligandos HLA-C. De entre todas las posibles combinaciones, los receptores 
KIR2DL1 con moléculas HLA-C del grupo C2 en homocigosis es la combinación que media una 
inhibición más intensa. (Adaptado de Parham P, Nat Rew Immunol 2005; 5:201 – 214) 
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pacientes sometidos a trasplante de células madre hematopoyéticas en los que sus 

células NK expresan inicialmente NKG2A pero no KIR, y sólo más tarde comienzan 

a expresar estos últimos (Shilling et al., 2002; Shilling et al., 2003; Yawata et al, 

2008; Caliguri et al., 2008). 

Respecto a la expresión de los receptores KIR, parece que en células NK 

maduras es constitutiva (Moreta et al 1992) mientras que puede ser inducida en 

células T bajo condiciones particulares. Además, los datos que hay hasta la fecha 

indican que la expresión de KIR en células NK es estable, ya que las células NK 

maduras no modifican su fenotipo KIR como consecuencia de la activación celular, 

proliferación o clonaje en experimentos realizados in vitro (Moretta et al., 1994; 

Moretta et al., 1996). Por último, es de destacar que la expresión de los genes 

KIR2DL1 y KIR2DL2/3 en células NK humanas ocurre de un modo clonal (Moretta 

et al., 1990; Ciccone et al 1992; Miller et al., 2001), ya que la presencia de un gen 

KIR no significa que éste sea expresado (Valiante et al., 1997; Torkar et al 1998; 

Long et al 2001). En el caso de los linfocitos T, en la mayoría de los individuos, los 

receptores KIR son expresados por linfocitos T CD8+ pero son infrecuentes en 

células T CD4+ (Mingari et al 1996). Además, el análisis de marcadores de fenotipo 

T memoria/naive reveló que las células T KIR+ carecen de CD28, mientras que 

Tipo de HLA-C:

Tolerancia Tolerancia

Activación Inhibición Inhibición+++ ++/+

Tipo de HLA-C:

Tolerancia Tolerancia

Activación Inhibición Inhibición+++ ++/+

 

Figura 27. Modelo de inducción de tolerancia mediado por el par KIR2DL1/HLA-C2. Cuando 
ambos receptores KIR2DL1/S1 unen su ligando HLA-C2, la señal inhibidora domina, llevando a un 
estado de tolerancia.  
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expresaban altos niveles de CD18, CD29, CD57 y CD45RO (Mingari et al., 1996). 

Estos datos, junto con la ausencia de células T KIR+ en el timo y en la sangre de 

cordón (Mingari et al 1997), son consistentes con un fenotipo memoria e indican que 

representan células activadas in vivo (Mingari et al., 1998).  

10.5. Ligandos de los Receptores NK (NKR) 

Como también se indicó anteriormente, una segunda superfamilia de 

receptores de células NK son los receptores heterodiméricos de la familia de las 

lectinas tipo - C, los cuales están compuestos de una subunidad (CD94) unida 

covalentemente a una molécula de la familia NKG2 perteneciente a la familia de las 

lectinas tipo - C (Lanier, 1998), como se representa en la Figura 22.  

La molécula CD94 carece de dominio citoplasmático para mediar la señal de 

transducción intracelular por lo que su especificidad funcional viene determinada por 

los dominios extracelular y citoplasmático de las moléculas NKG2, que incluyen 

NKG2A con su variante NKG2B, NKG2C, NKG2E con su variante NKG2H y 

NKG2F. Por lo que respecta a su especificidad, los heterodímeros CD94/NKG2 se 

unen específicamente la molécula no clásica HLA-E (Lee et al., 1998; Long et al. 

1998) y, como se comentó anteriormente, se han descrito diferencias funcionales 

entre los diferentes alelos de HLA-E (R versus G) en relación a la citotoxicidad NK 

ya que la interacción de HLA-E con su ligando depende de  los péptidos presentes en 

la secuencia señal de las moléculas HLA-I pudiéndose lograr o no la inhibición de la 

lisis por las células NK (Maier et al., 2000). 
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Figura 28. Mecanismo de trasmisión de señales entre los receptores NK y las moléculas HLA de 
clase I. (A) Señal de inhibición generada por la interacción de los ITIM de los receptores de 
inhibición con SHP-1 cuya activación lleva a la desfosforilación de proteínas necesarias para la 
activación.  (B) La señal de activación se produce tras la interacción de los receptores de las células 
NK con los ITAM que de la proteína adaptadora DAP12 que lleva al reclutamiento y activación de 
proteínas tirosina quinasas como Syk o ZAP-70 o, en el caso de NKG2D, donde la señal de 
activación se desencadena por de la interacción del receptor con la proteína adaptadora DAP10 que 
en lugar de ITAM tiene un motivo YxxM activa la quinasa PIP3. (Adalptado de Borrego et al., 
Molecular Immunology. 2002; 38: 637–660) 

 

De forma similar a lo que ocurre con los receptores KIR de tallo largo, la 

subunidad NKG2 del heterodímero CD94/NKG2A tiene un tallo intracitoplasmático 

largo con dos motivos ITIM que median una señal inhibidora, mientras que las 

subunidades NKG2-C, -E – H que tienen tallos citoplasmáticos cortos no poseen 

motivos ITIM pero poseen un aminoácido cargado en su dominio transmembrana 

que puede interaccionar con la proteína adaptadora (DAP12) portadora de motivos 

ITAM que son transmisores de señales activadoras (Agrawal et al., 2008). 

CD94/NKG2 se expresa en la membrana de las NK en estadios tempranos de 

diferenciación, antes de que aparezcan los KIR (Figura 17). Como los KIR los 

receptores CD94/NKG2 no se expresan en células T naive y su está restringida a la 

población T CD8+ aunque no se sabe muy bien que factores la inducen; por el 

contrario, sí se sabe que CD94/NKG2 puede ser inducido en linfocitos T CD8+ tras 
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ser estimulados por superantígenos o anticuerpos anti-TCR en presencia de IL15 o 

IL10. Además, CD94/NKG2 puede actuar como regulador de las respuestas de 

linfocitos T CD4+, pues tras ser activadas en presencia de TGFβ e IL10 dan como 

resultado la inhibición de la secreción de TNFα e IFNγ (Romero et al., 2001; 

Borrego et al., 2001). Existe una molécula NKG2D (Figura 28), lejanamente 

relacionada con NKG2, que no se dimeriza con CD94 sino que se presenta como un 

homodímero, pero como no tiene un motivo intracelular que le permita transmitir 

señales, en lugar de asociarse con DAP12, lo hace con la molécula DAP10 

(Figura 28) que se presenta fundamentalmente en células hematopoyéticas y que en 

su dominio intracitoplasmático posee un aminoácido que interacciona con un PIP3 

dando señales de activación a las células NK (Borrego et al., 2002).  

En las últimas décadas, se ha descrito una asociación entre ciertas subclases 

de linfocitos T CD8+ y células NK que expresan NKR con diferentes patologías, 

incluyendo las enfermedades autoinmunes, infecciosas o tumorales (Holm et al., 

2005, Rajagopalan and Long, 2005; Vetter et al., 2000; Nickoloff et al., 1999; Nelson 

et al., 2004; Khakoo et al., 2004; Carrington et al., 2005). En estas publicaciones se 

señala la posible relevancia de los receptores KIR y sus correspondientes ligandos, lo 

que ha acrecentado el interés de su estudio (Bakker et al., 1998; Rajagopalan et al., 

2005). De hecho, gracias al descubrimiento de los receptores KIR en células NK y 

células T, así como de la regulación que ejercen sobre la actividad citotóxica de las 

mismas (Farag et al., 2006; Mingari et al., 1998a; Mingari et al., 1998b; Wong et al.; 

2011), se han abierto nuevas fronteras en el conocimiento inmunológico y se ha 

llegado a una mejor comprensión de los mecanismos que están implicados en 

procesos de inmunoregulación o que pueden mediar en el control de infecciones o 

del crecimiento tumoral y que ofrece la interesante perspectiva de su posible 

aplicación en la inmunoterapia del cáncer. 
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1. HIPÓTESIS 

El melanoma cutáneo además de ser el cáncer que más aumenta cada año, 

presenta una evolución clínica impredecible que podría estar influenciada por 

complejas interacciones entre los diferentes antígenos HLA y las células T 

específicas de antígeno tumoral o las células NK, ambas implicadas en la respuesta 

antitumoral y, por ende, en la respuesta contra el melanoma. 

La expresión de las moléculas HLA de clase I es esencial para el 

reconocimiento de las células tumorales por los linfocitos T CD8+. Además, la 

presentación antigénica mediada por las moléculas HLA de clase II a los linfocitos T 

CD4+ también puede contribuir a potenciar la respuesta inmunitaria frente al 

melanoma. Por el contrario, las células NK son capaces de eliminar células tumorales 

en ausencia de las moléculas HLA de clase I ya que éstas pueden inhibir su 

actividad. A su vez, algunas de las moléculas HLA de clase I también son capaces de 

inhibir la lisis de células tumorales por linfocitos T CD8+. 

Por todo ello, es razonable pensar que tanto la susceptibilidad al melanoma 

como la progresión del mismo podría estar condicionada por los genes HLA. No 

obstante, hasta la fecha los datos sobre la posible relación HLA y melanoma son 

todavía controvertidos. Por otra parte, la baja expresión de los antígenos HLA-C y 

HLA-E en la superficie celular, así como la ausencia de reactivos serológicos 

altamente específicos, ha limitado el estudio del papel que pueden ejercer esos genes 

y moléculas. 

Por otra parte, hoy está bien establecido que la actividad citotóxica de los 

linfocitos T CD8+ y las células NK está regulada por el balance entre señales de 

activación y de inhibición mediadas por receptores de células NK, algunos de los 

cuales también se expresan preferentemente en una subclase de linfocitos T de 

fenotipo CD8+CD28-.. 

Los receptores NK incluyen receptores no cuyos ligandos no son moléculas 

HLA de clase I, tales como CD57, CD56, o CD161, y receptores específicos para 
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esas moléculas, tales como KIR2D y CD94/NKG2, ambos capaces de modular la 

respuesta citotóxica anti-tumoral de los linfocitos T CD8+ y de las células NK. 

Por todo ello, puede ser razonable profundizar en la investigación del papel 

de la diversidad HLA y KIR, así como la expresión de dichos receptores en los 

linfocitos T CD8+ y células NK circulantes en relación con la susceptibilidad o 

resistencia al melanoma e incluso con el pronóstico de la enfermedad. 

2. OBJETIVOS 

Bajo esta hipótesis se propusieron los siguientes objetivos: 

1. Analizar la diversidad de genes HLA de clase I clásicas (HLA-A, -B y -C) en 

pacientes con melanoma cutáneo y en la población normal.  

2. Examinar igualmente HLA de clase II (HLADR, -DQ) y su impacto en el 

melanoma. 

3. Estudiar también las variantes alélicas HLA-E en pacientes con melanoma 

cutáneo. 

4. Analizar los subtipos de linfocitos T CD8+ y células NK que expresan 

receptores NK en pacientes con melanoma y en la población sana. 

5. Verificar si los alelos y alotipos del locus HLA-C son determinantes en la 

selección del repertorio de células NK o CD8+ que expresan KIR2D y su 

influencia en la susceptibilidad y evolución del melanoma. 
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1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

En el presente trabajo se ha abordado el análisis de diversos parámetros 

inmunológicos en pacientes afectos de melanoma que puedan ser condicionantes 

para la susceptibilidad o protección frente a la enfermedad, así como su correlación 

con las diferentes formas clínicas o la evolución de la enfermedad. 

El estudio recogido en este trabajo fue aprobado por el Comité de Ética de 

Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Clínico Universitario Virgen de la 

Arrixaca (HCUVA), y todos los pacientes y controles incluidos en el estudio lo 

hicieron bajo consentimiento informado, en un modelo igualmente aprobado por el 

CEIC- HCUVA. 

2. MÉTODO DIAGNÓSTICO DEL MELANOMA 

En la práctica clínica el diagnóstico de melanoma se realiza mediante la 

inspección clínica, la dermatoscopia y la biopsia de la lesión cutánea con el 

consiguiente estudio anatoopatológico. 

2.1. Inspección clínica 

Hay una serie de signos que ayudan a identificar lesiones pigmentadas 

clínicamente sospechosas de melanoma o que tienen la posibilidad de evolucionar a 

un melanoma, en los años 70, el National Health Institute de USA propuso los 

acrónimos ABCD (Tabla 2) para su descripción: 

−  (A) Asimetría: es un hecho bien contrastado que las lesiones pigmentadas 

benignas son simétricas. 

−  (B) Bordes irregulares: las lesiones benignas terminan en un borde neto, 

mientras que los melanomas suelen tener bordes mal definidos. 

− (C) Coloración diversa: la diversidad de colores es una característica propia y 

constante de los melanomas (zonas policromas). 
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−  (D) Diámetro superior a 6 mm: estadísticamente, un tamaño superior a 6 

mm, se relacionó en un primer momento con mayor tendencia a la 

malignidad. No obstante, este parámetro parece que tiende a reducirse hasta 

los 5 mm e incluso 4 mm. 

2.2. Dermatoscopia 

Esta técnica ha alcanzado hoy en día un puesto muy relevante en la 

exploración y diagnóstico de este tumor y consiste en un procedimiento de 

exploración no invasivo que realiza un examen microscópico in vivo de la epidermis 

y dermis. Gracias a la aplicación de una fuente de luz potente y un líquido viscoso 

traslúcido, que hace transparente la capa córnea, puede visualizarse directamente el 

patrón morfológico de los melanocitos atípicos y proliferaciones diversas. 

2.3. Biopsia de la lesión cutánea 

El diagnóstico de certeza del melanoma requiere la extirpación de la lesión 

sospechosa para ser estudiada bajo el microscopio por un médico anatomopatólogo. 

La biopsia excisional es la más aconsejable, extirpando el tumor con los márgenes de 

seguridad adecuados. Solo excepcionalmente, y si no es posible resecar toda la 

lesión, se optará por una biopsia parcial (biopsia incisional).   

3. PACIENTES Y CONTROLES 

Para este estudio 174 pacientes Caucásicos con diagnóstico histológico de 

melanoma cutáneo maligno, en estadios clínicos y con características clínicas 

diferentes en el momento del diagnóstico, que fueron reclutados en la Servicio de 

Dermatología del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca entre 1996-2005. En 

paralelo se estudiaron 356 individuos sanos compatibles en edad y sexo y 

procedentes de la misma área geográfica. 

3.1. Criterios de selección de Pacientes 

Los pacientes se seleccionaron siguiendo los siguientes criterios: 
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3.1.1. Criterios de inclusión 

− Melanoma cutáneo primario presente en el momento de la primera visita o 

extirpado durante los tres meses previos. 

− Consentimiento informado del paciente. 

3.1.2. Criterios de exclusión: 

− Presencia o antecedente de otros tumores malignos.  

− Inmunodeficiencia o tratamiento inmunosupresor. 

− Enfermedad autoinmune. 

− Enfermedad inflamatoria o infecciosa de carácter crónico. 

En la visita inicial, o tras confirmar el diagnóstico, se realizó anamnesis a 

todos los pacientes y se solicitó un estudio de extensión consistente en exploración 

física  completa, hemograma, velocidad de sedimentación globular, bioquímica 

general, urinoanálisis, radiografía simple de tórax, ecografía abdominal y estudio de 

sangre oculta en heces. 

3.2. Variables demográficas, clínicas e histopatológicas 

La clasificación y agrupamiento de pacientes se hizo considerando una serie 

de variables clínicas e histopatológicas que se describen a continuación:  

3.2.1. Variables demográficas y clínicas 

− Variables demográficas: edad, sexo y procedencia geográfica. 

− Extensión de la enfermedad 

• Metástasis: se evaluó la presencia o no de metástasis tanto linfáticas 

como viscerales. 

• No Metástasis. 
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3.2.2. Variables histológicas 

− Índice de Breslow (Figura 9): Para describir el espesor de Breslow se utilizó 

la última clasificación propuesta por la AJCC: 

• ≤ 1,00 mm. 

• 1,01 - 2.00 mm. 

• 2,01 - 4.00 mm. 

• > 4,00 mm. 

Por operatividad, se consideraron dos grupos en función del grosor, a saber: 

• Espesor menor o igual a 1 mm (≤ 1 mm). 

• Más de 1 mm de espesor (> 1 mm). 

− Tipo histológico: 

• Melanoma “in situ” (MIS). 

• Melanoma de extensión superficial (MES). 

• Melanoma nodular (MN). 

• Melanoma lentiginoso acral (MLA). 

• Léntigo maligno melanoma (LMM). 

• Melanoma desmoplásico (MD). 

En los estudios de susceptibilidad frente al melanoma se realizaron 

analizando las dos variantes más frecuentes MES y MN.  

− Ulceración de la superficie tumoral:  

• Sí. 

• No. 

3.3. Variables experimentales 

− Antígenos HLA  de clase I clásicos (HLA-A, -B) 
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−  Epítopos HLA-Bw4 

− Alelos HLA-C y alotipos en función del dimorfismo en la posición80 de la 

hélice α1 (Asn80/Lys80). 

− Alelos y genotipos HLA-E 

− Alelos HLA  de clase II (HLA-DR y -DQ) 

− NKR y marcadores de activación de linfocitos T en sangre periférica. 

− Expresión de receptores KIR2D en células T CD8+ y células NK de sangre 

periférica. 

4. PROTOCOLO DE RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE 
MUESTRAS 

Las muestras de sangre fueron recogidas mediante punción venosa y antes de 

la exéresis completa de la lesión tumoral, y coleccionadas en tubos anticuagulados 

con EDTA o con ácido-citrato-dextrosa (ACD) (Becton Dickinson, Mountain View,  

CA), según el método a seguir. Posteriormente, una alícuota de sangre periférica 

fresca anticuagulada con EDTA fue utilizada directamente para el análisis de 

citometría, otra alícuota de sangre anticoagulada con ACD se utilizó para aislamiento 

de células mononucleares para su posterior análisis de microlinfocitotoxicidad y otra 

anticuagulada con EDTA guardada a -80ºC hasta su uso para la extracción de ADN y 

posterior genotipaje de HLA. En paralelo, muestras de sangre de voluntarios sanos 

elegidos al azar fueron también obtenidas, procesadas, y utilizadas como controles.  

4.1. BIOPSIA SELECTIVA DEL GÁNGLIO CENTINELA 

En la mayoría de los tumores sólidos, como los melanomas, las metástasis 

ganglionares no se reproducen al azar en cualquier ganglio de la cadena linfática, 

sino que ocurren de forma ordenada y secuencial y, cuando se producen, la primera 

metástasis se localiza en el primer ganglio (ganglio centinela), localizado entre el 

tumor primario y el área ganglionar correspondiente (Figura 29). 
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Figura 29. Biopsia del ganglio centinela. Una sustancia radiactiva o un tinte azul se inyecta cerca 
del tumor (primer cuadro). El material inyectado se localiza visualmente o con un dispositivo que 
detecta radiactividad (cuadro del centro). Los ganglios centinelas (los primeros ganglios que 
absorben el material) se extraen y estudian para verificar la presencia de células cancerosas (último 
cuadro). La biopsia del ganglio linfático centinela se puede hacer antes o después de extirpar el 
tumor. (Winslow T, 2008. National Cancer Institute) 

 

Para poder identificar el “ganglio centinela”, en primer lugar se deberá 

localizar anatómicamente el lugar donde se encuentran los ganglios regionales 

correspondientes a la zona de piel donde se localiza el tumor. Para ello, se utiliza un 

procedimiento denominado “mapeo linfático con radioisótopos o linfografía 

radioisotópica”. Brevemente, se inyecta en la piel un coloide marcado con Tecnecio 

99 [Tc99] alrededor de la cicatriz que dejó el tratamiento quirúrgico de la lesión 

tumoral. Tras incorporarse a la circulación linfática, el coloide-Tc99 circula y llega al 

primer grupo de ganglios (estación linfática regional) señalando su lugar anatómico 

mediante la radiación que será captada por un equipo  especialmente diseñado para 

un rastreo corporal completo (cámara gamma). 

El ganglio centinela será el que tenga mayor radioactividad. Esto se mide con 

un contador manual de radiación. Una vez identificado, el ganglio centinela será  

extirpado y enviado a un patólogo experimentado para su examen cuidadoso, a través 

de múltiples cortes y tinción con hematoxilina-eosina e inmunohistoquímica para 

detectar si existen células de melanoma en el ganglio (metástasis) aún en cantidades 

muy pequeñas. 
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4.2. Extracción de ADN y amplificación 

El ADN genómico fue extraído de leucocitos totales de sangre periférica 

mediante el método de Proteinasa K, previamente descrito por Kawasaki et al. 

Alternativamente, el ADN genómico también fue extraído mediante el kit 

QIAmp DNA blood Midi, siguiendo las instrucciones del proveedor (Qiagen, Hilden, 

Germany). Para evitar contaminaciones se habilitaron dos localizaciones, una 

dedicada a las manipulaciones pre-PCR y otra para las manipulaciones con productos 

de amplificación. En segundo lugar, siempre se utilizaron guantes desechables y 

tubos de plásticos estériles o autoclavados en la manipulación del ADN. 

El ADN fue cuantificado mediante espectrofotometría y utilizado para su 

amplificación mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa ((PCR, del 

inglés Polymerase Chain Reaction). Las reacciones de amplificación fueron llevadas 

a cabo en un termociclador  9600 (Perkin-Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT). 

La calidad del producto de PCR fue comprobada mediante electroforesis en gel de 

agarosa.    

4.2.1. Protocolo de extracción de ADN 

Se utilizó el método de extracción con el kit QIAamp DNA Blood Midi 

(QIAGEN, Hilden, Alemania), mediante el cual se obtiene ADN altamente 

purificado. El proceso de extracción se detalla a continuación: Se depositan 2 ml de 

sangre periférica anticoagulada con EDTA, sin que el número de leucocitos exceda 

de 2x107,en un tubo FalconTM de 15ml a la que se le añade 200μL de proteasa Qiagen 

y 2,4mL de buffer AL. La mezcla se agita y se incuba en un baño a 70º durante al 

menos 10 minutos para provocar la lisis celular. Tras la incubación se añaden 2mL 

de etanol al 96% y se agita hasta conseguir una mezcla homogénea, tras lo que la 

mitad del volumen se traspasa a una columna en un tubo de 15ml y se centrifuga a 

3000 rpm durante 3 minutos. Se descarta el filtrado y se repite el proceso con el resto 

de la mezcla. Se añaden 2 ml de buffer AW1 a la columna y se centrifuga a 5000 rpm 

durante 1 minuto. Se añaden 2 ml de buffer AW2 a la columna y se centrifuga a 5000 

rpm durante 15 minutos para eliminar cualquier resto de buffer AW2 de la columna 

antes de la elución del ADN y el etanol residual, que interferiría con el proceso de 
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PCR conduciendo a la obtención de falsos negativos. La columna se traspasa a un 

tubo de 15ml nuevo, se le añaden 300μL de buffer de elución (buffer AE) y se incuba 

a temperatura ambiente durante 5 minutos tras lo que se centrifuga a 5000 rpm  

durante 2 minutos para obtener el ADN eluido a una concentración entre 90-150 

μg/ml. 

4.3. Tipaje de HLA-A y HLA-B  

Las técnicas utilizadas para el tipaje de HLA fueron distintas en función de 

los loci que se estudiaron. Los tipajes de HLA-A y HLA-B fueron realizados 

mediante un test estándar de microlinfocitotoxicidad (Terasaki et al 1974). Los 

sueros utilizados para la determinación antigénica fueron obtenidos en nuestro 

laboratorio (antisueros locales bien definidos) y aportados por los laboratorios que 

participan en los Talleres de histocompatibilidad españoles. Alternativamente, 

también se utilizaron anticuerpos comerciales bien definidos y placas comerciales de 

tipaje serológico. Cuando fue necesario por no disponer de células o para 

confirmaciones del tipaje se realizó el tipaje de  HLA-A y HLA-B mediante PCR 

usando primers específicos de secuencia (PCR-SSP, del inglés, sequence specific 

primers) de One Lambda, Los Angeles, CA, USA. 

A continuación se describen brevemente ambas técnicas. 

4.3.1. Técnicas serológicas de microlinfocitotoxicidad o citotoxicidad 
dependiente de complemento (CDC) 

Este procedimiento se basa en la citolisis mediada por anticuerpos específicos 

en presencia de complemento (Terasaki et al., 1974). Durante todo el estudio, los 

reactivos utilizados para tipaje se sometieron previamente a controles de calidad y 

fueron seleccionados en función de la misma. Para asegurar la interpretación de 

resultados, se trabajó con muestras cuya viabilidad celular fuese superior al 90%. 

El tipaje HLA serológico se realizó en células mononucleares o linfocitos T y 

B de sangre periférica aislados por gradientes de densidad. El gradiente utilizado fue 

Lymphoprep, que es un polímero de carbohidrato de alto peso molecular, con el cual 

se pueden preparar diluciones para conseguir diferentes densidades. Con este 
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procedimiento, que utiliza una densidad ajustada a 1.077 g/mL, las células 

mononucleares de sangre periférica se separan bien de los hematíes y granulocitos.  

4.3.1.1. Reactivos e instrumental en microlinfocitotoxicidad 

• Azul Tripán (Sigma Chemical, St. Louis, MO), en solución de ClNa 

(Panreac, Montplet y Esteban SA, Barcelona) al 0.9%. 

• Complemento de conejo (Diagnóstica Longwood, Zaragoza). Se 

utilizaron lotes de reserva previamente evaluados para su capacidad lítica. 

• Eosina A al 5% (Merck, Darmstadt, Alemania). La eosina es un colorante 

vital, que penetra en las células únicamente si la membrana celular está 

dañada, pero no es capaz de penetrar en las células que presentan la 

membrana intacta. 

• Formaldehido 35-40% (Merck) con pH entre 7.2-7.4 ajustado con NaOH 

1N (Sigma). 

• Medio de separación celular Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, 

Noruega).  

• Medio de cultivo RPMI1640 (GibcoBRL, Life Technologies, Pasley, 

Escocia).  

• Parafina liquida (Merck), para formar el microambiente de la placa de 

Terasaki. 

• Placas de Terasaki (One Lambda).  

• Solución madre de azul tripán al 0.5%. Filtrada con papel Whatman 3MM 

(Whatman International Mardstone, UK). 

• Solución madre de ClNa 4.25M. 

• Suero salino fisiológico (Braun, Dexon, Barcelona).  

• Sueros anti-HLA de producción propia, de intercambios de laboratorios 

nacionales e internacionales, y de procedencia comercial; entre estos 

últimos se utilizaron Peel-Free (USA), One Lambda (USA), Biotest 
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(Alemania), Fresenius (Alemania), Inmunohospitalar (Madrid), 

Diagnóstica Longwood (Zaragoza), Gull (Bélgica), Inmunoanalítica 

(Madrid), Reactiva (Barcelona), Cultek (UK). 

• Cámara de Neubauer (Exacta, Super-Rior, Alemania). 

• Dispensador automático de sueros (One Lambda Inc, Canoga Park, CA). 

• Dispensador automático de parafina líquida (One Lambda). 

• Microdispensadoras Hamilton de un canal, multicanales y con jeringa de 

dispensación acoplada (Robbins Scientific, Sunnyvale, CA).  

• Microscopio invertido de luz visible con contraste de fases (Leitz, 

Wetzlar, Alemania), para la lectura de las placas de Terasaki.  

• Microscopio ordinario de contaje celular (Leitz).  

4.3.1.2. Separación celular y obtención de células mononucleares de sangre 

Para la separación de células mononucleares se siguió la técnica descrita por 

Boyum (1968).  

A continuación, la muestra se diluyó a ½ con suero salino fisiológico (ClNa 

0.9%)  y se depositó sobre un volumen de Lymphoprep equivalente a 1/3 del 

volumen total de sangre ya diluida. Ésta se dejó caer suavemente por las paredes del 

tubo evitando la mezcla con el medio de separación. A continuación, se centrifugó a 

600 G durante 25 minutos a 24ºC en centrifuga (Heraeus Instruments, Osterode, 

Alemania). Seguidamente, el anillo de células mononucleares, formado en la 

interfase entre el plasma y el medio de separación, se recuperó con una pipeta pasteur 

(LP Italiana Spa, Milan, Italia). Las células se lavaron 3 veces, con suero salino 

fisiológico-RPMI1640 al 10% y centrifugación a 400 G durante 5 minutos. 

Las células obtenidas se resuspendieron rutinariamente en medio de cultivo 

RPMI1640, ajustándose a la concentración adecuada mediante recuento y 

comprobación de la viabilidad celular, con azul tripán en cámara de Neubauer. Para 

tipaje HLA, la concentración de linfocitos se ajustó a 3x106 células/mL. 
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4.3.1.3. Técnica de microlinfocitotoxicidad 

Los sueros, con reactividad frente a moléculas HLA de clase I, se tenían 

predispensados en placas Terasaki de 60 y/o 72 micropocillos de reacción y 

congelados a -80ºC con aceite de parafina en cada pocillo, para proteger los sueros 

de la congelación y para prevenir su evaporación.  

Los sueros con los que se elaboraron las placas de tipaje HLA de clase I se 

seleccionaron de manera que todos fuesen de especificidad conocida, a partir de 

sueros propios o de intercambio, a través de Talleres de Histocompatibilidad 

nacionales o internacionales. Los sueros comerciales fueron sistemáticamente 

evaluados para confirmar su especificidad. Los antisueros dispuestos en la placa de 

tipaje permitían tipar todas las especificidades serológicas reconocidas por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS). Si, para determinar una especificidad 

concreta de clase I, se disponía de sueros monoespecíficos, se utilizaron al menos 2 

sueros de la misma especificidad; si, por el contrario, sólo disponíamos de sueros 

poliespecíficos se utilizaron al menos 3 sueros diferentes en los que las 

especificidades adicionales no se solaparon entre sí. 

− Un microlitro de la suspensión de células (a 3x106 células/mL) se dispensó en 

cada micropocillo de la placa correspondiente. Para ello, se utilizó una 

microdispensadora Hamilton de un canal, evitando el arrastre de pocillos 

anteriores y asegurándose de que el suero específico y las células problema se 

mezclasen bien. 

− A continuación, las placas se incubaron a 22ºC durante 30 minutos. 

− Transcurrido este tiempo, se añadieron 5 µL del complemento de conejo a 

cada micropocillo, con microdispensadora Hamilton multicanal de 6 vías, y 

las placas se incubaron a 22ºC durante 1 hora. 

− A continuación, se añadieron 3 µL de eosina A al 5% en cada micropocillo, 

incubando durante 5 minutos y, posteriormente, añadiendo 9 µL de 

formaldehido al 35-40%. 

− Las placas se mantuvieron un mínimo de 30 minutos a temperatura ambiente, 

para dejar que las células se depositasen al fondo del micropocillo y se 
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procedió a su lectura en un microscopio invertido de contraste de fases. Las 

células vivas aparecieron pequeñas, brillantes y refringentes, mientras que las 

células muertas aparecieron de mayor tamaño y de color rojo debido a la 

entrada de eosina en el interior de las mismas. 

4.3.2. PCR-SSP para genotipaje HLA-A, -B, -DRB1, -DQB1 

Consiste en la amplificación de ADN con primers de secuencia específica, por lo que 

se usa para cada locus de HLA un conjunto de primers o cebadores cuyas secuencias 

discriminan las diferentes variantes que puede presentar el locus, de tal forma que 

solo se produce la reacción de amplificación cuando el ADN contiene el alelo que 

corresponde al grupo de primers de la reacción (Figura 30). 

4.3.2.1. Material y reactivos. 

• ADN genómico, de concentración entre 90-150 μg/ml. 

• Placas de tipaje Micro SSPTM (One Lambda, Canoga Park, California, 

Estados Unidos), que contienen los primers o cebadores de 

oligonucleótidos específicos de la secuencia para la amplificación de los 

alelos de HLA y del gen de la β-globina humana liofilizados y un par de 

primers que corresponden a los cebadores de la hormona de crecimiento 

humana que sirven como control interno de la amplificación para cada 

PCR. 

• D-Mix(One Lambda, Canoga Park, California, Estados Unidos), que 

contiene mezcla de dNTPs, gelatina, KCl, MgCl2, Tris-HCl pH 8.3, 

glicerol, y colorante de corrida. 

• Taq ADN Polimerasa (Roche Diagnostic, Basilea, Suiza). 

• Tampón Tris-borato-EDTA (TBE) 1X (BIO-RAD, Hercules, California). 

• Agarosa low melting point (Sigma- Aldrich, St. Louis. Missouri). 

• Bromuro de etidio. 
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4.3.3. Técnica de tipaje por PCR-SSP 

La cantidad de solución de amplificación de la PCR (D-mix), Taq DNA Polimerasa y 

ADN varió en función de la complejidad del locus a tipar tal y como se recoge en la 

Tabla 10. 

Para el tipaje de alelos del locus HLA-A, 30 µL de ADN problema se añadieron a 

270 µL de la solución de amplificación. A la mezcla de D-mix- ADN se le adicionó 

1,5 µL de Taq ADN Polimerasa. Para el tipaje de alelos del locus HLA-B se 

utilizaron 60 µL de ADN de la muestra, 540 µL de D-mix y 3 µL de Taq ADN 

polimerasa. 

Tras agitar la mezcla, se dispensaron 10 µL en cada pocillo de la placa Micro SSPTM 

y se llevó a un termociclador 9600 Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts, Estados 

Unidos) o Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, 

California, Estados Unidos), para realizar el proceso de amplificación de ADN. Las 

condiciones de amplificación se resumen en la Tabla 11. 

Tabla 10. Cantidades necesarias de reactivos para la amplificación de los alelos 
de los loci  HLA-A, -B, -DRB1, DQB1 por cada muestra de ADN 

 
HLA-A HLA-B DRB1, DQB1 

D-mix 270 µL 540 µL 360 

Taq ADN Polimerasa 1,5 µL 3 µL 2,2 

Tabla 11.Condiciones de amplificación de los alelos de los loci HLA-A, -B, -
DRB1, DQB1 

Nº ciclos Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

1 1 96ºC 130 segundos 

 2 63ºC 60 segundos 

9 1 96ºC 10 segundos 

 2 63ºC 60 segundos 

20 1 96ºC 10 segundos 

 2 59ºC 50 segundos 

 3 72ºC 30 segundos 

1 1 4ºC Mantener hasta su uso 
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La visualización del producto amplificado se realizó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 2,5% para lo que se utilizó 30 ml de Tampón Tris-borato-EDTA (TBE) 

1X, 0,75g de agarosa y 10 μL bromuro de etidio. 

4.4. Genotipaje de HLA-C  

El genotipaje de HLA-C fue realizado mediante el kit Dynal RELI, en 

presencia de oligonucleótidos específicos de secuencia (PCR-SSO, del inglés, 

sequence-specific oligonucleotide) . El genotipaje SSO se realizó en un AutoRELI 48 

(Dynal Biotech). El nivel de resolución mediante PCR-SSO reversa permitió 

discriminar el dimorfismo en posición 80 de la hélice-α1. Alternativamente, para 

resolver ambigüedades el genotipaje de HLA-C también fue realizado mediante 

PCR-SSP.  

Figura 30. Esquema del tipaje de HLA mediante PCR-SSP 
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4.4.1. PCR-SSO reversa 

Este método se basa en tres procesos: amplificación del ADN de una región 

específica del locus HLA-C mediante PCR, hibridación del amplificado con sondas 

de oligonucleótidos de secuencia específica inmovilizadas en una membrana de 

nylon y la detección del producto amplificado unido a la sonda mediante la aparición 

de color (Figura 31). 

Para realizar el tipaje de alelos de HLA-C mediante la técnica de PCR-SSO 

reversa, se utilizó el kit HLA-C  Dynal  RELI-SSO (Invitrogen, Carlsbad, California, 

Estados Unidos). 

El material utilizado y los pasos seguidos para la realización de esta técnica se 

resumen a continuación 

4.4.1.1. Material y reactivos 

• Mezcla principal HLA-C: es una solución de Tris- HCL que contiene 

glicerol al 30%, KCL 100mM, dATP, dCTP y dGTP a 400uM, dUTP 

800uM, cebadores biotinilados (0,5 uM), AmpliTaq® (polimerasa Taq) 

100u/ml y azida sódica al 0,05% como conservante. 

• Bandas de tipificación HLA-C. 

• Solución de MgCl2 al 6,0 mM con ProClin® 300 al 1% como conservante 

• Solución de desnaturalización con EDTA al 3%, hidróxido de sodio al 

1,6% y azul de timol. 

• Solución de fosfato sódico con NaCl, EDTA y ProClin®150 al 1,0% como 

conservante (concentrado SSPE). 

• Solución de dodecil sulfato sódico al 20% con ProClin®150 al 1,0% como 

conservante (concentrado SDS). 

• Conjugado estreptavidina-peroxidasa de rábano (HRP) en una solución 

ACES con NaCl y ProClin® 150 al 1,0% como conservante. 

• Solución de citrato con un 0,01% de H2O2 y 0,1% de ProClin® 150 al 

1,0% como conservante (sustrato A). 
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• Solución de 3,3’, 5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) al 0,1% en 

dimetilformamida (DMF) al 40% (sustrato B). 

• Solución de citrato de sodio. 

Los pasos seguidos para el tipaje de HLA-C por PCR-SSO reversa fueron los 

siguientes: 

4.4.1.2. Reacción de amplificación 

La mezcla de los componentes para la PCR se preparó en el momento de la 

realización de la técnica para el número total de muestras a analizar, multiplicando el 

volumen de cada componente de la mezcla por el número de muestras a analizar más 

dos. A cada tubo de PCR se le añadió la mezcla de reactivos más el ADN problema, 

en las cantidades reseñadas en la Tabla 12. 

El ADN utilizado fue el extraído según se ha descrito en el apartado 6, 

obteniendo una concentración entre 90-150  µg/ml. 

Las muestras una vez preparadas se introdujeron en un termociclador 9600 

Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) o Gene Amp® PCR 

System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos) donde se 

llevó a cabo el proceso de amplificación con las condiciones descritas en la Tabla 12. 

El proceso de amplificación se produjo tal y como se describe a continuación: 

La mezcla de reactivos para PCR que contiene la muestra de ADN se calienta a 95ºC, 

lo que separa el ADN de doble hélice y expone las secuencias complementarias a la 

de los cebadores. Al enfriarse la mezcla, los cebadores biotinilados se alinean con las 

secuencias que reconocen.  La Taq (polimerasa recombinante termoestable) extiende, 

en presencia de un exceso de deoxinucleósidos trifosfato (dNTPs), los cebadores 

Tabla 12. Volumen de los reactivos utilizados en la amplificación de los 
locus HLA-C 

Componentes en la PCR Volumen 

Solución MgCl2 al 6,0 mM 15  µL 
Mezcla principal 30  µL 
ADN 15  µL 
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alineados a las secuencias complementarias hasta producir una secuencia de ADN 

biotinilado denominada amplicón. Este proceso se repite durante 35 ciclos en cada 

uno de los cuales se duplica la cantidad de ADN con la secuencia buscada (Tabla 

13). 

4.4.1.3. Reacción de hibridación 

Tras el proceso de amplificación por PCR, los amplicones se desnaturalizaron 

químicamente para obtener ADN sencillo para lo que se añadieron 60 µL de la 

solución de desnaturalización y se incubaron durante al menos 10 minutos. 

En una bandeja de 48 pocillos, se colocaron las tiras de tipificación de 

HLA-C con 60 µL del ADN desnaturalizado de cada muestra. La bandeja se colocó 

en un equipo Dynal AutoRELITM lo que permitió automatizar el proceso, que 

consistió en añadir el tampón de hibridación e incubar durante 30 minutos a 50º C 

con agitación constante. Tras la incubación se aspiró el tampón de hibridación y se 

lavó 2 veces con tampón de lavado. Después, se añadió la solución de conjugado de 

trabajo (tampón de lavado y estreptavidina) y se incubó durante 15 minutos. 

Posteriormente se procedió a la aspiración de la solución de conjugado de trabajo, al 

lavado de las muestras dos veces con tampón de lavado y a la adición del tampón de 

citrato e incubación durante 5 minutos. Para terminar se aspiró el tampón de citrato y 

se lavó dos veces con agua desionizada. 

Tabla 13. Condiciones de amplificación de los alelos del locus HLA-C 
Nº ciclos Paso Temperatura (ºC) Tiempo 

35 1 95ºC 15 segundos 

 2 60ºC 45 segundos 

 3 72ºC 15 segundos 

1 1 72ºC 5 minutos 

1 1 4ºC - 
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4.4.1.4. Reacción de detección 

Una vez concluido el proceso de hibridación se obtuvieron las tiras con 

distintas bandas de color azul y con distinta intensidad de color según la hibridación 

que se había producido entre las sondas de oligonucleótidos de secuencia específica 

y el ADN problema. 

La lectura de las tiras se realizó mediante un escáner y la interpretación de los 

resultados se hizo con el software de interpretación de tiras Dynal RELITM SSO. 

El estudio del genotipo HLA-C de los individuos estudiados permitió 

clasificar los alelos de HLA-C en función del dimorfismo que presentan en la 

posición 80 de la hélice-α. Así pudimos clasificar los alelos HLA-C en dos grupos: 

Figura 31. Esquema del tipaje de HLA-C mediante PCR-SSO reversa 
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− Grupo C1: constituido por los alelos HLA-C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, 

C*14 y C*16 que presentan el aminoácido asparagina en la posición 80 de la 

hélice-α1. 

− Grupo C2: constituido por los alelos HLA-C*02, C*04, C*05, C*06, C*15, 

C*16:02, C*17 y C*18 que presentan el aminoácido lisina en la posición 80 

de la hélice-α1. 

El estudio de los alelos HLA-C permitió clasificar a los pacientes y controles 

en 3 grupos:  

− C1/C1: homocigotos para alelos de HLA-C del grupo C1. 

− C2/C2: homocigotos para alelos de HLA-C del grupo C2. 

− C1/C2: heterocigotos para alelos de HLA-C de ambos grupos C1/C2. 

4.5. Genotipaje de HLA-E 

El genotipaje HLA-E se realizó mediante secuenciación. Para ello se 

amplificó la secuencia completa del exón 2, intrón 2 y exón 3 del gen HLA-E, 

utilizando un primer 5´específico E25´: TGTGAATTCTCTACCGGGAGTAGAGA

GG  y un primer 3´-específico E33´: AGCCCTGTGGACCCTCTT (Gómez-Casado 

et al. 1999). Los productos de PCR fueron purificados con el kit de extracción 

Qiaquick gel (Qiagen, Hilden, Germany) y se secuenciaron utilizando el kit ABI 

PRISM BigDye en el secuenciador ABI Prism 377 (AppliedBiosystems, Foster 

City, CA). Los primers de secuenciación fueron los mismos utilizados para la 

amplificación. 

4.6. Citometría de flujo 

Los linfocitos de muestras de sangre periférica fueron teñidos añadiendo 10  

µL de cada AcMo en una combinación apropiada a 100  µL de sangre total, 

incubando durante 10 minutos a Tª ambiente en la oscuridad, e incubando con 3 mL 

de solución de lisis durante 5 minutos. Las muestras marcadas fueron centrifugadas a 

355 G durante 5 minutos a 4ºC, lavadas con solución salina y finalmente 

resuspendidas en 0.5 mL de PBS (Bio Mérieux, Marcyl’Etoile, France). 
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Un total de 20.000 linfocitos fueron adquiridos en un citómetro de flujo 

FACSCalibur utilizando el programa CELL QUEST (Becton Dickinson), y los datos 

fueron analizados mediante el programa PAINT-A-GATE (Becton Dickinson). El 

análisis se realizó sobre los linfocitos, definidos por tamaño y granularidad (>96% 

CD45 y <1% CD14). 

En el análisis de las subclases de linfocitos, el término de células T CD8 que 

expresan receptores NK fue utilizado para todas las células T CD3+CD8+bright que 

expresan los receptores CD56, CD57, CD94, CD161, CD158a/h o CD158b/j, y la 

población de células NK estudiada fue definida por el fenotipo CD3-CD56+. No hay 

datos sobre linfocitos T CD8 y células NK CD56 que expresan los receptores 

CD158a/h o CD158b/j en 2 controles de 39 y 3 pacientes de 41. 

Se evaluó la densidad de expresión de marcadores en membrana analizando 

los posibles cambios de la intensidad de fluorescencia, lo cual fue expresado como 

Intensidad Media de Fluorescencia (IMF),  emitida por los receptores CD158a/h/h o 

CD158b/j/j sobre linfocitos T CD8+CD28- y células NK CD56+,  

4.7. Anticuerpos monoclonales 

Los estudios de citometría se realizaron en presencia de los anticuerpos 

monoclonales (AcMo): anti-CD45 (clon 2D1, IgG1) y anti-CD8 (clon SK1, IgG1) 

conjugados con PercP; anti-CD14 (clon MθP9, IgG2b) y anti-CD3 (clon SK7, IgG1) 

conjugado con APC; anti-CD56 (clon NCAM 16.2, IgG2b) y anti-CD57 (clon HNK-

1, IgM) conjugado con FITC; y anti-HLA-DR (clon L243, IgG2a) conjugado con PE, 

todos ellos suministrados por Becton Dickinson (San Jose, CA); anti-CD28 (clon 

CD28.2, IgG1) conjugado con FITC; y anti-CD158a/h/h (clon EB6, IgG1), anti-

CD158b/j/j (clon GL183, IgG1), anti-CD28 (clon CD28.2, IgG1) y anti-CD94 (clon 

HP-3B1, IgG2a) conjugados con PE, fueron suministrados por Immunotech 

(Marseille, France); y anti-CD161 (clon DX12, IgG1) conjugado con PE procedente 

de PharMingen (San Diego, CA). Se utilizaron también anticuerpos de isotipo 

apropiados para descartar inespecificidades (Tabla 14) 
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4.7.1. Procedimiento de marcado celular: Inmunofluorescencia directa 

El método que se usó para el estudio fue la técnica de inmunofluorescencia 

directa. Para ello se dispensaron 100 µL de sangre total anticoagulada con EDTA en 

tubos de polipropileno de 12 x 75 mm. A cada tubo se añadieron 10 µL de cada uno 

de los AcMos conjugados con fluorocromo, según se recoge en la Tabla 15. Tras 

agitación se incubaron durante 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y, 

posteriormente se añadieron 3 ml de solución de lisis y fijación (BD FacsTM Lysing 

Solution, BD). Tras una nueva incubación en oscuridad durante 5 minutos a 

temperatura ambiente, se centrifugaron 5 minutos a 400xg (1500 rpm) y a 4ºC. El 

sobrenadante se decantó y el botón celular del fondo del tubo se resuspendió con 

solución de lavado (PBS, buffer fosfato salino, pH: 7.4, BD FacsFlowTM Sheat Fluid, 

BD), repitiendo esta operación dos veces. Por último, las células se resuspendieron 

en 500  µL de PBS. 

Tabla 14. Anticuerpos monoclonales para el estudio de citometría de flujo 
Molécula reconocida Células portadoras Clon Fluorocromo 

CD3 T clon SK7, IgG1 APC 

CD8 Tsub, NK SK1, IgG1 PerCP 

CD14 Mo, Mθ, Gr MθP9, IgG2b APC 

CD28 T 28.2, IgG1 FITC 

CD28 T, Timocitos, CP 28.2, IgG1 PE 

CD45 Panleucocitario 2D1, IgG1 PerCP 

CD56  NK,  Tsub, TN, LM, LGL NCAM 16.2, IgG2b FITC 

CD57 NK, T HNK-1, IgM FITC 

CD94 NK, T HP-3B1, IgG2a PE 

CD158a/h Células NK, Tsub EB6, IgG1  PE 

CD158b/j Células NK, Tsub GL183, IgG1  PE 

CD161 NK,  subT, Timocitos DX12, IgG1 PE 

HLA-DR B, Mo,  Mθ, cél* L243, IgG2a PE 

CD: Cluster de diferenciación;   cél*, células activadas; CP, células plasmáticas; Gr, Granulocitos;  
LM: Leucemia mieloide;  LGL, linfocitos grandes granulares; Mo, Monocitos; Mθ, Macrófagos; NK, 
células Natural Killer; T, linfocitosT; Tsub, subpoblación T; TN: Tejido neural. 
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En paralelo se procesó un tubo con los controles de isotipo de cada una de las 

inmunoglobulinas conjugadas para cada uno de los fluorocromos que componen el 

marcaje. 

 

Tabla 15.  Combinaciones de anticuerpos monoclonales utilizadas en el estudio 

de poblaciones celulares 

PerCP PE FITC APC Poblaciones analizadas 

CD45 - - CD14 Leucocitos, Linfocitos, monocitos 

CD8 CD3 CD28 HLA-DR 

T CD8+DR+ 

T CD8+CD28+DR+ 

T CD8+CD28-DR+ 

CD8 CD3 CD57 CD28 

T CD8+CD57+ 

T CD8+CD28+CD57+  

T CD8+CD28-CD57+ 

CD8 CD3 CD56 CD28 

T CD8+CD56+ 

T CD8+CD28+CD56+  

T CD8+CD28-CD56+ 

CD8 CD3 CD28 CD94 

T CD8+CD94+ 

T CD8+CD28+CD94+ 

T CD8+CD28-CD94+ 

CD8 CD3 CD28 CD161 

T CD8+CD161+ 

T CD8+CD28+CD161+ 

T CD8+CD28-CD161+ 

CD8 CD3 CD28 CD158a/h 
T CD8+CD28+CD158a/h+ 

T CD8+CD28-CD158a/h+ 

CD8 CD3 CD28 CD158b/j 
T CD8+CD28+CD158b/j+ 

T CD8+CD28-CD158b/j+ 

CD8 CD3 CD56 CD158a/h NK CD56+CD158a/h+ 

CD8 CD3 CD56 CD158b/j NK CD56-CD158b/j+ 

Control isotipos (IgG1/IgG2a/IgG1) Control de fluorescencia 

CD: Cluster de diferenciación;  NK, células Natural Killer; T, linfocitosT. 
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4.7.2. Estandarización del citómetro de flujo 

Se utilizó un citómetro de flujo FACSCalibur (BD), equipado con un láser de 

argón de 488 nm y un láser diodo rojo de 633 nm, capaz de analizar 6 parámetros 

simultáneamente para cada una de las células adquiridas. Los componentes 

fotoeléctricos del citómetro se ajustaron utilizando el software CellQuestTM y los 

calibradores adecuados (CALIBRITES, microesferas marcadas con FITC, PE, 

PerCP, APC y sin marcar, BD). La IMF de las microesferas marcadas con los 

distintos fluorocromos se calculó diariamente y con cada muestra de estudio se 

adquirió una suspensión de calibradores en PBS, con el fin de controlar la estabilidad 

fotoeléctrica del citómetro 

4.7.3. Adquisición y análisis de muestras 

Los parámetros FSC y SSC, que determinan el tamaño y la granularidad 

celular respectivamente, vienen expresados en escala lineal. Las distintas 

fluorescencias FL1 (FITC), FL2 (PE), FL3 (PerCp) y FL4 (APC) se expresan en 

escala logarítmica. La adquisición de las muestras se realizó utilizando el software 

CellQuestTM. El análisis se realizó con el software PAINT-A-GATETM, ambos de 

Becton Dickinson. 

4.7.3.1. Sistemática de adquisición de las muestras 

Una vez concluido el proceso de marcado con AcMo, las muestras se 

diluyeron en PBS hasta conseguir una velocidad de adquisición de entre 200-600 

células por segundo. Del primer tubo de marcaje se adquirieron hasta un total de 

50.000 células mononucleares de sangre periférica (CMSP), que se utilizaron para 

crear una ventana o “gate” de adquisición de células con morfología 

linfomonocitaria. Esta ventana se creó a partir de los parámetros FSC/SSC. Una vez 

seleccionada esta población, se procedió a la adquisición en el resto de tubos, hasta 

conseguir 60.000 células dentro del “gate” de adquisición. 
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4.7.3.2. Cálculo de los porcentajes y valores absolutos celulares y de la 

Intensidad Media de Fluorescencia. 

Para calcular el porcentaje e IMF de una molécula dentro de una 

subpoblación de linfocitos determinada, se realizó una primera ventana de análisis 

(R1) que englobaba las células que por su distribución para los parámetros FSC/SSC 

tenían aspecto linfocitario de acuerdo con los parámetros de tamaño y granularidad 

(Figura 32). Dentro de ellas se distinguieron dos regiones claramente diferenciadas: 

células positivas para CD3 y CD8 (R2), y células negativas para CD3 y positivas 

para CD8 (R3), tal como se visualiza en la Figura 32. Dentro de las células 

CD3+CD8+ se diferenciaban a su vez dos poblaciones (Figura 32), una de células 

positivas para la molécula CD28 (R4) y otra de células que no expresaban CD28 

(R5). Dentro de las células CD3+CD8+, las células CD28- (R5) se expresaban los 

receptores KIR (Figura 32) y fue dentro de esta población donde se calculó la IMF de 

CD158a/h y CD158b/j.  

Para calcular la intensidad de expresión de una molécula determinada sobre 

una subpoblación celular particular se utilizó el parámetro Intensidad Media de 

Fluorescencia (IMF), proporcionado por el programa de análisis PAINT-A-GATETM. 

La IMF ofrece una estimación de la intensidad de expresión de una molécula sobre la 

población celular considerada, que es proporcional al número de moléculas 

detectadas sobre la superficie celular. Para el cálculo de la IMF de las moléculas 

CD158 se consideró la media del pico que producía el marcador M1 tal como se 

visualiza en el histograma de la Figura 32. 

A partir de los porcentajes obtenidos en el análisis citométrico los valores se 

calcularon en valores absolutos. Los valores absolutos obtenidos para cada población 

celular, tanto en pacientes de melanoma como en controles, se representan en las 

Tablas correspondientes (ver capítulo de Resultados) en forma de valores medios 

absolutos de cada población. 

4.7.3.3. Análisis de los datos obtenidos mediante citometria de flujo 

El número total de leucocitos (células x10-3/ml) se obtuvo mediante un 

contador automático Coulter AC• T diffTM (Coulter Corporation, Miami, Florida) y 
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sirvió para calcular los valores absolutos de cada una de las subpoblaciones celulares 

estudiadas. 

El porcentaje de células que expresaban las moléculas de interés, así como la 

expresión de dichas moléculas en la superficie celular se obtuvieron tras fijar los 

límites de fluorescencia con los controles de isotipo correspondientes. 

De este modo y usando los porcentajes estimados por citometría de flujo para 

cada población y teniendo en cuenta el número total de leucocitos, se pudo calcular 

el número absoluto de células /µl para cada tipo celular. 

Las fórmulas utilizadas para el cálculo de los valores absolutos de 

poblaciones linfocitarias y sus subtipos fueron respectivamente: 

 
 

Número absoluto de linfocitos= 
 
 

Nº absoluto de leucocitos x % linfocitos 
 

100 

 
 

Número absoluto en población  a estudio = 
 
 

Nº absoluto de linfocitos x % población a estudio
 

100 

5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos demográficos y los resultados del análisis de HLA y de citometría 

fueron recogidos en una base de datos Microsoft Access 2.0 (Microsoft Corporation, 

Seattle, WA). Los datos se analizaron utilizando el programa estadístico SPSS 12.0 

(SPSS Inc., Chicago IL).  

Las frecuencias de los antígenos y alelos HLA fueron estimadas por contaje 

directo y representan el porcentaje de individuos positivos para un cierto antígeno o 

alelo. Las frecuencias antigénicas y alélicas fueron comparadas utilizando el test 

exacto de Fisher. La fuerza de las asociaciones fue estimada por la odds ratio (OD).  

Para detectar diferencias respecto a la edad y sexo, se realizó un test t-student 

desapareado de dos colas y un test χ2, respectivamente.  
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Los datos referentes al valor absoluto de linfocitos T y células NK en sangre 

periférica fueron transformados logarítmicamente. Las diferencias entre el número de 

linfocitos T, células NK, y la IMF de los receptores KIR estudiados fueron 

comparadas entre los diferentes grupos de individuos utilizando un análisis ANOVA 

de una vía complementado con el test post hoc de Bonferroni, y el test no 

paramétrico de Kruskal-Wallis. Adicionalmente, cuando fue necesario también se 

utilizó un test t-student apareado o desapareado de dos colas.    

Los datos de citometría de flujo fueron expresados como media  ±  SEM, y 

los valores de “p” menores de 0.05 fueron considerados significativos. El valor de 

“p” corregido (Pc) se obtuvo multiplicando el valor de “p” por el número de 

antígenos o alelos testados para cada locus de acuerdo con la corrección de 

Bonferroni (Svejgaard and Ryder 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Representación de las ventanas utilizadas para el análisis por citometría de flujo. En 
la figura se representan los gráficos, con las regiones necesarias para realizar el análisis porcentual de 
las distintas poblaciones y el histograma utilizado para realizar el análisis de IMF de las moléculas 
CD158. 
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Resultados 

1. SERIES ESTUDIADAS Y SUS CARACTERÍSTICAS 
DEMOGRÁFICAS, CLÍNICAS E HISTOLÓGICAS 

El estudio que aquí se presenta se realizó sobre 530 individuos, 174 de ellos 

eran pacientes con melanoma de diferentes tipos histológicos (Tabla 1x) y 356 

individuos sanos compatibles en edad y sexo y del mismo origen étnico. La serie 

total de pacientes constaba de 121 individuos diagnosticados de MES, 20 de MN, 13 

de MLM, 9 de MLA, 10 de MIS y 1 MD. En el momento del estudio se dispuso de 

datos sobre la presencia o ausencia de metástasis en el ganglio centinela en 105 de 

los 174 pacientes y, de ellos, en 92 pacientes el ganglio centinela fue negativo. Por 

otra parte, los pacientes también fueron agrupados atendiendo a la última 

clasificación de la AJCC: así, de los 174 pacientes 94 presentaban un tumor ≤1.0 mm 

de grosor y 80 un tumor >1 mm; 31 pacientes presentaban ulceración en la lesión 

primaria y 136 no presentaban ulceración. No se dispuso de datos sobre ulceración 

en 7 de los 174 pacientes (Tabla 16). 

Por otro lado, se analizó el locus HLA de clase I no clásico, HLA-E, sobre 

100 pacientes diagnosticados de melanoma cutáneo y 100 individuos sanos. Este 

Tabla 16. Tipos y características clínicas de los melanomas estudiados 

 Características clínicas del melanoma 

 Grosor (mm) Ulceración Metástasis en GC 

Tipo histológico 
del melanoma 

≤1 
N = 94 
(54%) 
n (%) 

> 1 
N = 80 
(46%) 
n (%) 

No 
N = 136 
(81.4%) 

n (%) 

Sí 
N = 31 

(18.6%) 
n (%) 

No 
N = 92 
(87.6) 
n (%) 

Sí 
N = 13 
(12.4) 
n (%) 

MIS 10 (100) 0 (0) 10 (100) 0 (0) - - 

MES 73 (60.3) 48 (39.7) 102 (87.2) 15 (12.8) 74 (87.1) 11 (12.9) 

MN 0 (0) 20 (100) 8 (47.1) 9 (52.9) 8 (80.0) 2 (20.0) 

MLM 8 (61.5) 5 (38.5) 11 (84.6) 2 (15.4) 5 (100) 0 (0) 

MLA 3 (33.3) 6 (66.7) 4 (44.4) 5 (55.6) 5 (100) 0 (0) 

MD 0 (0) 1 (100) 1 (100) 0 (0) - - 
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grupo de pacientes constaba de 62 sujetos diagnosticados de MES, 15 de MN, 10 de 

MLM, 7 de MLA y 6 de MIS. También se dispuso de datos sobre la presencia o 

ausencia de metástasis en el ganglio centinela en el momento del diagnóstico en 42 

de los 100 pacientes y, de ellos, 38 pacientes tuvieron ganglio centinela negativo. De 

acuerdo con la clasificación AJCC, de estos 100 pacientes, 51presentaban un 

tumorcon un grosor ≤1.0 mm y 49 >1 mm; respecto a la presencia de ulceración en la 

lesión primaria de estos 100 pacientes, en 24 se observó ulceración, en 71 no se 

observó y no se dispuso de datos sobre ulceración en 5 pacientes. 

Por otra parte, también se estudió la influencia del locus HLA-C en el 

repertorio de linfocitos T CD8+ y células NK CD56+ en sangre periférica de 

pacientes con melanoma cutáneo y de un grupo control. Este estudio se realizó 

sobre41 pacientes con melanoma y 39 individuos sanos. La serie de pacientes se 

componía de 19 hombres y 22 mujeres de una edad media de 48 años (rango 24-65 

años) y la de los controles consistió en 20 hombres y 19 mujeres, con una edad media 

de 44 años (rango 22-65 años). De los pacientes, 35 individuos 

estabandiagnosticados de MES, 4 de MLM y 2 de MLA y de todos ellos se dispuso 

de datos sobre el ganglio centinela en el momento del diagnóstico; de estos, 6 

pacientes tuvieron ganglio centinela positivo. Como en los casos anteriores, se 

clasificó a los 41 pacientes según el grosor y la ulceración del tumor; así, en27 se 

observó un tumor ≤1.0 mm de grosor, en 14 el tumor tenía >1 mm y, respecto a la 

ulceración, 4 pacientes presentaban ulceración en la lesión primaria, 36 pacientes no 

presentaron ulceración y en uno de ellos no fue posible obtener datos sobre la 

presencia de ulceración. 

2. FRECUENCIA DE ANTÍGENOS HLA-A Y HLA-B EN 
PACIENTES CON MELANOMA 

Los resultados del estudio de frecuencia de los antígenos de 

histocompatibilidad HLA-A y HLA-B realizados en 401 sujetos del mismo origen 

étnico, 174 de ellos eran pacientes con melanoma y 227 individuos voluntarios sanos 

que se utilizaron como grupo control se muestran en las Tablas 1r y 2r, 

respectivamente. 
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Como se observa en la Tabla 17, la distribución de los diferentes antígenos 

HLA-A no difería significativamente entre el total de pacientes diagnosticados de 

melanoma y el grupo control. Sin embargo, cuando la distribución de los antígenos 

HLA-A fue examinada considerando los dos subtipos histológicos de melanoma más 

frecuentes (MES y MN), los resultados mostraron una disminución del antígeno 

HLA-A1 en pacientes MES comparado con el grupo control (11% vs. 20%, 

P = 0.034, Pc > 0.05, OR = 0.49). 

Por otra parte, el análisis de los antígenos HLA-B (Tabla 18) reveló una 

disminución en la frecuencia del antígeno HLA-B62 en el total de pacientes 

comparado con el grupo control (1% vs. 5%, P = 0.015, Pc > 0.05, OR = 0.11). Esta 

disminución del antígeno HLA-B62 también fue observada en el grupo de pacientes 

MES respecto a los controles (0% vs. 5%; P = 0.01, Pc > 0.05). 
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Tabla 17. Frecuencia de antígenos HLA-A en controles sanos y en pacientes con 
melanoma y los subtipos histológicos más frecuentes 

 
Grupo 
control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 

Antígenos HLA-A 
N = 227 
n (%) 

Total 
N = 174 
n (%) 

MES 
N = 121 
n (%) 

MN 
N = 20 
n (%) 

A1 45 (20) 28 (16) 13 (11)a 5 (25) 
A2 113 (50) 75 (43) 51 (42) 8 (40) 
A3 44 (19) 34 (20) 23 (19) 4 (20) 
A11 29 (13) 22 (13) 16 (13) 4 (20) 
A23 13 (6) 9 (5) 8 (7) 0 (0) 
A24 40 (18) 41 (24) 31 (26) 4 (20) 
A25 6 (3) 5 (3) 4 (3) 0 (0) 
A26 17 (8) 13 (8) 9 (7) 2 (10) 
A28 20 (9) 18 (10) 16 (13) 0 (0) 
A29 32 (14) 29 (17) 20 (17) 3 (15) 
A30 27 (12) 30 (17) 23 (19) 3 (15) 
A31 12 (5) 5 (3) 5 (4) 0 (0) 
A32 16 (7) 10 (6) 7 (6) 2 (10) 
A33 8 (4) 7 (4) 4 (3) 1 (5) 
A34 0 (0) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 
A66 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
A blanco 31 (14) 21 (12) 12 (10) 4 (20) 
Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular. El valor de Pse 
determinó mediante el test exacto de Fisher. a, Pacientes MES vs. controles, P = 0.034, Pc > 0.05, 
OR = 0.49, IC95% = 0.25-0.94 
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Tabla 18. Frecuencia de antígenos HLA-B en controles sanos y en pacientes con 
melanoma y los subtipos histológicos más frecuentes 

 
Grupo 
control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 

Antígenos HLA-B N = 227 
n (%) 

Total 
N = 174 
n (%) 

MES 
N = 121 
n (%) 

MN 
N = 20 
n (%) 

B7 39 (17) 27 (16) 23 (19) 2 (10) 
B8 26 (11) 17 (10) 11 (9) 2 (10) 
B13 10 (4) 5 (3) 2 (2) 1 (5) 
B14 19 (8) 21 (12) 13 (11) 2 (10) 
B18 34 (15) 37 (21) 27 (22) 3 (15) 
B27 8 (4) 8 (5) 6 (5) 0 (0) 
B35 43 (19) 31 (18) 18 (15) 7 (35) 
B37 3 (1) 2 (1) 1 (1) 0 (0) 
B38 15 (7) 13 (8) 9 (7) 3 (15) 
B39 10 (4) 5 (3) 3 (3) 1 (5) 
B41 9 (4) 6 (3) 4 (3) 1 (5) 
B42 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B44 52 (23) 52 (30) 37 (31) 3 (15) 
B45 4 (2) 7 (4) 5 (4) 0 (0) 
B47 0 (0) 2 (1) 2 (2) 0 (0) 
B49 20 (9) 13 (8) 11 (9) 1 (5) 
B50 16 (7) 10 (6) 7 (6) 1 (5) 
B51 47 (21) 32 (18) 24 (20) 2 (10) 
B52 11 (5) 7 (4) 5 (4) 2 (10) 
B53 6 (3) 2 (1) 0 (0) 1 (5) 
B55 4 (2) 5 (3) 3 (3) 2 (10) 
B56 4 (2) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 
B57 8 (4) 8 (5) 3 (3) 2 (10) 
B58 6 (3) 1 (1) 0 (0) 1 (5) 
B60 15 (7) 11 (6) 9 (7) 2 (10) 
B61 5 (2) 7 (4) 6 (5) 0 (0) 
B62 11 (5) 1 (1)a 0 (0)b 1 (5) 
B63 2 (1) 2 (1) 1 (1) 0 (0) 
B70 3 (1) 1 (1) 1 (1) 0 (0) 
B71 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B72 0 (0) 3 (2) 2 (2) 0 (0) 
B75 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B blanco 21 (9) 11 (6) 9 (7) 0 (0) 

Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular. El valor de P se 
determinó mediante el test exacto de Fisher. a, Pacientes totales vs. controles, P = 0.015, Pc > 0.05, 
OR = 0.11, IC95 % = 0.015-0.89; b, MES vs. controles, P = 0.01, Pc > 0.05 
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Sin embargo, las significaciones anteriormente observadas en el estudio de 

los loci HLA-A y HLA-B respecto a la susceptibilidad a la enfermedad no se 

mantuvieron tras aplicar la corrección de Bonferroni. No obstante, no por ello se 

debe descartar su posible papel en el melanoma ya que esta corrección es muy 

conservadora y probablemente con mayornúmero de pacientes estas diferencias sí 

serían significativas (Martinez-Clambor, 2012). 

El análisis de la influencia de los antígenos HLA-A y HLA-B sobre la 

susceptibilidad frente a melanoma fue ampliado considerando los epítopos 

serológicos HLA-Bw4 y HLA-Bw6 (Tabla 19) ya que HLA-Bw4 es el ligando de 

KIR3DL1. Sin embargo, este análisis no reveló diferencias significativas entre el 

grupo de pacientes y el grupo control. También fue examinada la frecuencia del 

polimorfismo de los epítopos HLA-Bw4 y HLA-Bw6 considerando los dos subtipos 

histológicos de melanoma más frecuentes (MES y MN) pero tampoco las diferencias 

fueron significativas cuando se compararon estos dos grupos entre sí o con el grupo 

control. 

Tabla 19. Frecuencia de epítopos HLA-Bw4 y HLA-Bw6 en controles sanos y en 
pacientes con melanoma y los subtipos histológicos más frecuentes 

 
Grupo  
control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 

Epítopo HLA-Bw N = 227 
n (%) 

Total 
N = 174 
n (%) 

MES 
N = 121 
n (%) 

MN 
N = 20 
n (%) 

Bw4 179 (79) 137 (79) 97 (80) 16 (80) 

Bw6 182 (80) 146 (84) 102 (84) 18 (90) 

Genotipo Bw 
    

Bw4/Bw4 45 (20) 28 (16) 19 (16) 2 (10) 

Bw6/Bw6 48 (21) 37 (21) 24 (20) 4 (20) 

Bw4/Bw6 134 (59) 109 (63) 78 (64) 14 (70) 

Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular. 
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En un análisis posterior, se clasificaron los pacientes y los controles en tres 

grupos atendiendo a los alotiposHLA-Bw4 de acuerdo al dimorfismo en posición 80, 

HLA-Bw4 (Thr80) y HLA-Bw4 (Ile80), según se describe en material y métodos. 

Como se puede observar en la Tabla 20, la distribución de los diferentes 

alotiposHLA-Bw4 no difieren significativamente entre pacientes y controles. La 

distribución de los alotipos y genotipos HLA-Bw4 (Thr80) y HLA-Bw4 (Ile80) 

también fue examinada considerando los dos subtipos histológicos de melanoma más 

frecuentes (MES y MN), pero los resultados tampoco mostraron diferencias 

significativas cuando se compararon estos dos grupos de pacientes entre sí, o cuando 

ambos grupos de pacientes se compararon con el grupo control. 

Tabla 20. Frecuencia de alotipos HLA-Bw4 según el dimorfismo en posición 80 
(Thre/Ile) en controles sanos y en pacientes con melanoma y los subtipos 
histológicos más frecuentes 

 
Grupo 
control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 

Alotipos 
HLA-Bw4 N = 179 

n (%) 

Total 
N = 137 
n (%) 

MES 
N = 97 
n (%) 

MN 
N = 16 
n (%) 

Bw4Thr80 70 (31) 67 (39) 46 (47) 4 (25) 
Bw4Ile80 147 (65) 110 (63) 77 (79) 15 (94) 

Genotipo Bw4 
    

Bw4Thr80/Thr80 32 (18) 27 (18) 20 (21) 1 (6) 
Bw4Ile80/Ile80 109 (61) 70 (51) 51 (53) 12 (75) 
Bw4Thr80/Ile80 38 (21) 40 (29) 26 (27) 3 (19) 

Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular. 

  137 



 
Resultados 

3. ESTUDIO DE HLA-A Y HLA-B EN RELACIÓN AL 
PRONÓSTICO DEL MELANOMA 

Con objeto de evaluar la influencia del polimorfismo HLA-A y HLA-B en el 

pronóstico del melanoma, se realizó un estudio en el que se consideró, siguiendo los 

criterios de la AJCC, el grosor del tumor primario, la presencia o no de ulceración de 

la lesión primaria y la presencia o ausencia de metástasis en el ganglio centinela todo 

ello relacionado con HLA-A y HLA-B. 

En la Tabla 21 se muestran las frecuencias de antígenos de 

histocompatibilidad HLA-A en los pacientes con melanoma con distintas 

características clínicas y en el grupo control. Los resultados revelaron la existencia 

de una disminución significativa en la frecuencia del antígeno HLA-A28 en el grupo 

de pacientes con un tumor >1 mm de grosor respecto a aquellos con un grosor ≤1 

mm (5% vs. 15%, P = 0.044, Pc > 0.05, OR = 0.30). Además, también se observó 

una disminución en la frecuencia del antígeno HLA-A3 en los pacientes con 

ulceración en la lesión primaria respecto al grupo de pacientes sin ulceración (7% vs. 

22%, P = 0.047, Pc > 0.05, OR = 0.24). Por el contrario, se detectó un aumento del 

antígeno HLA-A24 en pacientes con metástasis respecto al grupo de pacientes sin 

metástasis (46% vs. 26%); además, cuando los pacientes con metástasis fueron 

comparados con el grupo control la diferencia en la frecuencia de HLA-A24 alcanzó 

significación estadística (46% vs. 18%, P = 0.021, Pc > 0.05, OR = 4.01). 
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En la Tabla 22 se recogen las frecuencias de los antígenos de 

histocompatibilidad HLA-B en el grupo depacientes con melanoma según los 

mismos criterios clínicos y en el grupo control.En este caso se observó un aumento 

significativo en la frecuencia del antígeno HLA-B27 en el grupo de pacientes con 

melanoma cuyo tumor tenía >1 mm de grosor respecto a aquellos pacientes donde el 

tumor tenía≤1 mm de grosor (9% vs. 1%, P = 0.025, Pc > 0.05, OR = 8.92). Por otra 

Tabla 21. Frecuencia de antígenos HLA-A en controles sanos y pacientes con 
melanoma según las características clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 
Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en GC 

Antígenos 
HLA-A 

N = 227 
n (%) 

≤1 
N = 94 
n (%) 

> 1 
N = 80 
n (%) 

No 
N = 136 
n (%) 

Sí 
N = 31 
n (%) 

No 
N = 92 
n (%) 

Sí 
N = 13 
n (%) 

A1 45 (20) 12 (13) 16 (20) 19 (14) 9 (29) 17 (19) 1 (8) 
A2 113 (50) 40 (43) 35 (44) 60 (44) 13 (42) 43 (47) 3 (23) 
A3 44 (19) 19 (20) 15 (19) 30 (22) 2 (7)b 21 (23) 2 (15) 
A11 29 (13) 10 (11) 12 (15) 14 (10) 7 (23) 9 (10) 2 (15) 
A23 13 (6) 5 (5) 4 (5) 7 (5) 1 (3) 5 (5) 0 (0) 

A24 40 (18) 23 (25) 18 (23) 31 (23) 8 (26) 24 (26) 6 (46)c 

A25 6 (3) 4 (4) 1 (1) 5 (4) 0 (0) 3 (3) 0 (0) 
A26 17 (8) 6 (6) 7 (9) 10 (7) 2 (7) 3 (3) 2 (15) 
A28 20 (9) 14 (15) 4 (5)a 17 (13) 1 (3) 8 (9) 2 (15) 
A29 32 (14) 16 (17) 13 (16) 22 (16) 5 (16) 15 (16) 2 (15) 
A30 27 (12) 16 (17) 14 (18) 24 (18) 5 (16) 17 (19) 2 (15) 
A31 12 (5) 4 (4) 1 (1) 4 (3) 0 (0) 3 (3) 0 (0) 

A32 16 (7) 7 (7) 3 (4) 7 (5) 2 (7) 4 (4) 1 (8) 
A33 8 (4) 5 (5) 2 (3) 6 (4) 1 (3) 3 (3) 0 (0) 
A34 0 (0) 0 (0) 1 (1) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
A66 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
A blanco 31 (14) 7 (7) 14 (18) 15 (11) 6 (19) 9 (10) 3 (23) 
Abreviaturas: GC, ganglio centinela. El valor de P se determinó mediante el test exacto de Fisher. 
a, Grosor >1 mm vs. grosor, ≤1 mm, P = 0.044, Pc > 0.05, OR = 0.30, IC95 % = 0.09-0.95; b, 
Ulceración vs. no ulceración, P = 0.047, Pc > 0.05, OR = 0.24, IC95 % = 0.06-1.08; c, Metástasis vs. 
controles, P = 0.021, Pc > 0.05, OR = 4.01, IC95 % = 1.28-12.56. 
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parte, se observó una ausencia del antígeno HLA-B62 en pacientes con un tumor ≤1 

mm de grosor respecto al grupo control (P = 0.038, Pc > 0.05), así como una 

disminución en la frecuencia de dicho antígeno en los pacientes que no presentaban 

ulceración respecto al grupo control (1% vs. 5%, P = 0.036, Pc > 0.05, OR = 0.15). 

Además, la frecuencia del antígeno HLA-B72 aparecía aumentada en los pacientes 

con un tumor >1 mm de grosor respecto a los controles (4% vs. 0%, P = 0.017, 

Pc > 0.05). Del mismo modo, se observó un incremento en la frecuencia del antígeno 

HLA-B53 en los pacientes con ulceración en la lesión primaria respecto a aquellos 

que no presentan ulceración al diagnóstico (P = 0.034, Pc > 0.05). 

Por otra parte, se detectó un incremento en la frecuencia del antígeno 

HLA-B35 en pacientes con metástasis. Así, el antígeno HLA-B35 fue encontrado en 

un 39% de pacientes con metástasis, mientras que este antígeno sólo se presentó en 

un 13% de los pacientes sin metástasis (P = 0.025, Pc > 0.05, OR = 4.76). Así 

mismo, también se observó que la frecuencia de los antígenosHLA-B55 y HLA-B61 

estaba aumentada en la población de pacientes con metástasis comparada con la del 

grupo control (15% vs. 2%, P = 0.036, Pc > 0.05, OR = 10.14 y 15% vs. 2%, 

P = 0.049, Pc > 0.05, OR = 8.07, respectivamente).  
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Tabla 22. Distribución de antígenos HLA-B en controles sanos y pacientes con 
melanoma según las características clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 
Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en GC 

Antígenos 
HLA-B 

N = 227 
n (%) 

≤1 
N = 94 
n (%) 

 > 1 
N = 80 
n (%) 

No 
N = 136 
n (%) 

Sí 
N = 31 
n (%) 

No 
N = 92 
n (%) 

Sí 
N = 13 
n (%) 

B7 39 (17) 16 (17) 1 (14) 22 (16) 5 (16) 19 (21) 0 (0) 
B8 26 (11) 8 (9) 9 (11) 12 (9) 4 (13) 11 (12) 1 (8) 
B13 10 (4) 3 (3) 2 (3) 4 (3) 0 (0) 3 (3) 0 (0) 
B14 19 (8) 14 (15) 7 (9) 19 (14) 1 (3) 13 (14) 0 (0) 
B18 34 (15) 21 (22) 16 (20) 31 (23) 5 (16) 18 (20) 3 (23) 
B27 8 (4) 1 (1) 7 (9)a 5 (4) 3 (10) 4 (4) 1 (8) 
B35 43 (19) 17 (18) 14 (18) 24 (18) 7 (23) 12 (13) 5 (39)f 
B37 3 (1) 1 (1) 1 (1) 2 (2) 0 (0) 2 (2) 0 (0) 
B38 15 (7) 5 (5) 8 (10) 10 (7) 2 (7) 9 (10) 1 (8) 
B39 10 (4) 3 (3) 2 (3) 3 (2) 2 (7) 5 (5) 0 (0) 
B41 9 (4) 5 (5) 1 (1) 6 (4) 0 (0) 4 (4) 0 (0) 
B42 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B44 52 (23) 29 (31) 23 (29) 42 (31) 7 (23) 22 (24) 3 (23) 
B45 4 (2) 4 (4) 3 (4) 5 (4) 2 (7) 4 (4) 1 (8) 
B47 0 (0) 1 (1) 1 (1) 2 (2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B49 20 (9) 6 (6) 7 (9) 8 (6) 4 (13) 8 (9) 0 (0) 
B50 16 (7) 7 (7) 3 (4) 8 (6) 1 (3) 3 (3) 0 (0) 
B51 47 (21) 18 (19) 14 (18) 24 (18) 5 (16) 14 (15) 3 (23) 
B52 11 (5) 4 (4) 3 (4) 6 (4) 1 (3) 4 (4) 0 (0) 
B53 6 (3) 0 (0) 2 (3) 0 (0) 2 (7)d 0 (0) 0 (0) 
B55 4 (2) 2 (2) 3 (4) 4 (3) 1 (3) 3 (3) 2 (15)g 
B56 4 (2) 1 (1) 0 (0) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B57 8 (4) 3 (3) 5 (6) 6 (4) 2 (7) 7 (8) 0 (0) 
B58 6 (3) 0 (0) 1 (1) 0 (0) 1 (3) 0 (0) 0 (0) 
B60 15 (7) 6 (6) 5 (6) 7 (5) 3 (10) 7 (8) 0 (0) 
B61 5 (2) 4 (4) 3 (4) 7 (5) 0 (0) 4 (4) 2 (15)h 
B62 11 (5) 0 (0)b 1 (1) 1 (1)e 0 (0) 1 (1) 0 (0) 
B63 2 (1) 1 (1) 1 (1) 1 (1) 1 (3) 1 (1) 1 (8) 
B70 3 (1) 0 (0) 1 (1) 0 (0) 1 (3) 1 (1) 0 (0) 
B71 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B72 0 (0) 0 (0) 3 (4)c 2 (2) 1 (3) 1 (1) 0 (0) 
B75 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
B blanco 21 (9) 8 (9) 3 (4) 10 (7) 1 (3) 4 (4) 3 (23) 
Abreviaturas: GC, ganglio centinela. El valor de P se determinó mediante el test exacto de Fisher. 
a, Grosor >1 mm vs. grosor≤1 mm P = 0.025, Pc > 0.05, OR = 8.92, IC95 % = 1.07-74.12; b, Grosor 
≤1 mm vs. controles, P = 0.038, Pc > 0.05; c, grosor >1mm vs. controles, P = 0.017, Pc > 0.05; d, 
Ulceración vs. no ulceración, P = 0.034, Pc > 0.05; e, No ulceración vs. controles, P = 0.036, 
Pc > 0.05, OR = 0.15, IC95 % = 0.02-1.14; f, Metástasis vs. no metástasis, P = 0.025, Pc > 0.05, 
OR = 4.76, IC95 % = 1.17-14.16; g, Metástasis vs. controles, P = 0.036, Pc > 0.05, OR = 10.14, IC95 
% = 1.67-61.5; h, Metastasis vs. controles, P = 0.049, Pc > 0.05, OR = 8.07, IC95 % = 1.41-46.4. 
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El análisis de la relación de antígenos HLA-A y HLA-B con el pronóstico de 

la enfermedad fue ampliado considerando los epítopos serológicos HLA-Bw4 y 

HLA-Bw6. En la Tabla 23 se muestran las frecuencias de ambos epítopos HLA-Bw4 

y HLA-Bw6 en pacientes con melanoma agrupados de acuerdo al grosor del tumor 

primario, la presencia o no de ulceración en la lesión primaria y la presencia o 

ausencia de metástasis en ganglio centinela. Como se puede observar, la distribución 

de los epítopos HLA-Bw4 y HLA-Bw6 no difería significativamente entre pacientes 

y controles, tampoco se observaron diferencias significativas cuando se compararon 

los diferentes grupos entre sí, o cuando los pacientes fueron comparados con el grupo 

control. 

Posteriormente, se examinó la distribución de los alotipos y genotipos 

HLA-Bw4 (Thr80) y HLA-Bw4 (Ile80) en función de las características clínicas de 

los pacientes al diagnóstico, pero tampoco se observaron diferencias significativas 

cuando se compararon los grupos de pacientes entre sí, o cuando éstos fueron 

comparados con el grupo control (Tabla 24). 

Tabla 23. Frecuencia de epítopos HLA-Bw4 y HLA-Bw6 en controles sanos y 
pacientes con melanoma según las características clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 
Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en 
GC 

EpítopoHLA-Bw 
N = 227 
n (%) 

≤1 
N = 94 
n (%) 

> 1 
N = 80 
n (%) 

No 
N = 136 
n (%) 

Sí 
N = 31 
n (%) 

No 
N = 92 
n (%) 

Sí 
N = 13 
n (%) 

Bw4 179 (79) 72 (77) 65 (81) 106 (78) 25 (81) 71 (77) 10 (77) 
Bw6 182 (80) 80 (85) 66 (83) 116 (85) 26 (84) 80 (87) 11 (85) 

Genotipo Bw        
Bw4/Bw4 45 (20) 14 (15) 14 (17) 20 (15) 5 (16) 12 (13) 2 (15) 
Bw6/Bw6 48 (21) 22 (23) 15 (19) 30 (22) 6 (19) 21 (23) 3 (23) 
Bw4/Bw6 134 (59) 58 (62) 51 (64) 86 (63) 20 (65) 59 (64) 8 (62) 
Abreviaturas: GC, ganglio centinela. 
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4. PAPEL DE LOS ALELOS HLA-C EN LA 
SUSCEPTIBILIDAD AL MELANOMA 

Para este estudio el número de controles se incrementó hasta 356 con objeto 

de confirmar los resultados del primer análisis. 

Respecto al análisis influencia del locus HLA-C en la susceptibilidad de la 

enfermedad (Tabla 25), se pudo observar una disminución en la frecuencia del alelo 

HLA-C*07 cuando el total de pacientes se comparó con el grupo control (33% vs. 

45%, P = 0.007, Pc > 0.05, OR = 0.59). Esta disminución del alelo HLA-C*07 se 

observó también en el grupo de pacientes con MES comparado con el grupo control 

(32% vs. 45%, P = 0.014, Pc > 0.05, OR = 0.58). Por el contrario, la frecuencia del 

alelo HLA-C*17 estaba aumentada en el grupo total de pacientes respecto al grupo 

control (8% vs. 3%, P = 0.012, Pc > 0.05, OR = 3.03). Este aumento se observó 

tanto en el grupo de pacientes con MES como con MN, pero sólo se alcanzaron 

diferencias significativas cuando el grupo de pacientescon MES fue comparado con 

el grupo control (9% vs. 3%, P = 0.008, Pc > 0.05, OR = 3.46), probablemente 

Tabla 24. Frecuencia de alotipos HLA-Bw4 según el dimorfismo en posición 80 
(Thre/Ile) en controles sanos y pacientes con melanoma según las características 
clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 

Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en 
GC 

Alotipos 
HLA-Bw4 

N = 179 
n (%) 

≤1 
N = 72 
n (%) 

 > 1 
N = 65 
n (%) 

No 
N = 106 
n (%) 

Sí 
N = 25 
n (%) 

No 
N = 71 
n (%) 

Sí 
N = 10 
n (%) 

Bw4Thr80 70 (31) 35 (49) 32 (49) 53 (50) 10 (40) 30 (42) 4 (40) 
Bw4Ile80 147 (65) 60 (83) 50 (77) 81 (76) 23 (92) 58 (82) 8 (80) 

Genotipo Bw4        

Bw4Thr80/Thr80 32 (18) 12 (17) 15 (23) 25 (24) 2 (8) 13 (18) 2 (20) 
Bw4Ile80/Ile80 109 (61) 37 (51) 33 (51) 53 (50) 15 (60) 41 (58) 6 (60) 
Bw4Thr80/Ile80 38 (21) 23 (32) 17 (26) 28 (26) 8 (32) 17 (24) 2 (20) 
Abreviaturas: GC, ganglio centinela. 
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debido al menor número de pacientes MN de este estudio. Sin embargo, tras aplicar 

la corrección de Bonferroni, las significaciones se perdieron aunque ya hemos 

reseñado anteriormente que esta corrección es excesivamente conservadora. 

Posteriormente, se valoró la influencia que podría derivarse del dimorfismo 

en posición 80 de la hélice-α1 de los alelos HLA-C en la susceptibilidad al 

melanoma (Tabla 26). Esto es, en función del aminoácido localizado en la posición 

80 de la cadena α1 del HLA-C se clasificaron como grupo C1 a aquellos alelos que  

portaban asparagina (Asn) en esa posición, incluyendo los alelos HLA-C*01, 

HLA-C*03, HLA-C*07, HLA-C*08, HLA-C*12, HLA-C*14 y HLA-C*1601 y 

Tabla 25. Frecuencia de los alelos HLA-C en controles sanos y en pacientes con 
melanoma y los subtipos histológicos más frecuentes 

 
Grupo 
control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 

Alelos HLA-C N = 356 
n (%) 

Total 
N = 174 
n (%) 

MES 
N = 121 
n (%) 

MN 
N = 20 
n (%) 

*01 18 (5) 8 (5) 5 (4) 0 (0) 
*02 38 (11) 22 (13) 16 (13) 1 (5) 
*03 42 (12) 14 (8) 10 (8) 4 (20) 
*04 96 (27) 38 (22) 23 (19) 8 (40) 
*05 68 (19) 42 (24) 32 (26) 3 (15) 
*06 48 (14) 17 (10) 11 (9) 0 (0) 
*07 161 (45) 57 (33)a 39 (32)b 9 (45) 
*08 28 (8) 22 (13) 15 (12) 1 (5) 
*12 63 (18) 27 (16) 19 (16) 7 (35) 
*14 11 (3) 5 (3) 0 (0) 0 (0) 
*15 26 (7) 17 (10) 12 (10) 1 (5) 
*16 52 (15) 26 (15) 19 (16) 1 (5) 
*17 10 (3) 14 (8)c 11 (9)d 2 (10) 
*18 0 (0) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 
Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular. El valor de P se 
determinó mediante el test exacto de Fisher. a, Total de pacientes vs. controles, P = 0.007, Pc > 0.05, 
OR = 0.59, IC95%: 0.40-0.86; b, MES vs. controles, P = 0.014, Pc > 0.05, OR = 0.58, IC95%: 0.37-
0.89; c, Total de pacientes vs. controles, P = 0.012, Pc > 0.05, OR = 3.03, IC95%: 1.32-6.96; d, MES 
vs. controles, P = 0.008, Pc > 0.05, OR = 3.46, IC95%: 1.43-8.37. 
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como grupo C2, que incluye los alelos HLA-C que con lisina (Lys) en esa posición, 

que comprende los alelos HLA-C*02, HLA-C*04, HLA-C*05, HLA-C*06, 

HLA-C*15, HLA-C*1602, HLA-C*17 y HLA-C*18. 

En un primer análisis se observó que la frecuencia de los alelos de HLA-C del 

grupo C1 (HLA-CAsn80) estaba significativamente disminuida en los pacientes con 

melanoma, donde los alelos integrantes del grupo C1 representaron un 72%mientras 

que en el grupo control su representación alcanzó el 81% (P = 0.024, OR = 0.61). 

Con posterioridad, los pacientes y los controles se clasificaron en tres grupos 

atendiendo a su genotipo HLA-C de acuerdo al dimorfismo en posición 80 según se 

describe en material y métodos y representamos en la Tabla 26. Curiosamente, los 

resultados revelaron un aumento significativo de los individuos homocigotos para los 

alelos del grupo C2 (HLA-CLys80/Lys80) en el total de pacientes respecto al grupo 

Tabla 26 Frecuencia de ligandos HLA-C según el dimorfismo en posición 80 
(Asn/Lys)en controles sanos y en pacientes con melanoma y los subtipos 
histológicos más frecuentes 

 
Grupo 
control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 

Alotipos HLA-C N = 356 
n (%) 

Total 
N = 174 
n (%) 

MES 
N = 121 
n (%) 

MN 
N = 20 
n (%) 

HLA-CAsn80 289 (81) 126 (72)a 86 (71)b 16 (80) 
HLA-CLys80 249 (70) 127 (73) 89 (74) 11 (55) 

Genotipo HLA-C 
    

HLA-CAsn80/Asn80 107 (30) 47 (27) 32 (26) 9 (45) 
HLA-CLys80/Lys80 67 (19) 48 (28)c 35 (29)d 4 (20) 
HLA-CAsn80/Lys80 182 (51) 79 (45) 54 (45) 7 (35) 
Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular. El valor de P se 
determinó mediante el test exacto de Fisher. a, Pacientes totales vs. controles, P = 0.024, OR = 0.61, 
IC95%: 0.40-0.93; b, MES vs. controles, y P = 0.021, OR = 0.57, IC95%: 0.35-0.92; c, Pacientes 
totales vs. controles, P = 0.024, OR = 1.64, IC95%: 1.07-2.52; d, MES vs. controles, P = 0.021, 
OR = 1.76, IC95%: 1.09-2.82. 
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control (28% vs. 19%, P = 0.024, OR = 1.64), mientras que no se detectaron 

diferencias relevantes en los individuos homocigotos para HLA-CAsn80 o en los 

heterozigotos (HLA-CAsn80/Lys80). 

La distribución de los alelos de HLA-C pertenecientes a los grupos C1 

(HLA-CAsn80) y C2 (HLA-CLys80) también fue examinada considerando los dos 

subtipos histológicos de melanoma más frecuentes (MES y MN). Los resultados 

mostraron una disminución significativa en la frecuencia de HLA-CAsn80 en pacientes 

del subtipo MES respecto al grupo control (71% vs. 81%; P = 0.021, OR = 0.57). 

Por el contrario, se detectó un aumento en la frecuencia de individuos homocigotos 

HLA-CLys80/Lys80 dentro del grupo de pacientes MES comparado con el grupo control 

(29% vs. 19%; P = 0.021, OR = 1.76). Sin embargo, la comparación entre el grupo 

de pacientes MN y el grupo control no reflejó diferencias significativas en alotipos o 

genotipos (Tabla 26). 

5. HLA-C Y SU PAPEL PRONÓSTICO EN EL MELANOMA 

En la Tabla 27 se muestran las frecuencias de los alelos HLA-C en el grupo 

de controles sanos y en el de pacientes con melanoma clasificados de acuerdo al 

grosor del tumor primario, la ulceración de la lesión primaria y la metástasis en 

ganglio centinela, siguiendo los criterios de la AJCC. Como puede observarse, la 

frecuencia del alelo HLA-C*07 en el grupo de pacientes con un tumor ≤1 mm de 

grosor y en el de pacientes con melanoma sin ulceración en la lesión primaria 

aparecía significativamente disminuida respecto al grupo control (26% vs. 45%, 

P = 0.001, Pc = 0.014 y OR = 0.42 y29% vs. 45%, P = 0.001, Pc = 0.014, 

OR = 0.50, respectivamente), esta diferencia tras aplicar la corrección de Bonferroni 

mantenía significación estadística. Contrariamente, se observó un aumento en la 

frecuencia del alelo HLA-C*07 en los pacientes cuyo tumor tenía >1 mm de grosor 

respecto a los que tenían un tumor con ≤1 mm de grosor (41% vs. 26%, P = 0.035, 

Pc > 0.05, OR = 2.05), así como una disminución en la frecuencia de dicho alelo en 

pacientes con metástasis respecto al grupo control (15% vs. 45%, P = 0.045, 

Pc > 0.05, OR = 0.22). Sin embargo, estas diferencias no mantuvieron la 

significación estadística tras aplicar la corrección de Bonferroni. 
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También se observó un aumento en la frecuencia del alelo HLA-C*08 en el 

grupo de pacientes con un tumor ≤1 mm de grosor, en los pacientes sin ulceración y 

en los pacientes sin metástasis en ganglio centinela respecto al grupo control (16% 

vs. 8%, P = 0.028, Pc > 0.05, OR = 2.22; 15% vs. 8%, P = 0.027, Pc > 0.05, 

OR = 2.02; 15% vs. 8%, P = 0.043, Pc > 0.05, OR = 2.10, respectivamente). 

Además, se observó un incremento en la frecuencia del alelo HLA-C*17 en el grupo 

de pacientes con un tumor ≤1 mm de grosor y en los pacientes sin ulceración 

respecto al grupo control (10% vs. 3%, P = 0.008, Pc > 0.05, OR = 3.67 y 9% vs. 

3%, P = 0.007, Pc > 0.05, OR = 3.35, respectivamente). 

Por último, el análisis del locus HLA-C también reveló un aumento en la 

frecuencia del alelo HLA-C*04 en el grupo de pacientes con metástasis respecto al 

grupo libre de metástasis. Así, el alelo HLA-C*04 fue detectado en un 46% de 

pacientes con metástasis, mientras que la incidencia en pacientes sin metástasis 

alcanzó el 15% (P = 0.017, Pc > 0.05, OR = 4.78). No obstante, la significación 

observada no soportó la corrección de Bonferroni. 

En un análisis posterior se evaluó la influencia de los grupos C1 y C2 de los 

alelos de HLA-C respecto a las características clínicas al diagnóstico (Tabla 28). Este 

estudio reveló una disminución significativa de la frecuencia de los alelos de HLA-C 

del grupo C1 (HLA-CAsn80) en los pacientes con un tumor ≤1 mm de grosor y en 

aquellos sin ulceración al diagnóstico respecto al grupo control (69% vs. 81%, 

P = 0.016, OR = 0.52 y 70% vs. 81%, P = 0.01, OR = 0.54, respectivamente). 

Igualmente, se observó una disminución estadísticamente significativa de la 

frecuencia del alotipo HLA-CAsn80 en los pacientes con metástasis en ganglio 

centinela. En efecto, los alelos HLA-C del grupo C1 estaban presentes en un 46% de 

los pacientes con metástasis mientras que su frecuencia representó un 80% en los 

pacientes sin metástasis y un 81% en controles (P = 0.013, OR = 0.21 y P = 0.006, 

OR = 0.20, respectivamente). Por otra parte, la frecuencia del alotipo 

HLA-CLys80estaba disminuida en los pacientes con ulceración en el tumor respecto a 

los que no presentaban ulceración (P = 0.045, OR = 0.43), pero en este caso las 

diferencias no fueron significativas tras la corrección de Bonferroni. 
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En un análisis subsiguiente se examinó la distribución de los genotipos 

HLA-C atendiendo al dimorfismo en la posición 80 de la de la hélice-α1(Asp80 y/o 

Lys80)considerando combinaciones en homocigosis o heterocigosis y las 

características clínicas de los pacientes al diagnóstico (Tabla 28). Dicho análisis 

reveló que, respecto a la frecuencia observada en el grupo control, existía un 

aumento significativo en la frecuencia del genotipo HLA-C2/C2 (HLA-CLys80/Lys80) 

Tabla 27. Frecuencia de los alelos HLA-C en controles sanos y pacientes con 
melanoma según las características clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 
Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en GC 

Alelos 
HLA-C 

 
N = 356 
n (%) 

≤1 
N = 94 
n (%) 

 > 1 
N = 80 
n (%) 

No 
N = 136 
n (%) 

Sí 
N = 31 
n (%) 

No 
N = 92 
n (%) 

Sí 
N = 13 
n (%) 

*01 18 (5) 4 (4) 4 (5) 6 (4) 2 (7) 5 (5) 1 (8) 

*02 38 (11) 12 (13) 10 (13) 19 (14) 2 (7) 8 (9) 3 (23) 

*03 42 (12) 6 (6) 8 (10) 11 (8) 2 (7) 9 (10) 1 (8) 

*04 96 (27) 18 (19) 20 (25) 29 (21) 8 (26) 14 (15)h  6 (46)j 

*05 68 (19) 26 (28) 16 (20) 36 (27) 5 (16) 20 (22) 2 (15) 

*06 48 (14) 10 (11) 7 (9) 15 (11) 2 (7) 11 (12) 1 (8) 

*07 161 (45) 
24 (26)a 33 (41)d 40 (29)e 15 (49) 34 (37) 2 (15)k 

*08 28 (8) 15 (16)b 7 (9) 20 (15)f 1 (3) 14 (15)i 0 (0) 

*12 63 (18) 15 (16) 16 (20) 22 (16) 8 (26) 22 (24) 1 (8) 

*14 11 (3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

*15 26 (7) 10 (11) 7 (9) 12 (9) 3 (10) 6 (7) 2 (15) 

*16 52 (15) 16 (17) 10 (13) 21 (15) 3 (10) 15 (16) 2 (15) 

*17 10 (3) 
9 (10)c 5 (6) 12 (9)g 2 (7) 6 (7) 0 (0) 

*18 0 (0) 0 (0) 1 (1) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Abreviaturas: GC, ganglio centinela. El valor de P se determinó mediante el test exacto de Fisher. 
a, Grosor≤1mm vs. controles, P = 0.001, Pc = 0.014, OR = 0.42, IC95%: 0.25-0.69; b, Grosor≤1mm 
vs. controles, P = 0.028, Pc > 0.05, OR = 2.22, IC95%: 1.13-4.36 y c, Grosor ≤1mm vs. controles, 
P = 0.008, Pc > 0.05, OR = 3.67, IC95%: 1.44-9.30; d, Grosor >1mm vs. grosor ≤1mm, P = 0.035, 
Pc > 0.05, OR = 2.05, IC95%: 1.08-3.89; e, No ulceración vs. controles, P = 0.001, Pc = 0.014, 
OR = 0.50, IC95%: 0.33-0.77; f, No ulceración vs. controles, P = 0.027, Pc > 0.05, OR = 2.02, 
IC95%: 1.10-3.72 y g, No ulceración vs. controles, P = 0.007, Pc > 0.05, OR = 3.35, IC95%: 1.41-
7.94; h, No metástasis vs. controles, P = 0.021, Pc > 0.05, OR = 0.49, IC95%: 0.26-0.90 e i, No 
metástasis vs. controles, P = 0.043, Pc > 0.05, OR = 2.10, IC95%: 1.06-4.18; j, Metástasis vs. no 
metástasis, P = 0.017, Pc > 0.05, OR = 4.78, IC95%: 1.40-16.34 y k, Metástasis vs. controles, 
P = 0.045, Pc > 0.05, OR = 0.22, IC95%: 0.05-1.01. 
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en pacientes cuyo tumor tenía un grosor ≤ 1mmy en los que presentaban el tumor sin 

ulceración (31% vs. 19%, P = 0.016, OR = 1.92 y 30% vs. 19%, P = 0.01, 

OR = 1.86, respectivamente). Además, este estudio reveló que la frecuencia de 

individuos homocigotos para HLA-CLys80 estaba aumentada en pacientes con 

metástasis respecto a aquellos pacientes sin metástasis y respecto a los controles 

(54% vs. 20%, P = 0.013, OR = 4.80 y 54% vs. 19%y P = 0.006, OR = 5.03, 

respectivamente). Por último, se detectó un aumento en la frecuencia de individuos 

homocigotos con genotipo HLA-C1/C1 (HLA-CAsn80/Asn80) en el grupo de pacientes 

con ulceración respecto a aquellos que no presentaban ulceración (P = 0.045, 

OR = 2.35). 

 

Tabla 28. Distribución de alotipos y genotipos HLA-C en controles sanos y pacientes 
con melanoma según las características clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 
Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en GC 

Alotipos 
HLA-C N = 356 

n (%) 

≤1 
N = 94 
n (%) 

 > 1 
N = 80 
n (%) 

No 
N = 136 
n (%) 

Sí 
N = 31 
n (%) 

No 
N = 92 
n (%) 

Sí 
N = 13 
n (%) 

CAsn80 289 (81) 65 (69)a 61 (76) 95 (70)c 25 (81) 74 (80) 6 (46)g, i 

CLys80 249 (70) 72 (77) 55 (69) 104 (77) 18 (58)e 57 (62) 11 (85) 
Genotipo  
HLA-C        

CAsn80/Asn80 107 (30) 22 (23) 25 (31) 32 (24) 13 (42)f 35 (38) 2 (15) 

CLys80/Lys80 67 (19) 29 (31)b 19 (24) 41 (30)d 6 (19) 18 (20) 7 (54)h, j 

CAsn80/Lys80 182 (51) 43 (46) 36 (45) 63 (46) 12 (39) 39 (42) 4 (31) 
Abreviaturas: GC, ganglio centinela. El valor de P se determinó mediante el test exacto de Fisher.a, 
Grosor ≤1 mm vs. controles, P = 0.016, OR = 0.52, IC95%: 0.31-0.87; b, Grosor ≤1 mm vs. controles, 
P = 0.016, OR = 1.92, IC95%: 1.15-3.21; c, No ulceración vs. controles, P = 0.01, OR = 0.54, 
IC95%: 0.34-0.85; d, No ulceración vs. controles, P = 0.01, OR = 1.86, IC95%: 1.18-2.93; e, 
Ulceración vs. no ulceración, P = 0.045, OR = 0.43, IC95%: 0.19-0.96; f, Ulceración vs. no 
ulceración, P = 0.045, OR = 2.35, IC95%: 1.04-5.31; g, Metástasis vs. no metástasis, P = 0.013, 
OR = 0.21, IC95%: 0.06-0.69; h, Metástasis vs. no metástasis, P = 0.013, OR = 4.80, IC95%: 1.44-
16.02; i, Metástasis vs. controles, P = 0.006, OR = 0.20, IC95%: 0.07-0.61; j, Metástasis vs. controles, 
P = 0.006, OR = 5.03, IC95%: 1.64-15.46.  
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6. ANTÍGENOS HLA DE CLASE II (HLA-DR Y -DQ) EN 
RELACION CON LA SUSCEPTIBILIDAD AL MELANOMA 

En la comparación de frecuencias de los alelos HLA de clase II en pacientes 

con melanoma respecto al grupo de individuos sanos no se observaron diferencias 

significativas para HLA-DRB1 (Tabla 29) ni para HLA-DQB1 (Tabla 30). También 

se compararon las frecuencias de los alelos HLA-DRB1 y HLA-DQB1 en controles 

y pacientes con melanoma considerando los dos subtipos histológicos más 

frecuentes, MES y MN, pero las diferencias no fueron significativas cuando se 

compararon ambos subgrupos de melanoma con el grupo control ni tampoco cuando 

se compararon ambos entre sí. 

 

Tabla 29. Frecuencia de alelos HLA-DRB1 en controles sanos y en pacientes con 
melanoma y los subtipos histológicos más frecuentes 
 Grupo control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 

Alelos  
HLA-DRB1 N = 227 

n (%) 

Total 
N = 174 
n (%) 

MES 
N = 121 
n (%) 

MN 
N = 20 
n (%) 

*01 49 (22) 43 (25) 28 (23) 5 (25) 
*03 56 (25) 44 (25) 31 (26) 5 (25) 
*04 55 (24) 43 (25) 32 (26) 5 (25) 
*07 63 (28) 55 (32) 37 (31) 5 (25) 
*08 13 (6) 9 (5) 8 (7) 0 (0) 
*09 3 (1) 4 (2) 3 (3) 0 (0) 
*10 6 (3) 5 (3) 4 (3) 0 (0) 
*11 60 (26) 44 (25) 30 (25) 6 (30) 
*12 10 (4) 2 (1) 1 (1) 0 (0) 
*13 46 (20) 35 (20) 25 (21) 4 (20) 
*14 7 (3) 8 (5) 6 (5) 1 (5) 
*15 55 (24) 31 (18) 20 (17) 5 (25) 
*16 6 (3) 9 (5) 5 (4) 1 (5) 

Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular 
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7. ESTUDIO DE LA RELACION DE HLA-DR Y HLA-DQ CON 
EL PRONÓSTICO DE LA ENFERMEDAD  

En la Tabla 31 se muestran las frecuencias de los alelos HLA-II 

(HLA-DRB1) en los pacientes con melanomaagrupados según las características 

clínicas que presentaban al diagnóstico y en el grupo control. Los resultados 

revelaron la existencia de un aumento significativo en la frecuencia del antígeno 

HLA-DRB1*01 en el grupo total de pacientes con melanoma con ulceración respecto 

al grupo control (39% vs. 22%, P = 0.043,Pc > 0.05, OR = 2.29). Por el contrario, la 

frecuencia del alelo HLA-DRB1*07 estaba disminuida en el grupo de pacientes con 

ulceración comparado con el grupo control (10% vs. 28%, P = 0.029,Pc > 0.05, 

OR = 0.28). Esta diferencia aumentó cuando el grupo de pacientes con ulceración 

fue comparado con el grupo sin ulceración (10% vs. 36%, P = 0.005,Pc > 0.05, 

OR = 0.19). Por otra parte, también pudo observar una disminución en la frecuencia 

del alelo HLA-DRB1*13 en pacientes con ulceración respecto al grupo de pacientes 

sin ulceración (7% vs. 22%, P = 0.045,Pc > 0.05, OR = 0.22). 

  

 Tabla 30. Frecuencia de alelos HLA-DQB1 en controles sanos y en pacientes 
con melanoma y los subtipos histológicos más frecuentes 
 Grupo control Pacientes con melanoma 

   Subtipo histológico 
Alelos  
HLA-DQB1 N = 227 

n (%) 

Total 
N = 174 
n (%) 

MES 
N = 121 
n (%) 

MN 
N = 20 
n (%) 

*02 106 (47) 90 (52) 62 (51) 9 (45) 
*03:01 86 (38) 60 (35) 46 (38) 5 (25) 
*03:02 43 (19) 24 (14) 14 (12) 5 (25) 
*03:03 6 (3) 7 (4) 5 (4) 1 (5) 
*04 12 (5) 7 (4) 7 (6) 0 (0) 
*05 65 (29) 61 (35) 40 (33) 6 (30) 
*06 93 (41) 59 (34) 40 (33) 8 (40) 

Abreviaturas: MES, melanoma de extensión superficial; MN, melanoma nodular 
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Respecto al estudio de la influencia del locus HLA-DQB1 en el pronóstico 

del melanoma (Tabla 32), se pudo constatar la existencia de un aumento significativo 

del alelo HLA-DQB1*03:03 en el grupo de pacientes con melanoma cuyo tumor 

tenía >1 mm de grosor respecto al grupo de pacientes con melanoma de ≤1 mm de 

grosor (8% vs. 1%, P = 0.049, Pc > 0.05, OR = 7.54). Además, también se encontró 

un aumento en la frecuencia del alelo HLA-DQB1*03:02 en pacientes con ulceración 

respecto al grupo de pacientes sin ulceración (26% vs. 11%, P = 0.043, Pc > 0.05, 

OR = 2.81). Por el contrario, los resultados mostrados en la Tabla 32 también 

indican que el alelo HLA-DQB1*06 estaba menos representado en la población de 

pacientes con ulceración en la lesión primaria que en aquellos con tumor sin 

Tabla 31. Frecuencia de los alelos HLA-DRB1 en controles sanos y pacientes 
con melanoma según las características clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 
Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en GC 

Alelos  
HLA-DRB1 

 
N = 227 
n (%) 

≤1 
N = 94 
n (%) 

 > 1 
N = 80 
n (%) 

No 
N = 136 
n (%) 

Sí 
N = 31 
n (%) 

No 
N = 92 
n (%) 

Sí 
N = 13 
n (%) 

*01 49 (22) 23 (25) 20 (25) 30 (22) 12 (39)a 24 (26) 1 (8) 
*03 56 (25) 24 (26) 20 (25) 32 (24) 11 (36) 25 (27) 4 (31) 
*04 55 (24) 26 (28) 17 (21) 30 (22) 9 (29) 22 (24) 4 (31) 
*07 63 (28) 34 (36) 21 (26) 49 (36) 3 (10)b, c 29 (32) 3 (23) 
*08 13 (6) 6 (6) 3 (4) 9 (7) 0 (0) 5 (5) 0 (0) 

*09 3 (1) 1 (1) 3 (4) 4 (3) 0 (0) 2 (2) 0 (0) 
*10 6 (3) 3 (3) 2 (3) 5 (4) 0 (0) 4 (4) 0 (0) 
*11 60 (26) 20 (21) 24 (30) 32 (24) 11 (36) 20 (22) 4 (31) 
*12 10 (4) 1 (1) 1 (1) 1 (1) 1 (3) 1 (1) 0 (0) 
*13 46 (20) 19 (20) 16 (20) 32 (24) 2 (7)d 19 (21) 2 (15) 
*14 7 (3) 5 (5) 3 (4) 7 (5) 1 (3) 2 (2) 1 (8) 
*15 55 (24) 17 (18) 14 (18) 27 (20) 3 (10) 19 (21) 1 (8) 

*16 6 (3) 5 (5) 4 (5) 7 (5) 1 (3) 4 (4) 1(8) 

Abreviaturas: GC, ganglio centinela. El valor de P se determinó mediante el test exacto de Fisher. 
a, Ulceración vs. controles, P = 0.043, Pc > 0.05, OR = 2.29, IC95 % = 1.04-5.05; b, Ulceración vs. 
controles, P = 0.029, Pc > 0.05, OR = 0.28, IC95 % = 0.08-0.95; c, Ulceración vs. no ulceración, 
P = 0.005, Pc > 0.05, OR = 0.19, IC95 % = 0.06-0.66; d, Ulceración vs. no ulceración, P = 0.045, 
Pc > 0.05, OR = 0.22, IC95 % = 0.05-0.99. 
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ulceración (16% vs. 39%, P = 0.02, Pc > 0.05, OR = 0.30). Esta diferencia también 

fue patente cuando el grupo de pacientes con ulceración se comparó con el grupo 

control (16% vs. 41%, P = 0.009, Pc > 0.05, OR = 0.28). Sin embargo, las 

diferencias anteriormente mencionadas para los locus HLA-DQB1 y HLA-DQB1 en 

relación a las características clínicas de los pacientes con melanoma al diagnóstico se 

perdieron tras aplicar la corrección de Bonferroni. 

  

Tabla 32. Frecuencia de los alelos HLA-DQB1 en controles sanos y pacientes 
con melanoma según las características clínicas al diagnóstico 

 
Grupo 

Control Características clínicas del melanoma 

  Grosor (mm) Ulceración Metástasis en GC 

Alelos  
HLA-DQB1 

 
N = 227 
n (%) 

≤1 
N = 94 
n (%) 

 > 1 
N = 80 
n (%) 

No 
N = 136 
n (%) 

Sí 
N = 31 
n (%) 

No 
N = 92 
n (%) 

Sí 
N = 13 
n (%) 

*02 106 (47) 55 (59) 35 (44) 73 (54) 13 (42) 49 (53) 6 (46) 
*03:01 86 (38) 31 (33) 29 (36) 45 (33) 11 (36) 30 (33) 7 (54) 
*03:02 43 (19) 11 (12) 13 (16) 15 (11) 8 (26)b 11 (12) 2 (15) 
*03:03 6 (3) 1 (1) 6 (8)a 6 (4) 1 (3) 3 (3) 1 (8) 
*04 12 (5) 4 (4) 3 (4) 6 (4) 1 (3) 3 (3) 0 (0) 

*05 65 (29) 35 (37) 26 (33) 46 (34) 13 (42) 34 (37) 2 (15) 
*06 93 (41) 33 (35) 26 (33) 53 (39) 5 (16)c, d 33 (36) 3 (23) 
Abreviaturas: GC, ganglio centinela. El valor de P se determinó mediante el test exacto de Fisher. 
a, Grosor >1mm vs. grosor ≤ 1mm, P = 0.049, Pc > 0.05, OR = 7.54, IC95 % = 0.89-64.02; b, 
Ulceración vs. no ulceración. P = 0.043, Pc > 0.05, OR = 2.81, IC95 % = 1.07-7.38; c, Ulceración vs. 
controles, P = 0.009, Pc > 0.05, OR = 0.28, IC95 % = 0.10-0.75.; d, Ulceración vs. no ulceración, 
P = 0.02, Pc > 0.05, OR = 0.30, IC95 % = 0.11-0.83 
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8. ANÁLISIS DEL POLIMORFISMO DE HLA-E EN 
PACIENTES CON MELANOMA 

En la Tabla 33 se muestras las frecuencias de los alelos HLA-E en pacientes 

con melanoma y en el grupo control y, como se puede observar, no se encontraron 

diferencias significativas al comparar ambos grupos. 

Los alelos más comunes tanto en controles como en pacientes con melanoma 

fueron el HLA-E*0101 con unas frecuencias de 69% y 74%, respectivamente; 

seguidos por el alelo HLA-E*01032 con una frecuencia de61% y 53%, 

respectivamente y el HLA-E*01031 con una frecuencia de 26% y 24%, 

respectivamente. Un dato interesante de este trabajo, es que entre los individuos 

estudiados ninguno era portador del alelo HLA-E*0102, dato que difería de lo 

publicado en otra población española en la que el alelo HLA-E*0102 aparecía con 

una frecuencia del 10% (Goméz-Casado et al., 1997). Precisamente, la existencia de 

este alelo así como la de HLA-E*0104, que tampoco aparecía en nuestra serie, fue 

cuestionada (Grimsley et al., 2002) y finalmente el alelo HLA-E*0102 fue retirado 

de la base de datos IMGT/HLA. 

Tabla 33. Frecuencia de los alelos y genotipos HLA-E controles sanos y en 
pacientes con melanoma 

Alelos HLA-E 

Grupo control 
N = 100 
n (%) 

Pacientes con melanoma  
N = 100 
n (%) 

*0101 69 (69) 74 (74) 
*0102 - - 
*01031 26 (26) 24 (24) 
*01032 61 (61) 53 (53) 
*0104 - - 

Genotipo HLA-E   
*0101, 0101 26 (26) 30 (30) 
*0101, 01031 10 (10) 14 (14) 
*0101, 01032 33 (33) 30 (30) 
*01031, 01032 13 (13) 7 (7) 
*01031, 01031 3 (3) 3 (3) 
*01032, 01032 15 (15) 16 (16) 
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El análisis de genotipos deHLA-E también fue considerado y se identificaron 

seis genotipos diferentes (Tabla 33)sin que se pudieran demostrar diferencias en las 

frecuencias de los genotipos HLA-E entre pacientes y controles. 

Posteriormente, se realizó un análisis basado en la sustitución no sinónima en 

posición 107 del dominio alfa-2 del exón 3: Arg (R) versus Gly (G). Para ello, los 

pacientes y controles fueron divididos en tres grupos, a saber: el grupo1 estaba 

compuesto por individuos que portan únicamente alelos HLA-E con el epítopo R 

(homocigotos R/R), el grupo 2 incluía individuos portadores únicamente de alelos 

HLA-E con el epítopo G (homocigotos G/G), y, por último, el grupo 3 que agrupaba 

individuos portadores alelos HLA-E con ambos epítopos R y G (heterocigotos R/G). 

La distribución de los fenotipos HLA-E (R) y HLA-E (G) no difería 

significativamente entre pacientes y controles (Tabla 34). 

Las frecuencias de alelosHLA-E estudiados también fueron examinadas 

considerando los dos subtipos histológicos de melanoma más frecuentes (MES y 

MN), así como los otros parámetros clínicos relevantes en el momento del 

diagnóstico, tales como grosor del tumor primario, la ulceración de la lesión primaria 

o la presencia de metástasis en ganglio centinela; sin embargo, en ningún caso se 

observaron diferencias significativas cuando se compararon los diferentes grupos de 

pacientes, o cuando los pacientes fueron comparados con el grupo control (datos no 

mostrados). 

  

Tabla 34. Distribución de los fenotipos HLA-E (R) y HLA-E (G) en controles 
sanos y en pacientes con melanoma 

FenotipoHLA-E* 

Grupo control 
N = 100 
n (%) 

Pacientes con 
melanoma  

N = 100 
n (%) 

HLA-E (R)/HLA-E (R) 26 (26) 30 (30) 
HLA-E (G)/HLA-E (G) 31 (31) 26 (26) 
HLA-E (R)/HLA-E (G) 43 (43) 44 (44) 
Abreviaturas:R, arginina (Arg); G, glicina (Gly) 
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9. EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS CD57, CD56, CD94 Y 
CD161, EN CÉLULAS T CD8+DE PACIENTES CON 
MELANOMA 

Con posterioridad a los estudios inmunogenéticos también se abordó el 

estudio de la expresión de moléculas NKR, cuyos ligandos no son las moléculas 

HLA, sobre célulasT CD8+de sangre periférica en una serie de 41 pacientes con 

melanoma y 39individuos sanos comparables en sexo y edad. También se evaluó en 

ellos la expresión de la molécula de activación HLA-DR y la molécula 

coestimuladora CD28 sobre las células T CD8+. 

En la Tabla 35 se recogen los datos demográficos y las características 

histológicas y clínicas de los 41 pacientes estudiados. Esta serie de pacientes estaba 

constituida por individuos que presentaban diferentes subtipos de melanoma cutáneo, 

a saber, 35 MES, 4 MLM y 2 MLA; en ninguno de ellos se evidenciaron metástasis 

distales (regionales o viscerales) y el estadiaje fue realizado de acuerdo con la 

clasificación de la AJCC, es decir, considerando el grosor del tumor primario, la 

ulceración de la lesión primaria, así como la positividad o negatividad de la biopsia 

del ganglio centinela. De este modo, 30 pacientes fueron clasificados como estadio I, 

que agrupaba a los pacientes con ≤1-2,0 mm de grosor y sin ulceración ni metástasis; 

5 pacientes se clasificaron como estadio II, que agrupaba a los pacientes con 2,0 -

 4,0mm con o sin ulceración y sin metástasis y, finalmente, 6 pacientes fueron 

clasificaron como estadio III, que incluía a cualquier paciente al que se le hubiese 

detectado la metástasis en el ganglio centinela. El análisis comparativo se realizó 

entre la suma de los pacientes que no presentaban metástasis en ganglio centinela 

(estadio I-II) y los quesí presentaban metástasis en ganglio centinela (estadio III). 

Para el análisis de linfocitos en sangre periférica de pacientes y controles se 

diseñaron métodos citométricos dirigidos al reconocimiento en membrana de la 

expresión de NKR, originalmente descritos en células NK, pero también observados 

en una subpoblación de linfocitos T efectores citotóxicos, la mayoría de los cuales se 

expresan en la subpoblación de células T de fenotipo CD8+CD28-. Para ello, como se 

ha descrito en material y métodos, se optimizó un protocolo de marcaje utilizando 
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anticuerpos monoclonales dirigidos contra las moléculas CD57, CD56, CD94 o 

CD161 (Figura 33). 

Tabla 35. Datos demográficos y características histológicas y clínicas de los pacientes al 
momento del diagnóstico del melanoma 

Pacientes 
[n = 41] Edad/Sexo Subtipo 

histológico 

Grosor del 
tumor 

primario(mm) 

Metástasis 
en ganglio 
centinela 

Ulceración 
de la lesión 
primaria 

Estadio 
clínico al 

diagnóstico* 
1 42/M MES ≤1 - - I 
2 24/M MES ≤1 - - I 
3 46/M MES 2.01-4.0 - ND II 
4 47/V MLM ≤1 - - I 
5 61/V MLM ≤1 - - I 
6 56/M MES ≤1 - - I 
7 25/M MES ≤1 - - I 
8 48/M MLM ≤1 - - I 
9 44/M MES ≤1 - - I 
10 40/V MES ≤1 - - I 
11 45/V MES ≤1 - - I 
12 57/M MES 1.01-2.0 - - I 
13 54/M MES ≤1 - - I 
14 60/M MES ≤1 - - I 
15 52/M MES ≤1 + - III 
16 64/M MES ≤1 - - I 
17 43/V MES ≤1 - - I 
18 50/M MLA ≤1 - - I 
19 62/V MES ≤1 - - I 
20 26/M MES  >4 + + III 
21 50/M MES ≤1 - - I 
22 47/M MES 2.01-4.0 - - II 
23 34/M MES ≤1 - - I 
24 52/V MES 1.01-2.0 - - I 
25 60/V MES ≤1 - - I 
26 35/V MES ≤1 - - I 
27 56/V MES ≤1 - - I 
28 33/V MES 1.01-2.0 + + III 
29 60/V MES 1.01-2.0 - - I 
30 54/V MES ≤1 - - I 
31 55/V MES 2.01-4.0 - + II 
32 65/V MLM  >4 - - II 
33 45/V MES ≤1 - - I 
34 55/M MES ≤1 - - I 
35 31/M MES 1.01-2.0 - - I 
36 47/V MES 1.01-2.0 + - III 
37 34/V MES 1.01-2.0 + - III 
38 60/M MLA 1.01-2.0 - + II 
39 60/V MES ≤1 - - I 
40 57/M MES ≤1 - - I 
41 55/V MES 2.01-4.0 + - III 

MES, Melanoma de extensión superficial; MLM, Melanoma léntigo maligno; MLA, Melanoma 
lentiginosoacral; ND, no datos; V, Varón, y M, Mujer; * Estadio clínico según criterios de la AJCC. 
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En primer lugar, se determinó el número total de linfocitos T en sangre 

periférica tanto de pacientes sin metástasis (estadios I-II) como de pacientes con 

metástasis (estadio III) y también en individuos sanos. En todos los grupos se detectó 

un número similar de linfocitos T CD8+ (Tabla 36). Además, se evaluó el grado de 

activación de los linfocitos T CD8+ valorando la expresión en su membrana del 

marcador de activación HLA-DR y se observó que los linfocitos T CD8+ de 

pacientes libres de metástasis presentaban un mayor grado de activación ya que en 

estos pacientes un mayor número células T CD8+expresaban el antígeno HLA-DR en 

su membrana; sin embargo, este aumento en la expresión de HLA-DR comparada 

con la observada en linfocitos T CD8+ de la población control no alcanzó 

significación estadística (157±19 vs. 114 ±14; P > 0.05, test t-student). 

A 

 

 

C  

Figura 33. Esquema del protocolo de marcaje para el análisis por citometría de flujo de las 
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ de sangre periférica.El estudio se realizó mediante 
citometría de flujo seleccionando la población de linfocitos T CD8+ del total de linfocitos T de 
sangre periférica. A, representación de la coexpresión en membrana de CD28 frente CD57; B, 
representación de la coexpresión en membrana de CD28 frente CD56; C, representación de la 
coexpresión en membrana de CD28 frente CD94 y D, representación de la coexpresión en 
membrana de CD28 frenteCD161. 
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El estudio de la molécula coestimuladora CD28 sobre linfocitos T CD8+ de 

sangre periférica demostró la existencia de un aumento de la subpoblación de células 

T que no expresaban esa molécula (T CD8+CD28-) en pacientes sin metástasis. De 

hecho, el aumento global observado de las células T CD8+CD28- se debió 

principalmente a un incremento de la subpoblación de células T activadas 

CD8+CD28-DR+, mientras que el número de células T activadas CD8+CD28+DR+ 

estaba representado de forma similar en pacientes e individuos sanos. En conjunto, la 

subpoblación de células T CD8+CD28-DR+ estaba significativamente aumentada 

respecto a la subpoblación de células T CD8+CD28+DR+ en pacientes sin metástasis 

(105 ± 16 vs. 52 ± 5; P = 0.005, test t-student), mientras que ambas subpoblaciones 

de células T estaban igualmente representadas en el grupo control (62 ± 10 vs. 52 ± 

6; P > 0.05, test t-student)y en los pacientes con metástasis (49± 13 vs. 37± 9; 

P > 0.05, test t-student). 

Respecto a la expresión de NKR sobre células T CD8+en sangre periférica de 

pacientes sin metástasis respecto a los controles no se observaron diferencias 

significativas, aunque las células que expresaban CD57, CD56 o CD94 estaban más 

representadas en este grupo de pacientes (Tabla 36). Cuando el estudio de las células 

T CD8+ que expresaban los receptores NKR fue realizado de acuerdo a la 

coexpresión no de la molécula CD28, pudo confirmarse que la expresión de dichos 

receptores era más frecuente en las células T con fenotipo CD8+CD28- que en las 

células T CD8+CD28+tanto en pacientes como en controles, como previamente había 

sido publicado (Casado et al. 2005; Speiser et al. 1999). Sin embargo, en el grupo 

control la molécula CD161 se expresaba más frecuentemente en la subpoblación de 

células TCD8+ con fenotipo CD8+CD28+ respecto a la subpoblación CD8+CD28- 

(37 ± 4 vs. 20 ± 5; p < 0.0001, test t-student) siendo esta diferencia muy significativa. 

Por el contrario, en pacientes sin metástasis dicha molécula estaba igualmente 

representada en las subpoblaciones de células T CD8+CD28- y T CD8+CD28+ 

(30 ± 6 vs. 28 ± 3; P > 0.05, test t-student). Curiosamente, en los pacientes con 

metástasis se observaba una expresión de CD161 similar a la observada en los 

controles, con un aumento de la expresión de esta molécula en la población T 

CD8+CD28+(13 ± 4 vs. 36 ± 7; P > 0.05, test t-student) pero no se alcanzó 
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significación estadística debido al pequeño número de individuos pertenecientes a 

este grupo. 

En el grupo de pacientes con metástasis (estadio III), el número de células T 

CD8+que expresaban NKR analizados en este estudio estaba menos representado que 

Tabla 36. Expresión de HLA-DR, CD57, CD56, CD94, CD161 en linfocitos T 
CD8+ de sangre periférica en controles sanos y pacientes con melanoma 

 Grupo control Pacientes con melanoma 

  
No metástasis 
(estadios I-II) 

Metástasis 
(estadio III) 

Células T CD8+ 
células/µl 
[n = 39] 

células/ml 
[n = 35] 

células/ml 
[n = 6] 

Células T CD8+ totales 412±33 430±39 358±60 
T CD8+CD28+ 267±21 237±18 242±39 
T CD8+CD28- 145±23 208±34 115±35 

Estatus de activación    

Total T CD8+DR+ 114±14 157±19 86±20 
T CD8+CD28+DR+ 52±6a 52±5b 37±9 
T CD8+CD28-DR+ 62±10 105±16 49±13 

Células T CD8+NKR+ 
   

T CD8+CD57+ totales 132±20 178±25 98±30 
T CD8+CD28+CD57+ 14±2 18±2 13±5 
T CD8+CD28-CD57+ 118±20 160±25 85±27 

T CD8+CD56+ totales 65±11 89±25 53±12 
T CD8+CD28+CD56+ 14±2 14±3 20±2 
T CD8+CD28-CD56+ 52±10 75±23 33±13 

T CD8+CD94+ totales 109±17 136±24 54±12 
T CD8+CD28+CD94+ 21±2 20±3 13±3 
T CD8+CD28-CD94+ 88±15 113±23 41±9 

T CD8+CD161+ totales 57±6 59±7 49±7 
T CD8+CD28+CD161+ 37±4c 28±3d 36±7 
T CD8+CD28-CD161+ 20±5 30±6 13±4 
El número de células está representado por la media ± SEM, los valores de P fueron determinados 
mediante el test t-student. a, T CD8+CD28+DR+ vs. CD8+CD28-DR+ en grupo control, P > 0.05; b, T 
CD8+CD28+DR+ vs. CD8+CD28-DR+ en no metástasis, P = 0.005; c, T CD8+CD28+CD161+ vs. 
CD8+CD28-CD161+ en grupo control, P < 0.0001; d, T CD8+CD28+CD161+ vs. CD8+CD28-CD161+ 
en no metástasis, P > 0.05. 
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en el grupo de pacientes sin metástasis (estadios I-II) e incluso que en el grupo 

control (Tabla 36). En línea con estos resultados, el análisis del antígeno HLA-DR 

reveló que el número de células T CD8+CD28-DR+ activadas también estaba 

disminuido en pacientes con metástasis respecto a los pacientes sin metástasis e 

individuos sanos, pero en este caso las diferencias no alcanzaron significación 

estadística. 

10. ESTUDIO DE LOS RECEPTORES KIR2D (CD158A/H Y 
CD158B/J) EN LINFOCITOS T CD8+ Y CÉLULAS NK 
CD56+ 

El análisis fenotípico de linfocitos T CD8+ que expresaban NKR realizado 

sobre las mencionadas series de 41 pacientes (Tabla 35) y de 39 individuos sanos, se 

amplió para valorar la expresión de los receptores KIR2D tanto sobre linfocitos T 

CD8+y además se completó con su análisis sobre células NK CD56+. Como en el 

apartado anterior, también se optimizó un protocolo de marcado de células de sangre 

periférica para su análisis mediante citometría de flujo con anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra las moléculas CD158a/h (KIR2DL1/S1) y CD158b/j 

(KIR2DL2/3/S2). Como se refleja en la Figura 34, las moléculas CD158a/h y 

CD158b/j se expresaban en la membrana de la subpoblación de linfocitos T 

CD8+CD28-y en la de la población de células NK con baja expresión de CD56 

(CD56+dim)tanto en individuos sanos como en pacientes. 

La comparación de la expresión de estos KIR en la subpoblación T 

CD8+CD28- reveló que las células de esta subpoblación que expresaban CD158a/h o 

CD158b/j estaba aumentada en pacientes con melanoma sin metástasis respecto a la 

población control(14 ± 7 vs. 8 ± 3 y 33 ± 7 vs. 23 ± 5, respectivamente y P > 0.05, 

test t-student); no obstante, estas diferencias no alcanzaron significación estadística 

(Tabla 37). Cuando se analizaron las subpoblaciones de linfocitos T CD8+que 

expresaban receptores KIR2D dentro del grupo de pacientes con metástasis se 

observó que el número de células T con fenotipo CD8+CD28-

CD158a/h+(KIR2DL1/S1)estaba incrementado con respecto al detectado en 
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controles(15±7 vs. 8 ± 3; P > 0.05, test t-student)pero era similar al del grupo de 

pacientes sin metástasis(15±7 vs. 14±7; P > 0.05, test t-student); no obstante tampoco 

se alcanzó significación estadística. Este resultado contrastaba con el obtenido para 

la células T CD8+CD28-CD158b/j+ (KIR2DL2/3/S2) pues esta subpoblación aparecía 

disminuida en los pacientes con metástasis respecto al grupo de pacientes sin 

metástasis (14 ± 8 vs. 33 ± 7; P > 0.05, test t-student) y los controles sanos (14 ± 8 

vs. 23 ± 5; P > 0.05, test t-student); no obstante, estas diferencias no alcanzaron 

significación estadística (Tabla 37). 

A 

 

B 

C D 

Figura 34. Subpoblaciones de linfocitos T CD8+y células NK CD56+ que expresan las 
moléculas CD158a/h (KIR2DL1/S1) y CD158b/j (KIR2DL2/3/S2). El análisis se realizó mediante 
citometría de flujo sobre linfocitos TCD8+ y células NK CD56+ de sangre periférica. A, coexpresión 
en membrana de CD28 frente CD158a/h en linfocitos TCD8+; B, coexpresión en membrana de 
CD28 frente CD158b/j en linfocitos TCD8+; C, expresión de CD158a/h en células NK CD56dim; 
D, expresión de CD158b/j en células NK CD56dim. 
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En cuanto al análisis de las células NK tanto el número total de células NK 

CD56+ como el de células NK CD56+CD158a/h+(KIR2DL1/S1)aumentaba 

significativamente en pacientes sin metástasis con respecto a controles (285 ± 22 vs. 

207 ± 16, P = 0.005 y 86 ±15 vs. 47 ± 6; P = 0.004, respectivamente), mientras que 

el número de células NK CD56+CD158b/j+(KIR2DL2/3/S2)en este grupo de 

pacientes fue similar al del grupo de individuos sanos (89 ± 9 vs. 84 ± 10) como se 

observa en la Tabla 37. Cuando las células NK positivas para las moléculas que 

constituyen receptores KIR2D fueron analizadas en pacientes con metástasis, se 

encontró que el número de células NK que expresaba CD158a/h(KIR2DL1/S1) 

estaba disminuido en pacientes con metástasis con respecto a los pacientes sin 

metástasis(269 ± 45 vs. 285 ± 22; P = 0.005), aunque seguía aumentado respecto a 

controles(269 ± 45 vs. 207 ± 16; P = 0.004). Sin embargo, las células NK positivas 

para CD158b/j estaban disminuidas en el grupo de pacientes con metástasis con 

respecto al grupo de pacientes sin metástasis o individuos sanos. No obstante, las 

diferencias anteriormente descritas respecto al grupo de pacientes con metástasis no 

fueron significativas. 
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11. NIVEL DE EXPRESIÓN DE LAS MOLÉCULAS CD158A/H 
Y CD158B/JEN LINFOCITOS T CD8+ Y CÉLULAS NK 
CD56+ 

La proporción de receptores KIR2D en la membrana de las células 

estudiadasse determinó mediante citometría de flujo analizandolos cambios en la 

intensidad media de fluorescencia (IMF) que emitían las moléculas CD158a/h y 

CD158b/j tanto en linfocitos T CD8+CD28-como en células NK CD56+. El estudio se 

realizó tanto en pacientes como en controles comparando la IMF de dichas moléculas 

(Figura 35). 

Sobre los linfocitos T CD8+ la molécula CD158a/h estaba expresada con la 

misma intensidad en las células procedentes de los pacientes sin metástasis, grupos I 

y II (grupo I-II), y pacientes con metástasis o grupo III así como en el grupo control 

(Figura 35A). Por el contrario, como se puede observar en la Figura 35B, cuando la 

 Tabla 37. Expresión de moléculas CD158a/h o CD158b/j en linfocitos T CD8+y 
NK CD56+dim de sangre periférica en controles sanos y pacientes con melanoma 

 Grupo control Pacientes con melanoma 

  
No metástasis 
(estadios I-II) 

Metástasis 
(estadio III) 

Células T CD8+ 
células/µl 
[n = 37] 

células/ml 
[n = 32] 

células/ml 
[n = 6] 

TCD8+CD28+CD158a/h+ 

 

- 

 

- 

 

- 

TCD8+CD28-CD158a/h+ 8±3 14±7 15±7 
TCD8+CD28+CD158b/j+ - - - 
TCD8+CD28-CD158b/j+ 23±5 33±7 14±8 

Células NKCD56+    

Células NKCD56+ totales 207±16a 285±22a 269±45 
NKCD56+CD158a/h+ 47±6b 86±15b 59±17 
NKCD56+CD158b/j+ 84±10 89±9 76±20 
El número de células está representado por la media ± SEM. Los valores de P se calcularon mediante 
ANOVA y el test de Kruskal-Wallis. a, no mestástasisvs. controles; P = 0.005; b, no mestástasisvs. 
controles,P = 0.004. 
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IMF de la molécula CD158a/h fue determinada sobre células NK se pudo observar 

un aumento significativo de esta molécula en pacientes del grupo III comparado con 

el grupo de pacientes libres de metástasis (grupo I-II) y con el grupo control 

(P = 0.04 y P = 0.03, respectivamente). Sin embargo, la intensidad de expresión de 

CD158a/h sobre células NK fue similar en pacientes sin metástasis y controles. En el 

caso de la molécula CD158b/j, y en claro contraste con lo que ocurría con la 

expresión de CD158a/h en células NK, no se encontraron diferencias significativas 

en la IMF sobre linfocitos T CD8+ ni sobre las células NK CD56+ cuando se 

compararon los pacientes con metástasis con los que no presentaban metástasis, ni 

cuando se compararon ambos grupos de pacientes con los controles (Figura35 C, D). 
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Figura 35. IMF de las moléculas CD158a/h y CD158b/j sobre linfocitos T CD8+ y células NK 
CD56+. A, valores de IMF de CD158a/h en linfocitos T CD8+CD28-; B, valores de IMF de CD158a/h 
en células NK CD56+; C, valores de IMF de CD158b/j en linfocitos T CD8+CD28-; D, valores de IMF 
de CD158b/j en células NK CD56+. Las columnas y barras representan la media ± SEM. Los valores 
de P fueron calculados mediante ANOVA y el test de Kruskal-Wallis. 
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12. ANÁLISIS DE LINFOCITOS T CD8+CD28- Y CÉLULAS NK 
CD56+ QUE EXPRESABAN CD158A/H O CD158B/J EN 
INDIVIDUOS CON DIFERENTES ALOTIPOS Y 
GENOTIPOSHLA-C  

Los siguientes análisis estuvieron dirigidos a examinar las células T 

CD8+CD28- y NK CD56+, que expresan las moléculas CD158a/h (KIR2DL1/S1) o 

CD158b/j (KIR2DL2/3/S2), procedentes de la sangre periférica de los pacientes 

libres de metástasis descritos en la Tabla 35 y los 39 individuos sanos, todos ellos 

portadores de diferentes alotipos HLA-C. Para ello, tanto los pacientes como los 

controles fueron genotipados para este locus y clasificados en función del 

dimorfismo en la posición 80 de la cadena α1 del HLA-C según se describe en 

material y métodos y se muestra en la Tabla 38. 

En función del mencionado polimorfismo en HLA-C se clasificaron como 

grupo C1 a aquellos alelos que portaban "Asn" en la posición 80, también 

denominado "N", incluyendo los alelos HLA-C*01, HLA-C*03, HLA-C*07, 

HLA-C*08, HLA-C*12, HLA-C*14 y HLA-C*1601 y como grupo C2, se 

incluyeron los alelos HLA-C que llevaban "Lys" en esa posición, también 

denominado "K", que comprende los alelos HLA-C*02, HLA-C*04, HLA-C*05, 

HLA-C*06, HLA-C*15, HLA-C*1602, HLA-C*17 y HLA-C*18. Además, los 

pacientes y los controles se clasificaron según su genotipo HLA-C y de acuerdo al 

dimorfismo mencionado en tres grupos; a saber, individuos homocigotos para los 

alelos del grupo C2 (HLA-CAsn80/Asn80) o N/N, individuos homocigotos para los 

alelos del grupo C2 (HLA-CLys80/Lys80) o K/K e individuos heterozigotos 

(HLA-CAsn80/Lys80) o N/K (Tabla 38). Entre los controles se encontraron 14 N/N, 6 

K/K, 18 NK y de 1 no se obtuvieron datos y entre los pacientes 11 eran N/N, 10 K/K 

y 20 N/K. 

Como se muestra en la Figura 36 A, en el caso del grupo control la 

subpoblación de linfocitos T CD8+CD28-CD158a/h+ aparecía aumentada en los 

individuos homocigotos para el grupo C2 (HLA-CLys80/Lys80) con respecto a los 

homocigotos del grupo C1 (HLA-CAsn80/Asn80), mientras que el número de estas 
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células en individuos heterocigotos (HLA-CAsn80/Lys80) fue intermedio. Sin embargo, 

las diferencias observadas entre grupos no fueron significativas. 

Tabla 38. Alelos y alotipos HLA-C en controles sanos y pacientes con melanoma y 

Grupo 
control 
[n = 39] 

Genotipo 
HLA-C* 

Dimorfismo 
HLA-C en 
posición 80 

Pacientes con 
melanoma 

[n = 41] 

Genotipo 
HLA-C* 

Dimorfismo 
HLA-C en 
posición 80 

1 ND ND 1 07, 12 N/N 
2 07, 04 N/K 2 06, 03 N/K 
3 08, 08 N/N 3 15, 16 N/K 
4 04, 12 N/K 4 04, 07 N/K 
5 02, 07 N/K 5 01, 16 N/N 
6 05, 17 K/K 6 05, 05 K/K 
7 07, 07 N/N 7 02, 07 N/K 
8 01, 07 N/K 8 02, 06 K/K 
9 03, 06 N/K 9 01, 07 N/N 

10 05, 07 N/K 10 03, 08 N/N 
11 15, 15 K/K 11 08, 17 N/K 
12 03, 07 N/K 12 03, 04 N/K 
13 03, 04 N/K 13 03, 04 N/K 
14 16, 17 N/K 14 05, 08 N/K 
15 03, 12 N/N 15 02, 04 K/K 
16 04, 07 N/K 16 08, 12 N/N 
17 07, 07 N/N 17 07, 16 N/K 
18 01, 03 N/N 18 06, 07 N/K 
19 02, 05 K/K 19 05, 16 N/K 
20 07, 07 N/N 20 04, 12 N/K 
21 07, 16 N/N 21 05, 06 K/K 
22 04, 04 K/K 22 05, 07 N/K 
23 12, 05 N/K 23 04, 15 K/K 
24 12, 12 N/N 24 02, 07 N/K 
25 03, 03 N/N 25 08, 14 N/N 
26 03, 12 N/N 26 06, 12 N/K 
27 05, 08 N/K 27 12, 17 N/K 
28 03, 07 N/N 28 03, 04 N/K 
29 05, 07 N/K 29 02, 05 K/K 
30 16, 08 N/N 30 06, 08 N/K 
31 02, 07 N/K 31 01, 07 N/N 
32 05, 08 N/K 32 07, 08 N/N 
33 07, 16 N/N 33 12, 14 N/N 
34 07, 15 N/K 34 15, 17 K/K 
35 03, 07 N/N 35 07, 08 N/N 
36 05, 07 N/K 36 02, 02 K/K 
37 04, 16 N/K 37 04, 04 K/K 
38 04, 15 K/K 38 06, 12 N/K 
39 05, 06 K/K 39 12, 12 N/N 

40 06, 15 K/K 
41 04, 16 N/K 

Abreviaturas: ND, no datos; N, Asparagina (Asn); K, Lisina (Lys). Los pacientes 5, 20, 28, 36, 37 y 
41 pertenecen al estadio III, los pacientes 3,22, 31, 32 y 38 son del estadio II y el resto del estadio I. 
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Por el contrario, como se observa en la Figura 36A, en el grupo de pacientes 

con melanoma las comparaciones entre individuos homocigotos y heterocigotos para 

alotipos HLA-C (HLA-CAsn80/Asn80, HLA-CLys80/Lys80 y HLA-CAsn80/Lys80) revelaron 

diferencias estadísticamente significativas en el número de células que expresaban 

CD158a/h (P = 0.009, análisis ANOVA), las cuales fueron particularmente 
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Figura 36. Linfocitos T CD8+CD28- y células NK CD56+ que expresan CD158a/h y CD158b/j en 
diferentes alotipos HLA-C. Análisis realizado en individuos homocigotos para HLA-CLys80, 
individuos heterocigotos HLA-CAsn80/Lys80 e individuos homocigotos para HLA-CAsn80. A, número de 
linfocitos T CD8+CD28-CD158a/h+; B, número de células NK CD56+CD158a/h+; C, linfocitos T 
CD8+CD28-CD158b/j+; D, células NK CD56+CD158b/j+. Las columnas y barras representan la 
media ± SEM. Los valores de P fueron determinados mediante ANOVA y el test de Kruskal-Wallis: 
*P = 0.007 pacientes homocigotos para HLA-CLys80 vs. pacientes homocigotos para HLA-CAsn80 
(n = 7 y 11, respectivamente); **P = 0.03 pacientes homocigotos para HLA-CLys80 vs. pacientes 
homocigotos para HLA-CAsn80, y mediante el test t-student: ***P = 0.04 pacientes vs. controles, 
ambos heterocigotos HLA-CAsn80/Lys80 (n = 17 y 18, respectivamente). 
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relevantes cuando se compararon entre sí los dos grupos de pacientes homocigotos 

HLA-CAsn80/Asn80 y HLA-CLys80/Lys80 (P = 0.007). 

Con respecto a las células NK CD56+ que expresan CD158a/h (Figura 36 B), 

las comparaciones realizadas entre individuos sanos pertenecientes a los diferentes 

genotipos HLA C no revelaron diferencias significativas. Sin embargo, y como 

previamente se había visto para los linfocitos T CD8+CD28-, el número de células 

NK CD56+CD158a/h+ estaba también significativamente aumentado (P = 0.03) en 

los pacientes homocigotos del grupo C2 (HLA CLys80/Lys80) respecto al observado 

en los pacientes homocigotos del grupo C1 (HLA CAsn80/Asn80). 

Por otra parte, también se observaron diferencias cuando los pacientes 

heterocigotos HLA-CAsn80/Lys80 se compararon con los controles sanos heterocigotos 

HLA-CAsn80/Lys80; de hecho, el número de células NK CD56+CD158a/h+ detectado en 

pacientes heterocigotos fue significativamente más alto que el encontrado en 

individuos heterocigotos sanos (P = 0.04, test t-student desapareado de dos colas). 

Es de destacar que, en contraste a los diferencias observadas en el número de 

células que expresan el receptor CD158a/h, las variaciones detectadas tanto en 

células T como NK positivas para el receptor CD158b/j fueron menores y no 

alcanzaron significación estadística (Figura 36 C y D). 

Por último, para evaluar el nivel de expresión de los receptores KIR, y dado 

que no se habían observado cambios significativos en las células positivas para 

CD158b/j, se realizó un análisis de IMF de la molécula CD158a/h. Este análisis 

reveló que la IMF de CD158a/h en linfocitos T CD8+CD28- y en células NK CD56+ 

era similar en pacientes y controles, pertenecientes a diferentes grupos HLA-C. 

Además, cuando la IMF de CD158a/h observada en cada grupo HLA-C de pacientes 

fue comparada con la IMF de los correspondientes grupos de controles tampoco se 

observaron diferencias significativas (datos no mostrados).  
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1. DISCUSIÓN 

El presente trabajo es el resultado de un proyecto de investigación traslacional 

y multidisciplinar que se diseñó con el objetivo de conocer si existen aspectos 

inmunológicos, bien sean inmunogenéticos, moleculares o celulares, como los 

mediados por las moléculas HLA o ciertas poblaciones celulares del sistema 

inmunitario, capaces de influir en la susceptibilidad o resistencia frente al desarrollo 

de melanoma y en el pronóstico de esa enfermedad. Este estudio se ha realizado 

sobre un total de 530 individuos caucásicos, compatibles en edad y sexo, procedentes 

de la Comunidad Autónoma de la Región de Murcia, de los cuales, 356 eran 

individuos sanos en calidad de grupo control y 174 fueron pacientes con diagnóstico 

histológico de melanoma cutáneo maligno, en estadios clínicos y con características 

clínicas diferentes en el momento del diagnóstico.  

En cuanto a los objetivos primero, segundo y tercero, relativos a los estudios 

inmunogenéticos, se analizó el polimorfismo de moléculas HLA-I clásicas 

codificadas por los loci HLA-A, HLA-B y HLA-C, con una especial referencia a las 

de este último locus y las portadores de del epitomo HLA-Bw4 y entre las variantes 

alélicas no clásicas se evaluaron las del locus HLA-E.  Adicionalmente, se 

contempló el posible papel de las moléculas de HLA de clase II, HLA-DR y 

HLA-DQ.  

Para la evaluación de la inmunidad celular en melanoma se analizaron las 

poblaciones citotóxicas de linfocitos T CD8+ y células NK, así como la expresión de 

receptores NKR en los linfocitos T CD8+ y la de los KIR en ambas estirpes celulares 

e igualmente se procedió a analizar el repertorio de células que expresaban los 

receptores KIR2D en individuos con distintos alotipos y genotipos HLA-C, dada su  

particular relevancia en la activación o inhibición de los mecanismos de citotoxicidad 

ejercidos por linfocitos T CD8+ y células NK.  

La actividad antitumoral del sistema inmunitario se relaciona principalmente 

con la acción efectora citotóxica de los linfocitos T CD8+ y de las células NK (Jovic 
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et al., 2001; Lee et al., 2004; Oble et al., 2009; Sengupta et al., 2010), Es bien 

conocido el papel relevante de los antígenos HLA-I en el reconocimiento antigénico 

y la respuesta citotóxica mediada por los linfocitos T CD8+, pero la actividad 

citotóxica de las células NK también se ve influenciada en gran medida por la 

expresión de estas moléculas HLA-I en las células diana. Además, se ha descrito que 

el papel de los antígenos HLA-I, en particular el de los alelos HLA-C, ciertos alelos 

HLA-A (HLA-A3 y HLA-A11) y el del epítopo HLA-Bw4, que por su importancia 

como ligandos de los receptores KIR son cruciales para la correcta función citotóxica 

o inmunomoduladora de ambas estirpes celulares (Parham P and McQueen KL, 

2003; Rajalingam, 2011). 

Hasta la fecha, los estudios de la asociación de HLA y melanoma u otros 

tumores sólidos son bastante limitados. Además, con respecto al melanoma, en 

muchos casos, los datos publicados son inconsistentes o contradictorios, por lo que 

no existe un consenso sobre la asociación HLA con susceptibilidad o resistencia a 

esta enfermedad. Por ello, uno de los objetivos fundamentales de este trabajo ha sido 

investigar la posible implicación del HLA en el melanoma atendiendo especialmente 

a su influencia en la susceptibilidad y en el pronóstico de esta enfermedad.  

En cuanto al papel de los alelos HLA-A, nuestros hallazgos al considerar la 

serie total de pacientes, a diferencia de lo que ocurre cuando se contemplan los 

distintos grupos y situaciones clínicas desagregadas, no son informativos sobre la 

susceptibilidad general a padecer melanoma ni tampoco respecto a la evolución 

clínica. Sin embargo, al considerar los distintos grupos histológicos, el alelo 

HLA-A1 estaba menos representado en el grupo de MES, una de las variantes menos 

agresivas de esta enfermedad, lo que sugiere que este alelo puede representar un 

factor de protección frente al padecimiento de este tipo de melanoma. No obstante, 

sería aconsejable extender el estudio a una serie más amplia para confirmar si 

realmente el alelo HLA-A1, puede relacionarse con el tipo MES de melanoma y, 

proteger frente a esta modalidad de la enfermedad. Más precisamente porque la 

representación de HLA-A1 en nuestra cohorte de pacientes contradice lo reportado 

por Luongo (2004), quién describe una alta representación del alelo HLA-A1 en 

pacientes italianos con MES, asociada además a una buena evolución clínica, aspecto 
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que podría ser reflejo de un efecto protector de este alelo de la enfermedad, 

posiblemente debido a una mayor eficacia en la presentación de antígenos tumorales. 

Por otra parte, el trabajo de Naumova (2005) también sugiere un ligero incremento 

de la frecuencia de HLA-A1 en pacientes con melanoma, aunque sus datos no llegan 

a ser significativos y el texto tampoco indican la relación existente con las distintas 

entidades histopatológicas o con la evolución clínica del tumor; además, sus 

resultados están basados en cohortes de pacientes y controles mucho más reducidas 

que la incluida en el presente trabajo.  

Cuando se evaluó el papel del locus HLA-A, considerando las características 

clínicas del melanoma, el antígeno HLA-A3 también parecía proteger de la 

ulceración en la lesión primaria, puesto que su frecuencia en este caso y en el de 

pacientes con metástasis estaba reducida. Un hallazgo que sugiere que HLA-A3 

pueda considerarse como un indicador de buen pronóstico. Igualmente, la menor 

representación HLA-A28 en pacientes cuyo tumor tuviese un grosor > 1mm, sugiere 

que este antígeno puede mediar en la buena evolución del melanoma y ejercer como 

factor protector evitando el crecimiento de la lesión tumoral.  

En relación inversa con todo lo anterior, los datos de nuestra serie muestran 

que HLA-A24 podría constituir un factor de mal pronóstico en melanoma, pues su 

presencia aparecía sobrerrepresentada en pacientes que desarrollaban metástasis. 

Resultado este último que viene a confirmar lo descrito previamente por Schachter 

(1997), cuyo grupo también encontró la existencia de una asociación entre la 

presencia HLA-24 y melanoma con metástasis en un estudio realizado sobre una 

población de pacientes judíos. 

Respecto al locus HLA-B, concretamente el antígeno HLA-B62, parece 

mediar en una evolución negativa del melanoma, ya que el único portador de este 

alelo encontrado en nuestra serie padecía un tumor de tipo MN, una entidad más 

agresiva que el MES, aunque en este caso no presentaba ni ulceración ni metástasis. 

De modo general, los hallazgos relativos al papel del locus HLA-B en la serie aquí 

investigada, difieren de los descritos anteriormente en una población japonesa donde 

se indica que HLA-B13 se asocia con el melanoma y en concreto con el subtipo MN 

o  también  que HLA-B61 resulta disminuido en la población enferma y que 
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HLA-B51 aparece representado en el 50% de melanoma del tipo MLA, mientras está 

ausente en el melanoma de tipo MN (Muto et al., 1996; Ichimiya et al., 1996). No 

obstante, hay que destacar que la serie que ellos estudian es mucho menor y, además, 

que en la época de ese estudio la metodología era menos precisa que la utilizada en el 

presente trabajo y, muy especialmente, que entre la población japonesa y la nuestra 

existen claras diferencias étnicas que se traducen en diferencias de representación de 

alelos y antígenos codificados por el sistema HLA entre ambas poblaciones y eso 

puede modificar su relación con la enfermedad en ambas etnias. Contrariamente, a lo 

indicado para la población japonesa, Luongo (2004) describe una asociación negativa 

entre melanoma y HLA-B13 y HLA-B44.  Por otro lado, nuestro estudio tampoco 

revela ninguna relación entre melanoma y HLA-B38, tal como ha sido previamente 

descrito en una población judía (Schachter et al., 1997).  

En cuanto a la correlación de antígenos HLA-B con las características clínicas 

del melanoma en nuestra serie, el hallazgo relacionado con el hecho de que 

HLA-B27 esté más representado en pacientes con un tumor de grosor > 1mm, lo que 

si se consigue confirmar con datos más significativos en una serie más amplia podría 

llevar a considerar que este antígeno pueda constituir un indicador de mala evolución 

del melanoma. Más interesante es quizás, la observación de que la frecuencia de 

HLA-B35 aparezca aumentada significativamente en pacientes con metástasis, ya 

que sugiere que HLA-B35 puede tener un papel relevante sobre la mala evolución de 

la enfermedad, es decir, que sea un factor de mal pronóstico para el melanoma. 

Adicionalmente, también podría considerarse un factor de riesgo para la progresión 

de la enfermedad el antígeno HLA-B53, dada su mayor representación en pacientes 

con ulceración en la lesión primaria y, en el mismo sentido, habría que contemplar 

que HLA-B55 y HLA-B61 podrían operar como factores de mal pronóstico, en 

función del aumentos de sus frecuencias en pacientes con metástasis, aunque el 

efecto de estos antígenos queda pendiente de una confirmación más precisa de su 

significación estadística en series más amplias. Por último, señalar que el aumento de 

frecuencia de HLA-B72 en pacientes con un grosor tumoral > 1mm, también sugiere 

que este antígeno pueda representar un factor de riesgo asociado con una mala 

evolución de la enfermedad.  
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Dada la importancia del epítopo HLA-Bw4, en tanto que ligando del receptor 

KIR3DL1 y, mediador en la educación de las células NK y de su actividad citotóxica 

o de la de las células T CD8+, esencialmente debido a que como las moléculas 

HLA-C presenta dimorfismo en la posición 80, se consideró interesante valorar su 

influencia en el melanoma. En este sentido, se revisó no solo el efecto posible del 

epítopo HLA-Bw4 sino también el de sus isomorfismo HLA-Bw4 (Thr80) y HLA 

Bw4 (Ile80)  y de sus distintas combinaciones genotípicas en homo o heterocigosis, 

sin que en ningún caso, se pudiera establecer una correlación entre cualquiera de 

ellos y la susceptibilidad o resistencia al melanoma, ni tampoco con los subtipos 

histológicos o la evolución y pronóstico de la enfermedad. En conjunto estos 

resultados tampoco concuerdan con los publicados por Naumova (2005), indicando 

que el alotipo HLA Bw4Thr80 estaba menos representado en el grupo pacientes con 

metástasis, aun así, los datos de este trabajo no ofrecían diferencias estadísticamente 

significativas y las cohortes estudiadas por ellos fueron mucho más reducidas. 

Dada la relevancia de los alelos del locus HLA-C por su capacidad para 

reconocer receptores KIR expresados tanto sobre linfocitos T como células NK y su 

importancia en la educación de células NK, uno de los objetivos de este estudio 

proponía explorar si algún alelo o alotipo HLA-C, en mayor o menor medida se 

correlacionaba con la susceptibilidad, protección, evolución o con el pronóstico de la 

enfermedad. Así, primero se evaluó la relación entre alelos HLA-C y el desarrollo de 

metástasis regional linfática en los pacientes de melanoma, lo que propició el 

hallazgo de una mayor frecuencia del alelo HLA-C*04 en pacientes que presentaron 

metástasis en el ganglio centinela, mientras esto no ocurría en pacientes sin 

metástasis, y por tanto, que este alelo podría favorecer una mala evolución del 

melanoma. Sin embargo, el diseño del trabajo no permitió asegurar si este alelo tenia 

un efecto per se o era ocasionado por el desequilibrio de ligamiento existente entre 

HLA-C*04 y HLA-B35 (Chertkoff et al., 1988), aunque si se pudo constatar que la 

significación de la asociación de HLA-C*04 y metástasis fue mayor que la observada 

para HLA-B35, lo que hace pensar que HLA-C*04 se relacione realmente con la 

aparición de metábasis.  
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Por el contrario, la menor representación del alelo HLA-C*07, en el tipo 

histológico MES pero no en el MN, hace pensar que HLA-C*07 infiere una menor 

susceptibilidad para el desarrollo de MES. Más aún, HLA-C*07 correlaciona 

positivamente con la protección frente a la migración del melanoma y la aparición de 

metástasis, hecho que le convierten en un factor candidato a ejercer un efecto 

protector frente a melanoma. En contraste, una vez que el desarrollo del melanoma 

haya tenido lugar, la presencia del alelo HLA-C*07 disminuye en las formas más 

benignas del melanoma, bien sea por un grosor ≤ 1mm del tumor o por ausencia de 

ulceración en la lesión primaria, lo que cuando menos cuestiona su papel protector en 

la progresión de la enfermedad.  

Otro de los alelos HLA-C que puede ser asociado a una mejor evolución del 

melanoma es el alelo HLA-C*08, ya que ha resultado predominante en los 

melanomas con un grosor ≤ 1mm y también, en los pacientes que no presentaban 

ulceración en la lesión primaria y en los que no se detectó metástasis en el ganglio 

centinela.  

Por el contrario, la sobrerrepresentación del alelo HLA-C*17 hallada en la 

población total de los pacientes con melanoma y también concretamente en el 

subtipo histológico MES, hace pensar que este alelo pueda predisponer a la 

enfermedad y por tanto podría  considerarse como un factor de riesgo o de mayor 

susceptibilidad al melanoma. En cambio sobre la evolución del melanoma, la 

presencia de este alelo parece también conferir cierta protección frente al crecimiento 

vertical y frente a la ulceración, puesto que como se ha mencionado para el alelo 

HLA-C*08 su frecuencia aparece aumentada tanto en el grupo donde el tumor tenía 

≤ 1mm de grosor como en el grupo que no presentaba ulceración en la lesión 

primaria. Además, también puede ser protector de la aparición de metástasis, ya que 

ningún paciente portador de este alelo desarrollo metástasis.  

En fin, los datos sobre HLA-C, vienen a contradecir lo descrito por Naumova 

(2005) sobre el aumento de HLA-C*07 en pacientes de melanoma y la disminución 

de HLA-C*17 en esa misma serie. Aunque como ya se ha mencionado en dicho 

trabajo las variaciones de estos alelos no fueron estadísticamente confirmadas y sus 

cohortes eran mucho menores que las del analizadas en el presente trabajo, pero 
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tampoco se puede descartar que existan diferencias étnicas con respecto a la 

población española.  

Continuando con el estudio de la posible implicación del locus HLA-C en el 

melanoma y tras estratificar los pacientes teniendo en consideración el dimorfismo 

en posición 80, y considerado el total de pacientes portadores del alotipo Asn80 (que 

define a los alelos integrantes del grupo C1), ya fueran homo o heterocigotos, la 

presencia de este alotipo parecía conferir algún tipo de protección frente al 

melanoma, en particular frente al tipo histológico MES y frente a la migración 

tumoral, pues este alotipo fue menos representativo en los grupos de MES (Tabla 6r) 

y metástasis (Tabla 14r). Sin embargo, curiosamente, en presencia de doble carga de 

Asn80 en pacientes homocigotos para este alotipo (Asn80/Asn80 o C1/C1), la 

probabilidad de ulceración en la lesión primaria era relevante, lo que cuestiona su 

beneficio en el pronóstico general.  

En este sentido y, en virtud de la menor frecuencia de individuos portadores 

de Asn80 en los melanomas con un grosor ≤ 1mm y en los que no presentaban 

ulceración en la lesión primaria, parece también que el melanoma una vez 

desarrollado pueda tener una evolución más agresiva. Este comportamiento recuerda 

el observado para el HLA-C*07 (un alelo del grupo C1 y por tanto con el epitopo 

Asn80) y, abunda sobre la posibilidad de que su efecto se deba precisamente a la 

presencia del epítopo Asn80 y que éste sea el factor condicionante de la peor 

evolución del tumor. Aún así, no es posible descartar fehacientemente que HLA-

C*07 tenga “per se”, en su calidad de presentador de antígenos, un papel como factor 

de protección y que su función no se deba exclusivamente a su pertenencia al grupo 

C1. Por tanto, sería recomendable confirmar estos hallazgos en una serie de pacientes 

más amplia, máxime cuando el efecto protector de HLA-C*07, ha sido también 

descrito en una población española de nuestro ámbito geográfico en pacientes de 

carcinoma diferenciado de tiroides (Ríos et al., 2004). Más aún, tampoco se ha 

podido descartar que estos últimos datos relacionados con ulceración y grosor del 

tumor, sean reflejo de lo que acontezca en los otros subtipos histológicos no MES, 

minoritarios en nuestra serie. 
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En contraposición al epitope Asn80, parece que ser portador en homocigosis 

del epítopo Lys80 (grupo C2 de HLA-C) predispone al desarrollo de melanoma 

(Tabla 6r) y, en particular al tipo MES, donde este alotipo es predominante. Más aun 

su presencia puede favorecer la migración tumoral pues es un alotipo predominante 

en pacientes con metástasis en el ganglio centinela y por ello, puede ser considerado 

como un factor de mal pronóstico (Tabla 14r). En cambio, curiosamente, en 

individuos con HLA-CLys80 en homocigosis el aumento del grosor y a la aparición de 

ulceración en la lesión primaria parece estar protegido y, además, su sola presencia 

en heterocigosis, también resulta protectora frente a la ulceración. Recordemos aquí, 

que, entre los alelos HLA-C del grupo C2, el alelo HLA-C*04, era el más 

representativo en pacientes de melanoma con metástasis regional linfática, lo que le 

distinguía de los pacientes sin metástasis (ver Tabla 13r). Cabe por ello pensar que 

las correlaciones observadas en los portadores del alelo HLA-C*04, podrían estar 

influidas por su pertenencia al grupo C2 que es portador de Lys80, ya que cuando se 

estudiaron las cohortes excluyendo este alelo las asociaciones observadas con 

melanoma y su pronóstico no se veían afectado su valor estadístico (datos no 

mostrados). En este contexto, nuestros datos también discrepan de los publicados 

anteriormente (Naumova et al., 2005), donde se especificaba que los individuos 

homocigotos para Lys80 eran infrecuentes en pacientes con melanoma, mientas que 

la presencia en homocigosis del alotipo HLA-CAsn80 era más frecuente en los 

mismos. No obstante, habría que tener en cuenta las probables diferencias étnicas 

entre las dos poblaciones estudiadas, pues de hecho, la frecuencia observadas para 

los tres genotipos (C1/C1, C2/C2 y C1/C2) en de la población control búlgara 

difieren sensiblemente de la encontrada en nuestra cohorte de individuos sanos.  

En resumen, se puede considerar que la presencia de HLA-CAsn80 y o del alelo 

HLA-C*07 sean factores que puedan conferir protección frente a la susceptibilidad al 

melanoma y al desarrollo de metástasis, mientras que la homocigosis para 

HLA-CLys80 comporte un factor de riesgo para la aparición de la enfermedad y la 

predisposición al desarrollo de metástasis.  

Adicionalmente, parece que HLA-CAsn80 y de HLA-CLys80, actúen en sentido 

contrario en lo relativo al crecimiento del tumor y a la posibilidad de ulceración, pues 

  180 



  Discusión 

mientras la presencia del alotipo Asn80 se asocia a mayor grosor del tumor y a 

ulceración, la de Lys80 parece proteger frente al crecimiento vertical y a la aparición 

de ulceración en la lesión primaria. Esto podría indicar que los fenómenos 

observados sobre incremento de grosor y ulceración ocurran en tipos histológicos no 

MES; por eso, es necesario estudiar series más amplias para poder confirmar o 

descartar esta observación.   

Esta asociación encontrada en los homocigotos HLA CLys80 como 

predisponente a melanoma y a la aparición de metástasis puede explicarse en el 

contexto de posibles interacciones entre el epítopo Lys80 de las moléculas de HLA-

C y sus receptores específicos expresados sobre células efectoras citotóxicas anti-

tumorales (Al Omar et al., 2010; Al Omar et al, 2011). No obstante, la relevancia 

funcional de este hallazgo es difícil de evaluar ya que tanto las formas inhibidoras 

(KIR2DL1) como activadoras (KIR2DS1) pueden estar expresadas en la superficie 

de las células efectoras (Moretta et al., 1995), aunque es preciso destacar que las 

señales inhibidoras mediadas por receptores NK suelen ser dominantes respecto a las 

señales de activación. Además, las interacciones del epítopo Lys80 con sus 

correspondientes receptores son fuertes mientras que las mediadas por el epítopo 

Asn80 tienen una fuerza intermedia o débil (Parham, 2004; Igarashi et al., 2004; 

Parham, 2005; Vitale et al., 1995; Khakoo et al., 2004).  

Es también un hecho a considerar que el gen que codifica la forma inhibidora 

KIR2DL1 está presente prácticamente en todos los individuos (Martin et al., 2002; 

Nikitina-Zake et al., 2004) y, eso haría que la progresión de la enfermedad pudiera 

ser facilitada en individuos homocigotos para HLA-CLys80, tras la inducción de un 

estado de tolerancia periférica contra el tumor (Vitale et al, 1995; Igarashi et al, 

2004). Esta hipótesis viene apoyada por otros estudios previamente publicados, que 

revelan un efecto dominante de los ligandos de HLA-C del grupo C2 en presencia de 

su receptor inhibidor específico (Martin et al., 2002; Parham 2004; Fan et al., 2001; 

Hiby et al., 2004; Rajagopalan and Long 2005; Al Omar et al., 2011; Al Omar et al., 

2011). Así pues, el papel protector del epítopo Asn80 podría derivar de que al 

establecer interacciones más débiles o intermedias con sus receptores, las señales de 

inhibición transmitidas serían así mismo más débiles e insuficientes para 

  181 



  Discusión 

contrarrestar las señales de activación existentes, por lo que la actividad citotóxica 

frente al tumor se vería facilitada o potenciada. 

Tras la revisión de la relación entre alelos HLA-I clásicos y melanoma, se 

abordó la evaluación de los HLA de clase II con objeto de conocer si también podían 

asociarse la susceptibilidad, resistencia o pronóstico del melanoma, sobre todo por el 

hecho de estudios previamente publicados aportaban resultados inconsistentes o 

contradictorios.  

Referido al total de la cohorte estudiada no hubo evidencia de asociación 

entre alelos de HLA clase II (HLA-DRB1 y HLA-DQB1) con la susceptibilidad o 

resistencia al melanoma. Sin embargo, estos alelos sí se consiguieron relacionar con 

el grosor tumoral y su propensión a ulceración, de manera que la presencia del alelo 

HLA-DRB1*01 o la del alelo HLA-DQB1*03:02 parecía predisponer a la aparición 

de ulceración en la lesión primaria, mientras que, contrariamente, los alelos HLA-

DRB1*07 y HLA-DRB1*13 o el HLA-DQB1*06 parecían ejercer un efecto inverso 

y proteger de la ulceración, dada su menor representación en pacientes donde 

aparecía ulceración. Por último, la sobrerrepresentación HLA-DQB1*03:03 en el 

grupo de pacientes cuyo tumor medía >1mm de grosor sugería que este alelo podía 

ser un factor de riesgo para favorecer el crecimiento vertical del tumor. En cuanto al 

papel de los alelos HLA de clase II, los resultados que ofrece el presente trabajo 

confirman lo  publicado previamente en otro grupo de pacientes de melanoma 

procedentes de nuestra misma área geográfica (Nagore et al., 2002) y curiosamente 

también los de la población japonesa (Kageshita et al., 1997) donde tampoco 

observan asociaciones relevantes entre melanoma y HLA de clase II. Hecho por otra 

parte plausible por la no directa interacción de las moléculas de clase II con las 

células citotóxicas que pueden mediar en la eliminación de células del tumor, aunque 

puedan tener un papel colaborador complementario implementando la producción de 

citoquinas u otros factores que redunde en una mejora de la respuesta inmunitaria 

frente al tumor.  

Por otro lado, es de interés reseñar la debilidad de las asociaciones 

encontradas en nuestra serie para antígenos HLA de clase I clásicos (HLA-A y HLA-

B) y alelos de clase II (HLA-DRB1 y HLA-DQB1) con la susceptibilidad a 

  182 



  Discusión 

desarrollar melanoma, su presentación clínica o su evolución, ya que no soportaron 

la corrección de Bonferroni. No obstante, es cierto que ellas muestran unas 

tendencias no desdeñables, máxime si como se ha mencionado al principio se tiene 

en cuenta que quizás esta corrección sea demasiado estricta y, lo que hace 

aconsejable no descartar que estas asociaciones puedan ser mejor confirmadas en 

futuros estudios sobre series más amplias. Reflexiones aparte, todo el estudio de 

HLA de esta serie concuerda con los informado en estudios realizados con pacientes 

italianos y Búlgaros (Lombardi et al., 1998; Naumova et al., 2005), que tampoco 

pudieron establecer relaciones claras entre los locus HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1, o 

HLA-DQB1 y el desarrollo pronóstico del melanoma. En sentido contrario, en este 

estudio hay clara discrepancia con los resultados publicados por Lee (1994), pues no 

se confirma su afirmación de  que el alelo HLA-DQB1*0301 se asociaba con mayor 

grosor del tumor primario y con la presencia de metástasis, ya fueran éstas regionales 

o viscerales. En modo similar, los datos de este trabajo viene a contradecir los 

previos de un estudio realizado en pacientes británicos, donde se indica que 

HLA-DQB1*0303 puede ser considerado un factor de riesgo para el desarrollo de 

melanoma y que HLA-DQB1*0301, sería un factor de mal pronóstico de la 

enfermedad (Bateman et al., 1998).  

Por último, respecto a los análisis de loci HLA clásicos, como se ha señalado 

en párrafos precedentes, parece oportuno recordar, que las discrepancias observadas 

en las diferentes series de pacientes con melanoma podrían ser explicadas por las 

variaciones étnicas en las frecuencias de HLA y/o por la heterogeneidad de los 

factores genéticos y/o ambientales de las diferentes poblaciones estudiadas (Ghiorzo 

and Scarra, 2003) 

Finalmente, destacar que dentro de los genes HLA no clásicos, es conocida la 

capacidad del locus HLA-E  para reconocer receptores de tipo lectina, CD94/NKG2, 

expresados en células NK y algunas subpoblaciones linfocitos T, propiedad que 

puede redundar en el control y respuesta frente a tumores y, por ende, afectar o no a 

la susceptibilidad y al pronóstico del melanoma. Por esta razón en los pacientes de 

nuestra serie, se abordó también el análisis del polimorfismo en el locus HLA-E y el 

de los  subgrupos basados en la sustitución no sinónima (R versus G) en la posición 
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107 del dominio alfa-2 del exón 3, porque esta aminoácido se sitúa en la zona de 

contacto con el receptor de la célula T.  

Aunque se sabe que cierta líneas de melanoma expresan HLA-E (Marín et al., 

2003) no se pudo establecer correlación directa alguna entre dichas variantes alélicas 

HLA-E o sus fenotipos con el melanoma cutáneo, pero si se pudo descartar por 

primera vez que este locus condicione positiva o negativamente la aparición o 

desarrollo de dicha enfermedad (M).   

Un dato interesante de este trabajo, es que entre los individuos estudiados 

ninguno era portador del alelo HLA-E*0102, dato que difería de lo publicado en otra 

población española en la que el alelo HLA-E*0102 aparecía con una frecuencia del 

10% (Goméz-Casado et al., 1997). Precisamente, la existencia de este alelo así como 

la de HLA-E*0104, que tampoco aparecía en nuestra serie, fue cuestionada 

(Grimsley et al., 2002) y finalmente retirada del consenso. Por otro lado, parece 

oportuno mencionar que las frecuencias alélicas HLA-E observadas en nuestra 

población normal no difieren de las obtenidas en población Danesa (Steffensen et al., 

1998), pero si de las de una población de origen Chino procedente de Tailandia, 

donde HLA-E*01031 fue el alelo predominante con una frecuencia del 39% 

(Kimkong et al., 2003), mientras que en la población Murciana el alelo predominante 

fue HLA-E*0101 (69%), seguido por el HLA-E*01032 (61%). 

En definitiva, los datos más relevantes sobre la relación entre HLA y 

melanoma, son los relativos al posible papel ejercido por la presencia del alotipo 

HLA-C con epítopo Asn80 como posible factor protector frente al desarrollo de 

melanoma y de su predisposición a metastatizar. También los relacionados con que la 

presencia de alelos HLA-C con epítopo Lys80 en homocigosis pueda por una parte, 

constituir un factor que predisponga al desarrollo de melanoma y por otra, al mal 

pronóstico de la enfermedad, al favorecer la aparición de metástasis linfática 

temprana (ganglio centinela).  

Nuestro siguiente objetivo  fue conocer, en un análisis prospectivo, si algunas 

de las distintas poblaciones de células citotóxicas pueden ser relevantes en la 

aparición o progresión del melanoma. El análisis fue focalizado sobre las subclases 

de linfocitos T CD8+ citotóxicos (CTL) y células NK CD56+ que expresan NKRs y 
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también sobre su relación con los fenotipos HLA-C. Es notorio que las interacciones 

entre estas moléculas con sus receptores modulan de modo importante la actividad 

citotóxica  de estas células y su funcionalidad como células reguladoras de la 

respuesta inmunitaria. También, es clásicamente conocido que la respuesta citotóxica 

mediada por los linfocitos T CD8+ citotóxicos es específica de antígeno y restringida 

por HLA–I mientras que la respuesta citotóxica de las células NK no requiere 

reconocimiento específico del antígeno y no está restringida por HLA, pero de algún 

modo gracias a las interacciones KIR/ligando la actividad citotóxica de ambas 

células también es, al menos en parte dependiente de HLA. 

En este estudio prospectivo el número de pacientes analizados fue menor (80 

individuos) pero todos fueron caucásicos y compatibles en sexo y edad, de los cuales 

y entre los pacientes aunque todos fueron diagnosticados histológicamente como 

afectados de melanoma cutáneo maligno, sus características histopatológicas y 

estadios clínicos diferían  en el momento del diagnóstico.   

Como resultado es destacable que entre las  células T CD8+ de sangre 

periférica predominara la población que perdía la expresión de CD28 

(T CD8+CD28-) y que expresaba el marcador de activación HLA-DR+ en pacientes 

de melanoma en estadios clínicos no metastáticos (estadios I-II), dato concordante 

con lo observado en melanoma por otros autores (Casado et al., 2005, Strioga et al., 

2011). Realmente, los mecanismos implicados en la diferenciación y/o expansión de 

la subclase de células TCD8+CD28- todavía no han sido bien clarificados, pero se ha 

descrito que la población T CD8+CD28- suele verse incrementada en estados de 

activación crónica y de la respuesta inmunológica secundara a infecciones, cáncer, 

enfermedades autoinmunes y trasplante alogénico. No obstante, es conveniente 

subrayar que se trata de una población heterogénea, y que puede exhibir tanto 

funciones citotóxicas como  inmunosupresoras y que según se ha descrito que las 

células de fenotipo T  CD8+CD28-  se inducen cuando se ven sometidas a estímulos 

antigénicos repetidos y que en este subtipo se pierde capacidad proliferativa y se 

activa el proceso de senescencia (Tarazona et al., 2000; Arosa, 2002; Brenchley et 

al., 2003; Tsukishiro et al., 2003; Focosi et al., 2010; Strioga et al., 2011). Hechos 

que, al menos en parte, podrían explicar la mayor presencia de linfocitos T  
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CD8+CD28- en estadios tempranos de la enfermedad y su decrecimiento en pacientes 

con metástasis en el ganglio centinela.  La abundancia en la población de células T 

CD8+ podrían predecir un pronóstico favorable e indicativo de que a priori y al 

menos en las etapas tempranas de la enfermedad la vigilancia frente al tumor 

funciona y se manifiesta a través del incremento de la población T activada de 

fenotipo CD8+CD28-DR+. En este contexto, su decadencia numérica cuando aparece 

metástasis en el ganglio centinela (estadio III) reflejaría una pérdida de capacidad 

proliferativa en estas células inducida por estimulación crónica o bien, que su 

presencia en sangre decaiga al entrar en un estado de senescencia dependiente de este 

estadio avanzado del tumor (Casado et al., 2005; Strioga et al., 2011). Los hallazgos 

en relación a esta población de células T, corroboran los de los trabajos publicados 

previamente por Jovic (2001) quién también informó acerca de la disminución 

restingada a la subpoblación de células T activadas CD8+DR+ en pacientes con 

metástasis y en pacientes en estadio III.  

Otra peculiaridad de la población de células T CD8+CD28- de nuestros 

pacientes  fue que curiosamente, el número de ellas que expresaban CD161+ era el 

mayor dentro de la población T CD8+CD28-, dato que confirma lo publicado 

previamente sobre expresión de CD161 en pacientes de melanoma (Casado et al., 

2005).  Un hecho que parece característico del melanoma, pues el receptor CD161 

generalmente se expresa en la población de células T de memoria CD45RO+ con 

fenotipo CD8+CD28+ (Werwitzke et al., 2003), lo que le diferencia del resto de NKR 

que suelen expresarse  preferentemente en la población T CD8+CD28- y con fenotipo 

naive  o CD45RA+ (Speiser et al., 1999a; Speiser et al., 1999b; Werwitzke et al., 

2003).  Este incremento en el número absoluto de células T CD8+CD28-CD161+ en 

pacientes sin metástasis apunta hacia un desencadenamiento de la actividad 

citotóxica mediada por las células T CD8+CD28- en los estadios tempranos del 

melanoma, por lo que se puede especular sobre la posibilidad de que la 

sobreabundancia de esta subpoblación pueda ser una manifestación de los 

mecanismos de inmunovigilancia desencadenados en el paciente para intentar 

destruir las células tumorales. Hipótesis, que vendría apoyada  por el hecho de que la 

molécula CD161, también conocida como NKR-P1A (Lanier et al., 1994), haya sido 

caracterizada como un receptor de activación de la citotoxicidad (Yrlid et al., 1996). 
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Además, estudios posteriores sobre modelos murinos describieron que el receptor 

CD161 se asociaba especialmente con la actividad citotóxica ejercida por células T 

CD8+TCRαβ+ contra múltiples dianas tumorales, incluyendo células de melanoma 

(Stremmel et al., 2001). No obstante, hay que tener en cuenta que el receptor 

NKR-P1A humano puede también contribuir a la inhibición de la actividad citotóxica 

de las células NK a través de la interacción con el ligando no HLA, LLT1, más 

recientemente descrito (Rosen et al., 2005). Sin embargo, hay que recordar que la 

interacción CD161/LLT1 regula de un modo diferente la función de las células NK y 

las células T, pues curiosamente, mientras la interacción de esta molécula en células 

NK inhibe su actividad citotóxica y la producción de IFNγ, en linfocitos T, estimula 

la producción de IFNγ en respuesta a estímulos a través de CD3 (Aldemir et al., 

2005). 

Respecto al resto de NKR, particularmente el análisis de los receptores CD57, 

CD56, CD94 y CD158b, en el total de células T CD8+ de sangre periférica de 

pacientes de nuestra serie no evidencio correlación alguna con la enfermedad. Si bien 

es cierto que existía una alta variabilidad en el número de células T CD8+ circulantes 

que expresaban los receptores NKR en todos los individuos de nuestra serie y que 

ello, pudo limitar la obtención de resultados de mayor valor informativo. De todos 

modos, esta limitación impuesta por la variabilidad en el número de células T NKR+ 

confirma los resultados previos de Speiser (1999b), quien también señalaba la 

existencia de proporciones variables de células T CD8+ efectoras que expresan NKR 

en los linfocitos circulantes de individuos sanos y pacientes de melanoma. Por el 

contrario, los datos aquí presentados difieren de los obtenidos en otra serie de 

pacientes de melanoma españoles, aunque más reducida y clínicamente más 

heterogénea, en la que describieron un aumento significativo de células T CD8+ 

positivas para los receptores CD57, CD56, o CD158b en melanoma (Casado et al., 

2005). Sin embargo, hay que tener en cuenta, que nuestros datos se han expresado en 

valores absolutos mientras que los del estudio de la otra serie española lo hacía en 

porcentajes, lo cual, en parte, podría ser causa de las discrepancias entre los dos 

grupos. Por último, respecto a la diferencia en la cantidad de células T CD8+ NKR+ 

en pacientes con metástasis en el ganglio centinela y en pacientes sin metástasis (ver 

Tabla 20r), debería considerarse la posibilidad de una reducción en la respuesta 
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inmunitaria mediada por células T CD8+ contra el tumor en estadios avanzados de la 

enfermedad (Casado et al., 2005).  

Las células NK en sangre periférica pueden ejercer una acción fundamental 

en  la inmunovigilancia y en la defensa frente a tumores que viene determinada por la 

integración de señales procedentes de receptores activadores tales como KIR2DS y 

receptores inhibidores tales como KIR2DL, por eso fueron también evaluadas en 

nuestra serie de pacientes. En esta parte del estudio, llama la atención que la 

población NK CD56+ era más abundante en pacientes sin metástasis, sugiriendo que 

la acumulación de estas células ocurre principalmente en los estadios más tempranos 

de la enfermedad, ya que en los estadios más avanzados la expansión y o 

acumulación de las mismas, tanto en nuestra serie como en otras series, fue menos 

relevante (Jovic et al., 2001). Es interesante remarcar que este estudio sobre células 

NK, ha permitido demostrar por primera vez un aumento de las células NK totales 

debido especialmente a la acumulación de la subclase de células NK CD56+ que 

expresan los receptores KIR2DL1/S1 también conocidos como moléculas CD158a/h, 

dado que el número de las células NK CD56+ que expresan los receptores 

KIR2DL2/3/S2 o CD158b/j fue similar en pacientes de melanoma e individuos sanos 

(ver Tabla 21r). 

Estos hallazgos sugieren, tal como ha sido recientemente propuesto en 

endometriosis, que las células NK CD56+ positivas para KIR2DL1/S1 podrían 

contribuir a la inducción de tolerancia en melanoma ya que potencialmente en las 

interacciones de este receptor con su ligando predomina la inducción de señales 

inhibidoras (Matsuoka et al., 2005). Además, también podrían sostener la 

observación de Guillot et al. en 2005, sobre la ausencia de relación entre el efecto del 

IFN-α sobre la expresión de perforina por células citotóxicas y la evolución post-

terapéutica de la enfermedad, dado que la expresión de los receptores KIR en la 

superficie de las células NK, podría, al menos parcialmente, bloquear la función anti-

tumoral de dichas células efectoras. 

En el mismo sentido se puede pensar que el incremento en la intensidad de 

expresión de receptores KIR2DL1/S1 (CD158a/h) sobre células NK CD56+ 

observado en el estadio III de la enfermedad (ver Figura 3fr), podría intensificar los 
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mecanismos subyacentes que llevan a la reducida actividad NK que también se ha 

relacionado previamente con estadios avanzados de la enfermedad (Jovic et al., 

2001). 

En fin, remarcar que, en concreto, los resultados discutidos en este apartado 

se ven especialmente reforzados por los siguientes hallazgos observados en el estudio 

comparativo entre controles y pacientes con melanoma, en este caso, melanoma sin 

metástasis:  

1. El predominio en sangre periférica de células T CD8+ y células NK CD56+, 

que expresan los receptores KIR2DL1/S1 (CD158a/h) en pacientes de 

melanoma, respecto a los controles, sobre todo en los que son homocigotos 

para HLA-CLys80 (grupo C2 de HLA-C), lo que puede incidir en una 

alteración del estado de inmunovigilancia en el grupo de pacientes que 

parecen presentar cierta predisposición a expandir el tumor y a la aparición 

de metástasis.  

2. El aumento en sangre periférica de células NK CD56+ que expresan 

KIR2DL1/S1 (CD158a/h) en pacientes heterocigotos (HLA-CAsn80/Lys80), 

aunque menos acusado que en los pacientes homocigotos para Lys80 

(HLA-CLys80/Lys80)  (ver Figura 4fr), pero mayor que en controles donde en 

ningún caso se ha observado un aumento significativo en nuestra población 

sana con esos genotipos. 

Estas observaciones cobran especial relieve si se tiene en cuenta que 

contrariamente a lo que ocurre en pacientes, no se produce expansión de la población 

T CD8+ y ni de la de células NK CD56+ en individuos sanos igualmente homocigotos 

para Lys80 (HLA-CLys80/Lys80)  o en los heterocigotos (HLA-CAsn80/Lys80) de nuestra 

cohorte  ni en las de otros estudios previos (Frohn et al., 1997; Becker et al., 2003).  

El probable interés de estos resultados radica en que los alelos HLA-C del 

grupo C2 (HLA-CLys80) son ligandos específicos para los receptores KIR2DL1/S1 y, 

por tanto, estarían propiciando acciones inhibitorias de la inmunovigilancia 

favoreciendo el escape tumoral. Probablemente, sea este el mecanismo inhibitorio 
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que prime en pacientes con melanoma de nuestra serie portadores del genotipo 

homocigoto HLA-CLys80/Lys80.  

Esta interpretación puede ser soportada por el hecho de que el gen que 

codifica la forma inhibidora KIR2DL1 está presente en prácticamente todos los 

individuos  de nuestra población (Martin et al., 2002; Nikitina-Zake et al., 2004) y 

porque los correspondientes ligandos C2 pueden ser expresados tanto por las células 

dendríticas maduras como por las células de melanoma (Martayan et al., 1999; 

Dellachiesa et al., 2003), favoreciendo de este modo, como ha sido apuntado 

anteriormente, que las señales inhibidoras mediadas por receptores KIR sean 

dominantes sobre las activadoras en el grupo de enfermos que padecen melanoma 

(Vitale et al., 1995; Khakoo et al., 2004; Igarashi et al., 2004;Parham 2004), como ha 

sido apuntado anteriormente. De acuerdo con esta idea, la expresión de ligandos para 

estos receptores KIR en las células de melanoma podrían interferir con la efectividad 

de las células citotóxicas frente al tumor y en consecuencia facilitar su propagación 

metastásica (Vitale et al., 1995; Mandelboim et al., 1996; Bakker et al., 1998; Nasca 

et al., 1999; Igarashi et al., 2004; Van Oijen et al., 2004; Mirjačić et al., 2011) y en 

definitiva, favorecer la tolerancia tumoral y la progresión de la enfermedad. En 

soporte a esta hipótesis, es bueno recordar la asociación positiva descrita en la 

primera parte de este trabajo entre los alelos HLA-CLys80 en homocigosis y la 

presencia de metástasis linfáticas regionales en pacientes con melanoma (Campillo et 

al., 2006; Campillo et al., 2013).  

Simultáneamente, como ya se ha expuesto, en relación a lo que ocurre 

respecto a los genotipos dependientes de las combinaciones alotípicas HLA-C, se 

produce también una expansión selectiva de células T CD8+ y NK CD56+ que 

expresan los receptores KIR2DL1/S1 en pacientes de melanoma que portan el 

correspondiente ligando HLA-CLys80 que, en pacientes en estadios avanzados de la 

enfermedad, va acompañada de un aumento en la expresión de estos receptores sobre 

células NK CD56+, lo refuerza la probabilidad de que estas células jueguen un 

particular papel en la regulación de la respuesta inmunitaria que puede tener lugar 

frente al melanoma.  
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Todo esto propicia la especulación sobre la posibilidad de abrir nuevas vías 

terapéuticas para el control de la progresión tumoral en pacientes con melanoma. 

Precisamente en esta línea, existen ya interesantes resultados previos procedentes de 

la aplicación de esta estrategia en un modelo murino, demostrativos de que el 

bloqueo de los receptores inhibidores expresados sobre las células NK aumenta su 

actividad anti-tumoral tanto in vitro como in vivo, sugiriendo que dichos receptores 

podrían ser los responsables de la disminución en la respuesta anti-tumoral observada 

en este modelo (Koh et al., 2001).  

En definitiva, todos estos hallazgos señalan al potencial terapéutico 

antitumoral que ofrecen las acciones dirigidas a la manipulación de las respuestas 

citotóxicas de los CTL o  a desarrollar estrategias capaces de influir en el balance 

entre las señales de inhibición o activación de las células NK, de tal modo que se 

pueda impedir o paliar el escape del melanoma a la inmunovigilancia. En este 

sentido se abre un vasto y atractivo campo para proseguir con la investigación 

traslacional en ciencias biomédicas cuyo objetivo sea la búsqueda de las terapias 

eficaces en la lucha antitumoral (Srivastava et al.; 2008) 
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  Conclusiones 

CONCLUSIONES 

1. En este estudio no se ha podido evidenciar una asociación clara de antígenos 

HLA de clase I clásicos (HLA-A y HLA-B) y los alelos de clase II (HLA-DRB1 

y HLA-DQB1) con la susceptibilidad a desarrollar melanoma, su presentación 

clínica o su evolución 

2. Se ha podido observar, por primera vez, que la presencia del alelo HLA-C*07 o 

más aun la del alotipo HLA-CAsn80 resulta protectora frente a la susceptibilidad 

al melanoma y frente a la aparición de metástasis en el ganglio centinela. 

3. También se ha visto por primera vez, que la presencia de alelos HLA-C 

portadores de Lys80 en homocigosis aumenta la susceptibilidad al melanoma y 

favorece la aparición de metástasis linfática temprana (ganglio centinela), por lo 

que puede considerarse como un factor de mal pronóstico. 

4. Las variantes alélicas codificadas por el locus HLA-E no se asocian positiva o 

negativamente a la aparición de melanoma cutáneo.  

5.  En pacientes con melanoma en estadios no metastáticos, se ha podido 

comprobar la existencia de un aumento de linfocitos activados T CD8+ CD28-

DR+ y T CD8+CD28-CD161+ circulantes que, puede ser un reflejo de una 

estimulación de la respuesta inmunitaria frente al tumor en estadios tempranos 

de la enfermedad.  

6. Se ha detectado, también por primera vez, la existencia de una expansión de 

linfocitos T CD8+ KIR2DL1/S1 en pacientes de melanoma que portan el ligando 

HLA-CLys80 y además, de células NK CD56+ KIR2DL1/S1 en todos los 

genotipos aunque más acentuada en los homocigotos para Lys80, que sugiere un 

papel de estas células en regulación de la respuesta antitumoral.  

7. En conjunto todos estos hallazgos pueden ser aprovechados para explorar el 

posible potencial terapéutico antitumoral que pueden ofrecer las acciones 

dirigidas a controlar el balance de la respuesta citotóxica de linfocitos T 

efectores y de células NK y como base de estrategias dirigidas al diseño de 

nuevos fármacos inmunomoduladores.   
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