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I. RESUMEN 

El melanoma es una malignidad que deriva de los melanocitos, las células 

encargadas de producir pigmentación en la piel. Dentro de los diferentes tipos de 

cáncer de piel, el melanoma es considerado el más agresivo con más del 60% de 

las muertes. Pese a los esfuerzos realizados para mejorar el pronóstico de la 

enfermedad, la sobrevida a 5 años etapa IV es de menos del 25% en caso de 

invasión a órganos1. La incidencia del melanoma en México ha tenido un incremento 

de 500%; se prevé que esta tasa va en aumento. La respuesta inmune y el estudio 

de ésta en el contexto tumoral es crucial para entender los elementos involucrados 

en el control de la enfermedad. Entre los diferentes componentes del sistema 

inmune, los linfocitos T CD8 residentes de tejido (Trm) han evidenciado ser 

relevantes en la respuesta frente a tumores sólidos, gracias a su capacidad de 

responder rápidamente y promover el control tumoral a largo plazo. Las células 

dendríticas clásicas tipo 1 (cDC1) son el subtipo de DC más eficientes realizando 

presentación cruzada y por lo tanto activando a linfocitos T CD8 por lo que estudiar 

a estas dos poblaciones puede ser de importancia en melanoma. Adicionalmente 

en nuestro país existe predominio de melanoma acral, una forma rara en 

poblaciones caucásicas (54%, México vs 2%, E.U.) sin conocerse si existen 

diferencias en abundancia y fenotipo a nivel inmune entre este tipo de melanoma y 

el cutáneo2. Esto destaca la importancia de estudiar a estar enfermedad en 

población mexicana. En el presente trabajo se logró observar que a pesar de las 

diferencias genéticas e histológicas que el melanoma acral y cutáneo presentan, a 

nivel de infiltrado inmune muestran un comportamiento similar. Además, se encontró 

una población de linfocitos CD8 que expresan CD103 y el factor de transcripción 7 

(TCF-7) la cual se encuentra en mayor abundancia en pacientes libres de 

enfermedad, comparado a aquellos que desarrollan o tienen metástasis. Se logró 

evidenciar que esta población expresa marcadores asociados a la residencia de 

tejido como Hobit, Runx3, CD69, que expresa marcadores de agotamiento como 

PD-1, TOX y que es poco proliferativa pero funcional por la producción de IFN-γ. Se 

encontró que las cDC1 se encuentran más representadas en los pacientes que 
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muestran un control de la enfermedad comparado con los que presentan 

metástasis. Se observó en los pacientes libres de enfermedad dos poblaciones de 

cDC1 una CD40+ PD-L1+ y otra CD40- PD-L1+ cuyo fenotipo es 

predominantemente activador CD86+ IL-12+ IDO-, comparado a los pacientes 

metastásicos donde aunado a la poca abundancia de estas células la mayoría 

tienen un fenotipo regulador. Finalmente se logró evidenciar que mayor abundancia 

de las cDC1 y CD8 CD103 TCF-7 se relacionan de forma positiva, estos a su vez, 

correlacionan con un menor índice de Breslow, uno de los factores más utilizados 

en la clínica para evaluar la invasividad del melanoma y que estas dos poblaciones 

se encuentran en estrecha relación espacial en áreas organizadas cerca del tumor 

en los pacientes que controlan la enfermedad. 

II. ABSTRACT 

Melanoma is a malignancy that derives from melanocytes, the cells responsible for 

producing pigmentation in the skin. Among the different types of skin cancer, 

melanoma is considered the most aggressive, accounting for more than 60% of 

deaths. Despite the efforts made to improve the prognosis of the disease, survival 

at 5 years stage IV is less than 25% in case of organ invasion. The incidence of 

melanoma in Mexico has increased by 500%; this rate is expected to increase. The 

immune response and its study in the tumor context is crucial to understanding the 

elements involved in the control of the disease. Among the different components of 

the immune system, tissue-resident CD8 T lymphocytes (Trm) have been shown to 

be relevant in the response to solid tumors, thanks to their ability to respond rapidly 

and promote long-term tumor control. Classical dendritic cells type 1 (cDC1) are the 

most efficient DC subtype performing cross-presentation and therefore activating 

CD8 T lymphocytes, so studying these two populations may be of importance in 

melanoma. Additionally, in our country, there is a predominance of acral melanoma, 

a rare form in Caucasian populations (54%, Mexico vs 2%, U.S.A.) without knowing 

if there are differences in abundance and phenotype at the immune level between 

this type of melanoma and cutaneous melanoma. This highlights the importance of 

studying this disease in the Mexican population. In the present study it was observed 
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that despite the genetic and histological differences between acral and cutaneous 

melanoma at the level of immune infiltrate show a similar behavior. In addition, a 

group of CD8 lymphocytes expressing CD103 and transcription factor 7 (TCF-7) was 

found to be more abundant in disease-free patients, compared to those who develop 

or have metastases. It was evidenced that this population expresses markers 

associated with tissue residence such as Hobit, Runx3, CD69, that it expresses 

depletion markers such as PD-1, TOX and that it is not proliferative but functional 

due to the production of IFN-γ. We found that cDC1 are more represented in patients 

showing disease control compared to those with metastases. Two populations of 

cDC1 were observed in disease-free patients, one CD40+ PD-L1+ and the other 

CD40- PD-L1+ whose phenotype is predominantly activating CD86+ IL-12+ IDO-, 

compared to metastatic patients where, in addition to the low abundance of these 

cells, most of them have a regulatory phenotype. Finally, it was possible to 

demonstrate that a higher abundance of cDC1 and CD8 CD103 TCF-7 cells are 

positively related, these in turn correlate with a lower Breslow index, one of the most 

used factors in the clinic to evaluate the invasiveness of melanoma and that these 

two populations are found in close spatial relationship in organized areas near the 

tumor in patients who control the disease. 

III. ANTECEDENTES  

INCIDENCIA Y MORTALIDAD DEL MELANOMA 

El melanoma es una neoplasia caracterizada por la proliferación masiva de los 

melanocitos, las células encargadas de la pigmentación en la piel a través de la 

producción de melanina. Dentro de los diferentes tipos de cáncer de piel, el 

melanoma es considerado el más agresivo, ya que a nivel mundial más del 60% de 

las muertes relacionadas a estos tipos de cáncer se deben a esta malignidad1. La 

supervivencia a 5 años en etapas tempranas es de alrededor del 90%, sin embargo, 

a pesar de los distintos esfuerzos por aumentar la sobrevida, ésta se reduce a 64% 

cuando hay metástasis regionales y a menos del 25% cuando hay lesiones de 

melanoma distantes3.  
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La incidencia del melanoma varia a lo largo de todo el mundo, reportando la tasa 

más alta en Australia (40.3 por cada 100,000) y siendo la más baja en las zonas sur 

de Asia (0.5 por cada 100,000). En México el melanoma tiene una incidencia de 

1.01 por cada 100,000, sin embargo, representa 80% de las muertes asociadas al 

cáncer de piel según estadísticas del INCAN. Esta enfermedad ha tenido un 

incremento de 500% en los últimos años en nuestro país, se prevé que esta tasa 

seguirá creciendo en el futuro2,4. La OMS reporta que en el año 2000 la tasa de 

mortalidad era de 0.4 y para 2020 aumentó hasta 0.86 lo cual representa un 

aumento del 115% en mortalidad 5–7, además de que la sobrevida reportada para 

México es menos del 60% incluso desde etapas tempranas 8, lo que señala la 

importancia de estudiar al melanoma en población mexicana.  

 

CLASIFICACIÓN Y TIPOS DE MELANOMA 

Una de las formas más aceptadas para clasificar el melanoma es de acuerdo con el 

sitio anatómico donde se origina la lesión primaria, encontrando cuatro tipos de 

melanoma diferentes; melanoma uveal, mucosal, cutáneo o acral. 

La forma cutánea es la de mayor incidencia en países con población caucásica y se 

origina en cualquier sitio de la piel excluyendo los sitios acrales. El melanoma 

cutáneo suele aparecer en zonas expuestas a luz solar como extremidades 

superiores y cara3,9. 

 

El melanoma acral es aquel que se origina en palmas, uñas y plantas de los pies 

zonas poco expuestas a la luz solar y que están protegidas por una capa gruesa de 

estrato córneo10. Esta forma de melanoma representa entre 1%-8 % en países 

europeos y entre 2%-3% en Estados Unidos 11,12  considerándose una forma poco 

frecuente de melanoma. A pesar de ello en Asia, África y Latinoamérica representa 

más del 50% de los casos. Específicamente en México la incidencia reportada es 
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del 54%10 . Al originarse en sitios con menos exposición a luz solar se piensa que 

el melanoma acral tiene una etiología diferente a la exposición a luz UV.   

 

La mayoría de los melanomas cutáneos son mutantes de BRAF, NRAS o NF1, una 

firma de exposición a luz UV, sin embargo, la mayoría de los melanomas acrales 

son tipo silvestre para estos genes13. Adicionalmente, estudios de secuenciación de 

genoma encontraron que el melanoma cutáneo se caracteriza por presentar 

mutaciones de un solo nucleótido así como inserciones y deleciones , comparado a 

melanomas acrales y mucosales donde predominan cambios genéticos 

estructurales como rearreglos cromosómicos, inversiones, etc , demostrando que a 

nivel genético estos dos tipos de melanoma son diferentes14. 

Algunos autores han encontrado asociación con traumas mecánicos e incidencia 

del melanoma acral, sin embargo, algunos hallazgos recientes mencionan que no 

existe relación entre el estrés mecánico y la incidencia del melanoma en la planta 

de los pies15,16.  Por ello se sugiere que el origen del melanoma acral es multifactorial 

entrando en juego factores genéticos y ambientales que aún no son del todo 

conocidos. Todo lo anterior resalta la importancia del estudio de la fisiopatología del 

melanoma en población mexicana buscando profundizar en los factores 

involucrados en un buen o mal pronóstico de la enfermedad11,17. 

ESTADIFICACIÓN Y TRATAMIENTO DEL MELANOMA 

El estándar de oro para diagnosticar el melanoma sigue siendo la histopatología 

junto con características clínicas que presentan los pacientes. Como ya se 

mencionó, el melanoma deriva de los melanocitos, los cuales se encuentran en la 

capa basal de la epidermis desde donde cursaran en dos etapas de progresión; la 

primera, donde el melanocito formara parches o placas que se extienden de forma 

horizontal radial y una segunda fase que será de crecimiento vertical, donde el 

melanocito infiltrara hacia dermis o crecerá elevando la epidermis formando nódulos 

18. Se ha descrito que los melanomas en que sólo se encuentran en fase de 

progresión radial son de mejor pronóstico comparado a la fase vertical que tiene 

mayor potencial de metástasis. Para detectar una lesión sospechosa suele utilizarse 
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la mnemotecnia "ABCDE" donde A=asimetría, B= bordes irregulares, C=color 

variado, D=diámetro >4mm, E=elevación y/o evolución. Dichos criterios, aunque no 

son una regla, pueden brindar indicios de si un lunar o área pigmentada podrían ser 

sospechosas de melanoma19. 

 

De acuerdo con la Sociedad Americana de Cáncer el melanoma puede clasificarse 

en cinco etapas que abarcan de la 0 a la IV, donde las primeras tres no tienen signos 

de metástasis, la etapa III muestra diseminación a ganglios linfáticos y/o tejidos 

cercanos, y la etapa IV caracterizada por invasión a regiones distantes u órganos 

como pulmón o cerebro20 . Además de la estadificación también se suele obtener el 

TNM (Tumor Nodule Metastasis), índice de Breslow, tasa mitótica, etc. los cuales 

se utilizan en la clínica para poder discriminar que tan avanzando o agresivo puede 

ser el melanoma ya que hacen referencia a qué tan rápido se ha diseminado el 

melanoma.   

 

El tratamiento en etapas tempranas será completamente quirúrgico y en algunos 

casos se sugiere conjuntar con el uso de radioterapia, obteniendo buenos 

porcentajes de respuesta e incluso la remisión de los pacientes21 . Es necesario 

mencionar que en México la mayoría de los pacientes son diagnosticados en fase 

III (fase I-26.1%, fase II-30.6%, fase III-38.8%, fase IV-4.5%)22, donde la cirugía no 

será suficiente. Específicamente en México se suele utilizar quimioterapéuticos a 

partir de etapa III, mostrando una respuesta menor al 20%, destacando la 

importancia de implementar nuevas estrategias terapéuticas23.  Esto ha llevado a la 

implementación de otras alternativas como lo es el uso de inmunoterapia de punto 

de control, tales como anticuerpos anti-PD-1 y/o anti-CTLA-4, cuya función será 

incrementar la respuesta celular de linfocitos T frente al tumor.  Este tipo de terapias 

buscan activar la respuesta inmune inhibiendo estos ‘’frenos’’ inmunológicos para 

así lograr el control tumoral. De tal modo, la inmunoterapia ha sido ampliamente 

utilizada, presentando mejoras en la sobrevida de los pacientes, sin embargo, no 

todos responden o varios recaen en la enfermedad24 , recalcando  la necesidad de 

estudiar a profundidad la respuesta inmunológica frente al cáncer, poniendo 



7 
 

especial énfasis en las poblaciones presentes en el infiltrado tumoral que puedan 

representar un factor pronóstico, tanto como para el control de la enfermedad como 

para la elección de un tratamiento adecuado. 

 

RESPUESTA INMUNOLÓGICA EN MELANOMA 

Estudios de secuenciación de alto rendimiento han revelado que el melanoma 

presenta más de 10 mutaciones por megabase de DNA, siendo algunos de los 

genes más afectados BRAF, NRAS, NF1, CDKN2A, MCR1, etc. Ello coloca al 

melanoma como el tumor con más carga mutacional de todos los tumores humanos 

y en neoplasia altamente inmunogénica 9,25  Sin embargo, esta información es 

predominantemente de melanoma cutáneo. De tal modo, el melanoma resulta un 

modelo ideal para estudiar la respuesta inmunológica y las células involucradas en 

el microambiente tumoral (TME) y su papel en el control de este. 

 

Para tener una respuesta inmunológica que logre proteger frente al cáncer será 

necesario generar células capaces de destruir y controlar al tumor, evitando que 

este escape por fenómenos de inmunoedición26. Diversos estudios han demostrado 

que el infiltrado celular de linfocitos T en un tumor se relaciona con un mejor 

pronóstico para el paciente, ya que dentro de los componentes más importantes del 

sistema inmunológico se encuentra la respuesta mediada por IFN-γ y por los 

linfocitos T CD8+ y Th cooperadores CD4+27. 

 

LINFOCITOS T, MEMORIA Y AGOTAMIENTO 

Una de las poblaciones inmunológicas más importantes en el control tumoral son 

los linfocitos T residentes de tejidos (Trm) ya que han evidenciado ser relevantes en 

el control de tumores sólidos 28. Se ha demostrado que su inducción a través del 

uso de vacunas y adyuvantes puede proteger frente al desarrollo de esta 

enfermedad29–31. Los linfocitos Trm surgen tras una respuesta primaria frente a un 

estímulo, por ejemplo, una infección viral, o en caso del cáncer una célula tumoral32, 

lo cual provocará que en ganglio linfático se activen linfocitos T que viajarán a 
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periferia a ejercer su función33. Posteriormente tomarán residencia permanente en 

el tejido como células de memoria capaces de responder de manera rápida frente a 

un estímulo 34,35, brindando protección frente al patógeno o célula transformada.  Se 

sabe que la mayoría de estos Trm deriva del mismo precursor (CD127+KLRG1-) 

que da origen a otras poblaciones de memoria 36; una vez que éste llega al tejido 

recibe señales que inducen la expresión de CD69, una lectina tipo-C y la integrina 

CD103, la cual se une a E-cadherina en células epiteliales, confiriéndole la 

capacidad de permanecer anclado al tejido y no responder a las señales de 

migración 29. Una vez establecidos podrán responder rápidamente frente a 

estímulos, reclutar y activar a más poblaciones inmunológicas mediante la 

producción de IFN-γ 35. 

 

El agotamiento en Linfocitos T es resultado de la exposición crónica a antígenos, 

como ocurre en el contexto del cáncer o infecciones virales crónicas. Las 

características del agotamiento incluyen la pérdida progresiva de proliferación y de 

respuesta. Originalmente se describieron en ratón dos poblaciones de linfocitos T 

con fenotipo de agotamiento; una que expresa PD-1, TIM-3 y carece de 

funcionalidad ya que no prolifera ni produce IFN-γ, y otra con fenotipo precursor, la 

cual expresa TCF-1, PD-1, no expresa TIM-3 y además es capaz de proliferar y de 

expresar IFN-γ 37 .  Adicionalmente mediante secuenciación de RNA de una célula 

se encontró recientemente que el agotamiento es mucho más complejo, 

demostrando evidencia de al menos cuatro poblaciones agotadas; dos progenitoras 

que expresan TCF7, una quiescente que expresa CD69, otra proliferativa que deja 

de expresar CD69, además una intermedia que todavía conserva características de 

proliferación y función, pero ya no expresa TCF7 y una terminalmente agotada que 

(ref). Se ha descrito que estas poblaciones también existen en el humano y que 

específicamente aquellas con un fenotipo progenitor pueden estar relacionadas con 

un mejor pronóstico y respuesta a la inmunoterapia de punto de control38,39, cabe 

mencionar que en estos estudios dejan claro que estas poblaciones son 

heterogéneas, dejando claro que es necesaria una caracterización más profunda de 

las mismas y su rol en el control de la enfermedad. 



9 
 

CELULAS DENDRÍTICAS 

Las células dendríticas (DCs), por su capacidad de responder a diversas señales, 

junto con la existencia de subpoblaciones con funciones únicas, posicionan a estas 

células como clave en la iniciación y regulación de la respuesta inmune 40. Éstas al 

reconocer un antígeno tumoral y procesarlo, coordinarán la activación de linfocitos 

TCD4+ mediante la presentación en MHCII, o de linfocitos TDC8+ por presentación 

cruzada en MHCI, involucrándose en ambos casos moléculas de coestimulación, 

tales como CD80/CD86, CD40 o inhibitorias como PD-L140. Recientemente se ha 

descrito que la presencia de estas células en algunos tipos de cáncer correlaciona 

con la existencia de nichos de linfocitos TCD8 con fenotipo precursor en el TME 

(microambiente tumoral) y estos a su vez con una mayor tasa de supervivencia para 

el paciente 41. 

 

Las células dendríticas clásicas tipo 1 (cDC1), distinguidas por la expresión de 

CD11c, HLA-DR, BDCA-3 y el factor transcripcional IRF8 han demostrado ser la 

subpoblación de DCs más eficiente activando la respuesta de linfocitos T CD8 42. 

mayor capacidad de realizar presentación cruzada, debido a que son menos 

proteolíticas que otras APC u otros subtipos de DCs. Esto las hace eficientes 

llevando antígenos a los ganglios linfáticos y activando la respuesta inmune43,44. Se 

ha demostrado que son una de las poblaciones requeridas para inducir a los 

linfocitos Trm 45 y que son necesarias en diversos tipos de cáncer, sin contar con 

información completa de su papel en melanoma cutáneo. Algunos estudios en 

modelos murinos sugieren que existe relación entre la presencia de las cDC1 y una 

mejor respuesta del melanoma a terapias bloqueadoras de puntos de control 46,47. 

Adicionalmente se ha observado que la abundancia de cDC1 en sangre de 

pacientes con melanoma disminuye conforme la etapa avanza, sin llegar a 

esclarecer su papel, por lo que se vuelve importante estudiar el fenotipo de estas y 

si se encuentran presentes en el microambiente tumoral 48.  

 

Considerando estos antecedentes y tomando en cuenta que el melanoma es un 

cáncer en donde las características de la respuesta inmune indican ser cruciales, el 
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estudio de las poblaciones inmunológicas que infiltran el tumor sugiere ser de gran 

relevancia, para que en conjunto con otras variables clínicas se pueda establecer 

una relación que permita plantear marcadores que sirvan como indicadores de buen 

o mal pronóstico. 

INTELIGENCIA ARTIFICIAL PARA EL ANÁLISIS DE POBLACIONES INMUNES  

Un examen exhaustivo del microambiente tumoral requiere enfoques 

multiparamétricos para evaluar la presencia de células inmunitarias específicas, así 

como marcadores de rendimiento, en particular los asociados al control del tumor. 

La inmunofluorescencia multiplexada (mIF) implica el análisis de varios marcadores 

dentro de una sola muestra, proporcionando imágenes ricas en información que 

informan de la presencia de diferentes células inmunitarias que coexisten en la EMT, 

su relación espacial entre sí y con las células tumorales, proporcionando en última 

instancia una instantánea de la arquitectura biológica del tejido49.El análisis manual 

de un conjunto de imágenes mIF, en el que cada imagen puede contener de cientos 

a miles de células con múltiples marcadores, es un proceso que requiere mucho 

tiempo y es propenso a errores, con el riesgo de introducir un sesgo subjetivo en su 

selección50. 

La inteligencia artificial (IA) es un campo de la ciencia de los datos centrado en la 

programación de una máquina para que realice múltiples tareas como un humano. 

El aprendizaje automático (ML) es una aplicación de la IA en la que los algoritmos 

leen, analizan y aprenden de los conjuntos de datos de entrada para posteriormente 

tomar decisiones informadas. El aprendizaje profundo (DL) es un subconjunto de 

técnicas de ML por el que los algoritmos se estructuran en capas que forman una 

red neuronal artificial, lo que permite a los ordenadores representar eficazmente los 

datos con múltiples niveles de abstracción para extraer progresivamente 

características de nivel superior 51. La DL ha demostrado ser especialmente potente 

en el análisis de imágenes clínicas en los últimos años, por ejemplo, en el 

diagnóstico de enfermedades52. El uso de la DL tiene varias ventajas sobre los 

diagnósticos manuales basados en imágenes, por ejemplo, una mayor 

precisión53,54, un rendimiento muy mejorado, la ausencia de sesgos subjetivos y una 
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mayor reproducibilidad 50. Es por ello que poder analizar a las poblaciones inmunes 

presentes en el infiltrado de pacientes con melanoma utilizando herramientas de 

inteligencia artificial puede brindar información nueva y relevante que ayuda a 

entender los factores asociados al control de la enfermedad. 

IV. OBJETIVO GENERAL  

Evaluar la presencia, fenotipo y distribución de poblaciones de linfocitos T y células 

dendríticas presentes en el infiltrado tumoral de pacientes con melanoma, así como 

determinar su correlación con el control de la enfermedad. 

 

V. OBJETIVOS PARTICULARES:  

 

• Determinar el fenotipo de linfocitos T CD8 presentes en el infiltrado 

tumoral de pacientes con melanoma acral y cutáneo, así como la relación 

de éste con el control de la enfermedad.  

• Determinar la presencia de cDC1 en el infiltrado tumoral de pacientes con 

melanoma acral y cutáneo, así como la relación de esta población con el 

control de la enfermedad. 

• Determinar el fenotipo activador o inhibidor de células dendríticas clásicas 

tipo 1 y así como la relación de estas células con linfocitos T CD8 en el 

infiltrado tumoral de productos de resección de pacientes con melanoma 

cutáneo  

• Correlacionar las células presentes en el infiltrado tumoral y en el 

ganglio linfático centinela con las características clínicas del paciente. 

• Determinar la distribución, localización, así como posibles interacciones 

de los linfocitos T CD8 con fenotipos específicos y cDC1 en el sitio tumoral 

VI. HIPOTESIS 

 

La presencia, fenotipo y distribución de los linfocitos T y células dendríticas en el 

infiltrado tumoral de pacientes con melanoma podrá correlacionarse con el control 

de la enfermedad. 
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VII. METODOLOGÍA 

 

Tinciones de Inmunofluorescencia 

Para las tinciones de inmunofluorescencia se utilizaron productos de resección 

quirúrgica de melanoma cutáneo pertenecientes al archivo del departamento de 

patología del Hospital de Oncología de Centro Médico Nacional Siglo XXI.   

Se realizaron cortes de bloques de parafina de los productos de resección. Las 

laminillas fueron incubadas una hora a 70 °C para eliminar la parafina, 

posteriormente se sometieron a un tren de solventes de Xilol y EtOH para rehidratar 

el tejido. Para llevar a cabo la recuperación antigénica se incubaron 20 min a 90 °C 

en buffer de citratos pH=6.0 (citrato de sodio 10 µM). Los tejidos fueron tratados con 

solución permeabilizante durante tres horas. Posteriormente se evaluó la población 

de linfocitos T CD8+ mediante los siguientes paneles de tinción con anticuerpos 

primarios anti CD8, CD103 y TCF-1; CD8, CD103 e IFN-γ, CD8 CD103 y PD-1. La 

población de células dendríticas se evaluó con los marcadores HLA-DR, CD11c y 

BDCA3 para distinguir a la población clásica tipo uno, se conservaron los últimos 

dos marcadores para distinguir a la población y se añadió PD-L1 o CD40 a la tinción. 

Todas las marcas fueron reveladas utilizando AF488, AF594 y AF647. 

Tinción de inmunofluorescencia multiplex o t-CyCIF (tissue-based cyclic 

immunofluorescence) 

Para esta técnica se realizaron las inmunofluorescencias de la manera ya descrita 

con anticuerpos primarios y secundarios, anti CD8 (AF594) anti TCF7(AF488) anti 

CD103 (AF647) anti CD11c(AF488) posteriormente se procedió a apagar los 

fluorocromos incubando el tejido en una solución oxidante H2O2 al 4.5% y NaOH 

24mM con exposición a luz blanca 60 minutos. Posteriormente, tras verificación del 

apagado en microscopio confocal se procedió a teñir con anticuerpos acoplados a 

fluorocromos anti-CD45RO(APC) anti-PD-1(PE), anti-CD40(FITC) y anti-PDL1 

(APC) y retinción de los núcleos con Hoechst. Al evaluar el tejido por microscopía 

confocal se buscaron captar los mismos campos captados en el primer ciclo de 
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tinción por lo cual mediante análisis de imágenes en imageJ fue posible alinear los 

núcleos y empalmar las marcas en una sola imagen. 

Obtención de imágenes 

Las laminillas de Hematoxilina & Eosina se evaluaron mediante Aperio CS2 Slide 

Scanner (Leica systems) y analizadas mediante el software Aperio ImageScope 

12.4.3, Leica Biosystems. Las laminillas de inmunofluorescencia se evaluaron 

mediante microscopio confocal (Microscopio confocal Nikon A1+) y las imágenes 

fueron analizadas mediante el software ImageJ 1.52p, NIH, USA.  Se eligieron áreas 

altamente infiltradas cercanas al área tumoral, se contaron cien células y de estas 

se contabilizó aquellas que expresaran las marcas de interés según fuera el panel 

de tinción, esto se realizó en tres campos diferentes para obtener el porcentaje 

promedio de cada paciente. 

Análisis mediante Machine Learning para Cuantificación. 

Para la cuantificación de las diferentes poblaciones, así como evaluación de 

densidad celular y expresión de marcadores se empleó una metodología de análisis 

de imágenes basada en machine learning considerando tres campos cercanos al 

tumor, altamente infiltrados por cada paciente. Para ello los núcleos de cada imagen 

fueron segmentados utilizando la red neuronal convolucional entrenada Cellpose en 

la plataforma Google colab. Una vez que se obtuvieron los núcleos segmentados 

se entrenaron clasificadores específicos para detectar células positivas y negativas 

por cada cada marcador utilizando la herramienta de ImageJ, Annotater. Una vez 

que se entrenaron estos clasificadores se realizó el análisis del conjunto total de 

imágenes. Los clasificadores utilizan a los núcleos segmentados para evaluar célula 

por célula la expresión de cada marcador, permitiendo evaluar el porcentaje de cada 

población, así como fenotipos específicos (Figura 1A). 
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Figura 1. Metodología de análisis basada en Machine-Learning.  

A Estrategia de análisis. Cada imagen fue segmentada basada en el canal de núcleos para definir número y coordenadas. 

Posteriormente utilizando clasificadores entrenados se realizó la detección de células positivas y negativas para cada 

marcador. Finalmente se realizó la interpretación de datos para evaluar el fenotipo y la abundancia celular. 

Análisis estadístico  

Para las pruebas estadísticas se utilizó el software GraphPad Prism V8, USA, 

utilizando prueba de Mann-Whitney para datos no paramétricos y la prueba de 

Kruskal Wallis para comparación multiparamétrica en los casos donde había tres 

grupos de datos. 
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VIII. RESULTADOS 

Características clínicas de la cohorte de estudio. 

Para evaluar a las poblaciones inmunes presentes en el infiltrado de pacientes con 

melanoma, así como observar diferencias entre melanoma acral y cutáneo, se 

obtuvieron productos de resección embebidos en parafina. Dichos productos 

reflejan el estado del paciente al momento de ser diagnosticado con melanoma, 

conociéndose también en este punto indicadores clínicos como TNM, índice de 

Breslow, etc. Adicionalmente se tiene la evolución clínica de estos pacientes tras 

una consulta de seguimiento dos años promedio después de recibir su diagnóstico 

(Figura 2A). Esta información fue utilizada para clasificar a los pacientes en tres 

grupos de estudio; metastásicos iniciales (MI) aquellos que desde el diagnóstico 

mostraron evidencia invasión de melanoma a otros órganos; Evolución a metástasis 

(EM) aquellos que no tenían diseminación en el diagnóstico, pero sí en la consulta 

de seguimiento y Libres de enfermedad (LE) a aquellos que en su consulta de 

seguimiento fueron remitidos de la enfermedad. Siendo así, se contó con un total 

de 36 sujetos de estudio donde 9 fueron MI (25%), 2 EM (5.5%) 22 pacientes LE 

(61%) (Figura 2B) (Tabla 1). Además, se observó que la mayoría de los pacientes 

representan casos de melanoma acral (78%) comparado a melanoma cutáneo 

(12%) y que la mayoría de los pacientes se diagnosticaron en fase I y II (Figura 2C, 

D). 



16 
 

 

Figura 2. Características de la población de estudio. 

A. Línea que representa puntos del tiempo donde se obtuvo información clínica para clasificación de pacientes. Todos los 

productos de resección evaluados reflejan la condición del paciente al momento de ser diagnosticado con melanoma. B. 

Distribución en porcentaje de pacientes de acuerdo con el tipo de melanoma.  C. Distribución en porcentaje de la población 

de estudio de acuerdo con su estado en el diagnóstico y su evolución clínica. Pacientes con metástasis en el diagnóstico 

fueron clasificados como metastásicos iniciales. Pacientes sin metástasis en diagnóstico, pero si en el seguimiento fueron 

clasificados como evolución a metástasis. Pacientes con diagnóstico de melanoma que en el seguimiento resultaron 

remitidos fueron clasificados como pacientes libres de enfermedad. D. Distribución en porcentaje de acuerdo con la etapa 

en que los pacientes fueron diagnosticados. 
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Tabla 1. Características clínicas de la cohorte de pacientes. La evolución clínica se clasificó de 

acuerdo con un seguimiento después de dos años a partir del diagnóstico. NR=No reportado. 
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Análisis de la histología de pacientes con melanoma acral y cutáneo. 

Una de las primeras preguntas a responder es qué tan diferente es el infiltrado de 

pacientes con melanoma cutáneo vs melanoma acral. Buscando distinguir las 

características histológicas del tejido y conocer la localización del infiltrado 

inmunológico, se realizaron tinciones con Hematoxilina y Eosina (HE) evaluadas por 

microscopía de campo claro. Este análisis permitió evaluar las características 

estructurales, las zonas de transformación y la localización del infiltrado inmune de 

los diferentes tejidos. Se logró observar las diferencias histológicas entre melanoma 

cutáneo y acral de dos pacientes LE; para el primer caso la epidermis mostro ser 

delgada además de haber varios folículos pilosos y glándulas sudoríparas, por otro 

lado, para el melanoma acral la piel mostró tener un estrato córneo y epidermis 

gruesa, así como ausencia de folículos pilosos, destacando que estos dos tipos de 

melanoma son diferentes también a nivel histológico a pesar de derivarse de la 

misma célula (Figura 3). Adicionalmente se compararon melanomas acrales y 

cutáneos con TNM e índices de Breslow similares observando, por ejemplo, que los 

melanomas del tipo in situ muestran un crecimiento tumoral recluido a la epidermis 

y las zonas de infiltrado se encuentran en la frontera dermis-epidermis, cercanas a 

la transformación (Figura 4A). Por otro lado, los melanomas del tipo nodular 

muestran una invasión vertical con respecto a la epidermis, llegando a dermis y en 

algunos casos a capa subcutánea; las zonas de infiltrado se encontraron a la 

periferia del tumor (Figura 4B). Esté análisis además de permitir mapear las zonas 

de infiltrado, además se demostró que pacientes con características histológicas y 

clínicas similares tuvieron una evolución diferente, destacando la importancia de un 

análisis más profundo de los factores que pueden ser de buen o mal pronóstico. 

Este acercamiento histológico estableció las bases para los posteriores análisis. 
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Figura 3. Diferencias histológicas entre melanoma cutáneo y acral 

A. Tinción de Hematoxilina & Eosina (HE) para un paciente con melanoma cutáneo y un paciente con melanoma acral. Los 

melanomas originarios de sitios cutáneos muestran una epidermis delgada, así como la presencia de folículos pilosos y 

glándulas sudoríparas. Los melanomas originarios sitios acrales muestran una epidermis gruesa y ausencia de folículos y 

glándulas. Epidermis orientada hacia arriba. Acercamiento del área seleccionada en negro.  
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Figura 4. Histología cutánea de pacientes con melanoma. 

Micrografías representativas de tinciones de Hematoxilina & Eosina (HE) en cortes de productos de resección de 

melanoma cutánea para A pacientes con melanoma in situ de crecimiento recluido a la epidermis y un TNM y Breslow 

similar, cuya evolución a largo plazo fue diferente B pacientes con melanoma nodular que muestran invasión a dermis y 

capa subcutánea, así con un TNM y Breslow similar, pero la evolución a largo plazo fue diferente. Epidermis orientada 

hacia arriba. Acercamiento del área seleccionada en negro.  
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Evaluación de linfocitos T presentes en el infiltrado tumoral de melanoma. 

Una vez establecidas las características histológicas y las zonas de infiltrado 

tumoral nos preguntamos si la composición del infiltrado inmune podría ser diferente 

entre los diferentes tipos de melanoma, así como los grupos de estudio. Para ello 

utilizando análisis de imágenes basado en inteligencia artificial se buscó responder 

si el infiltrado de linfocitos CD8 totales podría ser diferente entre melanoma acral y 

cutáneo, encontrando que no hay diferencias significativas entre los dos tipos de 

melanoma ni en abundancia ni en densidad (Figura 5A,5B, 5C). Al observar que 

melanoma acral y cutáneo no son diferentes a nivel de abundancia de linfocitos CD8 

se decidió unir ambos grupos de estudio y se dividieron de acuerdo con la evolución 

clínica de de los pacientes. Este análisis permitió observar que los CD8 que estas 

no representan una diferencia entre los pacientes libres de enfermedad (LE) 

metastásicos iniciales (MI) y de evolución a metástasis (EM) (Figura 5D), mostrando 

que la abundancia de esta población sólo es diferente de acuerdo con el estadio del 

melanoma (Figura 5E). Estos resultados destacan la importancia de estudiar con 

mayor detalle el fenotipo de los linfocitos CD8 buscando específicamente que 

poblaciones pueden representar una diferencia entre los pacientes que controlan la 

enfermedad de los que no además de que permiten evidenciar que a nivel de 

infiltrado de linfocitos CD8 no hay diferencia entre melanoma acral y cutáneo. 
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Figura 5. Linfocitos CD8 en el infiltrado de pacientes con melanoma no se relacionan al control de la enfermedad. 

Tinciones de inmunofluorescencia para A CD8 (verde) MART-1(rojo) y núcleos (azul). Micrografías representativas de 

zonas altamente infiltradas de pacientes que evolucionaron a metástasis o permanecieron libres de la enfermedad tras 

dos años de seguimiento. Acercamiento del área seleccionada en blanco. Imágenes observadas a 20x y zoom digital 3x. 

(Barra de escala 20 µm). B Porcentaje de linfocitos CD8+ presentes en infiltrado inmune C Densidad linfocitos CD8+ por 

cada 1x105 micrómetros cuadrados B-C cuantificaciones en piel control (n=7) melanoma acral (n=28) y melanoma cutáneo 

(n=8) D Porcentaje de linfocitos CD8 en piel control (negro, n=7) metastásico inicial (rojo, n=9), evolución a metástasis 

(azul,n=2) libres de enfermedad(verde, n=22) de melanoma acral y cutáneo combinado E. Porcentaje de linfocitos CD8+ 

de acuerdo con estadiaje. Estadio-I verde claro, n=10. Estadio-II verde oscuro, n=9. Estadio-III rojo, n=8. Estadio-IV vino, 

n=1. Prueba ANOVA de una vía con comparación multiparamétrica * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001 
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Evaluación de diferentes fenotipos de linfocitos CD8 y su relación con el 

control de la enfermedad  

Una vez que se observó que los linfocitos CD8 como población total no parecen 

estar relacionados con el control de la enfermedad se buscó profundizar 

específicamente en el fenotipo de esta población en la cohorte de estudio completa 

sin distinguir el tipo de melanoma (Figura 6A). Considerando antecedentes directos 

del laboratorio, donde se encontró en modelos murinos que una población CD8 que 

expresa CD103 y TCF7 puede ser importante en la respuesta antitumoral generada 

con el uso de adyuvantes, se buscó evaluar a esta población en el infiltrado de los 

sujetos de estudio30. Se encontró específicamente que linfocitos CD8+ TCF7+ están 

incrementados en pacientes LE, sin embargo, al evaluar a la población TCF7 que 

no expresa CD103 no se observan diferencias entre los grupos de estudio y la 

población CD8+ CD103+ que no expresa TCF7 parece incluso ser más abundante 

en los pacientes MI y EM a nivel de infiltrado total (Figura 6B). Este resultado indica 

que los linfocitos CD8 con fenotipo CD103+ TCF7+ son los que podrían estar 

relacionados al control de la enfermedad. Adicionalmente se evaluó la composición 

fenotípica de la fracción CD8, encontrando que en los LE hay un predominio de la 

población CD8+ CD103+ TCF7+ (Figura 6C). Una vez que se estableció la 

importancia del fenotipo CD8, se encontró que la abundancia y densidad de esta 

población no es diferente entre melanoma acral o cutáneo (Figura 7B y 7C), pero 

sí representa diferencia en los pacientes MI, EM y LE (Figura 7A, 7D y 7E) 

respaldando la relación específica que tiene esta población en el control de la 

enfermedad. 
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Figura 6. Linfocitos CD8 que expresan TCF7 y CD103 son el fenotipo de mayor importancia. 

A Abundancia de linfocitos CD8 respecto al número total de células promedio por grupo de estudio B Gráfica porcentual 

para los fenotipos CD8+ TCF7+ (naranja) CD8+ CD103+ (magenta) CD8+ TCF7+ CD103+ (verde) CD8+ TCF7+ CD103- (rojo) 

CD8+ TCF7- CD103+ (azul). Porcentajes respecto al infiltrado en piel control (n=7) metastásicos iniciales (n=9) evolución a 

metástasis (n=2) y libres de enfermedad (n=22). Prueba ANOVA de una vía con comparación multiparamétrica * p<0.05, 

** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001C Subpoblaciones linfocitos CD8 totales de acuerdo con el fenotipo indicado en 

los recuadros para pacientes libres de enfermedad (n=22) y metastásicos iniciales (n=9). Datos evaluados considerando 

únicamente evolución clínica y no tipo de melanoma. 
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Figura 7. Linfocitos CD8 residentes de tejido que expresan TCF-7 se asocian con el control de melanoma. 

Tinciones de inmunofluorescencia para A CD8 (rojo) TCF-7 (verde) CD103(amarillo) y núcleos (azul). Micrografías 

representativas del infiltrado de piel control, pacientes que evolucionaron a metástasis o permanecieron libres de la 

enfermedad tras dos años de seguimiento. Acercamiento del área seleccionada en blanco. Imágenes observadas a 20x y 

zoom digital 3x. (Barra de escala 20 µm) Pacientes de melanoma acral.  B Porcentaje de linfocitos CD8+ TCF7+ CD103+ 

presentes en infiltrado inmune. C Densidad linfocitos CD8+ TCF7+ CD103+ por cada 1x105 micrómetros cuadrados B-C 

cuantificaciones en piel control (n=7) melanoma acral (n=28) y melanoma cutáneo (n=8) D Porcentaje de linfocitos CD8+ 

TCF7+ CD103+ E Densidad linfocitos CD8+ TCF7+ CD103+ por cada 1x105 micrómetros cuadrados D-E cuantificaciones piel 

control (negro, n=7) metastásico inicial (rojo, n=9), evolución a metástasis (azul,n=2) libres de enfermedad(verde, n=22) 

círculos melanoma acral triángulos melanoma cutáneo F. Porcentaje de linfocitos CD8+ de acuerdo con estadiaje. Estadio-

I verde claro, n=10. Estadio-II verde obscuro, n=9. Estadio-III rojo, n=8. Estadio-IV vino, n=1. Prueba ANOVA de una vía con 

comparación multiparamétrica * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001 
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Fenotipo de residencia de tejido en la población de interés. 

Dada la expresión del marcador CD103 en la población celular evaluada, se buscó 

responder si esta población puede presentar características de residencia de tejido. 

Para responder esta interrogante se realizó una inmunofluorescencia multiplex t-

CyCIF (tissue-based cyclic immunofluorescence) la cual permite evaluar más de tres 

marcadores en el tejido. Se buscó la expresión de dos factores de transcripción 

maestros en la residencia de tejido como Hobit y Runx3, además de la expresión de 

CD69, CD103 y adicionalmente el factor de transcripción TCF7, esto en un paciente 

LE de melanoma acral. De tal modo se logró observar que varias de las células que 

expresan CD103 y TCF7 sí presentan características fenotípicas de residencia de 

tejido en un paciente libre de enfermedad sugiriendo que el que esta población 

presente en el sitio tumoral podría ser importante en el control de la enfermedad 

(Figura 8). Cabe mencionar que en el futuro podría ser relvante si esto se observa 

en pacientes EM o MI y si el fenotipo de residencia se ve afectado en la progesión 

de la enfermedad. 

 

Figura 8. Linfocitos CD8 TCF7 CD103 expresan marcadores asociados a la residencia de tejido en un paciente libre de 

enfermedad 

Tinciones de inmunofluorescencia para A CD8 (rojo) TCF-7(verde) Hobit (gris) Runx3 (naranja) CD69 (magenta) CD103 
(amarillo) CD45RO (cyan) núcleos (azul). Micrografías representativas de un paciente libre de enfermedad. Las flechas 
amarillas señalan células que expresan los seis marcadores. 
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Evaluación de memoria y agotamiento en linfocitos T CD8 residentes de 

tejido. 

Una vez obtenida esta información surgió la pregunta de si la población CD8+ 

CD103+ TCF7+ podría ser sólo una población de memoria y si podría representar 

a una población agotada. Se evaluó CD45RO como marcador de memoria y PD-1 

como marcador de agotamiento. Se evidenció en un paciente LE de melanoma acral 

que en un mismo paciente existen linfocitos CD8+ CD103+ TCF-7+ PD-1- 

CD45RO+ y CD8+ CD103+ TCF-7+ PD-1+ CD45RO-, pero el fenotipo que parece 

predominar es CD8+ CD103+ TCF-7+ PD-1+ CD45RO+ (Figura 9A). Para 

confirmar que la población de interés si presentara características de agotamiento 

se extendió el panel de tinción, incluyendo TOX, TIM3 CXCR5 además de PD-1. 

Esto permitió observar que una gran parte de las células CD8 CD103 TCF7 

expresan PD-1 TOX y CXCR5 pero no TIM3, sugiriendo que la población evaluada 

puede presentar características de progenitor agotado en los pacientes LE (Figura 

10A). En conjunto, estos datos sugieren que linfocitos CD8 CD103 TCF7 son una 

población de memoria posiblemente agotada que podría estar asociada al control 

de la enfermedad en melanoma acral. 
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Figura 9. Linfocitos CD8 residentes de tejido que expresan TCF-7 y expresan marcadores de memoria agotada. 

Tinción de inmunofluorescencia multiplex para CD8(rojo) TCF-7(verde) CD103(amarillo) PD1(magenta) CD45RO (gris) y la 

composición de los 5 canales. Las flechas blancas ejemplifican células positivas para los 5 marcadores. Las flechas amarillas 

ejemplifican al fenotipo que no expresa CD45RO. Las flechas cyan células que no expresan PD-1. Micrografía 

representativa de un paciente libre de enfermedad. 

 

Figura 10. Linfocitos CD8 residentes de tejido que expresan TCF-7 expresan marcadores de agotamiento 

A Tinción de inmunofluorescencia para CD8 (rojo) TCF-7(verde) CD103 (yellow hot) CD69 (magenta) PD-1 (amarillo) TOX 

(naranja) TIM3 (gris) CXCR5 (cyan) y núcleos (azul) para un paciente libre de enfermedad. El recuadro blanco ejemplifica 

células que expresan los 8 marcadores. 
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Evaluación de funcionalidad de linfocitos T CD8 residentes de tejido. 

Posteriormente, al observar que la mayoría de los linfocitos CD8 CD103 TCF7 

presentan un fenotipo precursor agotado, se evaluó si esta población pudiera ser 

funcional o estar proliferando.  Buscando responder esta pregunta se evaluó la 

presencia de células que expresaran IFN-γ y/o KI-67 en un paciente LE de 

melanoma acral, encontrando que una gran proporción de las células 

pertenecientes al fenotipo de interés expresan IFN-γ y pocas el marcador que indica 

proliferación celular, KI-67. (Figura 11A). Esta información sugiere que la población 

de interés puede presentar características funcionales por la producción de IFN-γ, 

sin embargo, con un perfil quiescente, probablemente relacionado al mantenimiento 

de la población en el tejido en sujetos libres de la enfermedad en melanoma acral. 
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Figura 11. Linfocitos CD8 residentes de tejido que expresan TCF7 podrían ser una población agotada con características 

de función en pacientes libres de enfermedad 

A Tinción de inmunofluorescencia para CD8 (rojo) TCF-7(verde) CD103 (yellow hot) KI67 (magenta) TIM3 (gris) IFN-γ 

(amarillo) CD45RO (naranja) CXCR5 (cyan) y núcleos (azul) para un paciente libre de enfermedad.  
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Relación de linfocitos CD8 con variables clínicas. 

Posteriormente, una vez observada la relación de la población CD8 CD103 TCF7 

con el control de la enfermedad, se buscó responder si ésta también pudiera tener 

relación con las variables clínicas de los pacientes. Para ello se realizó una 

regresión lineal entre la abundancia de la población de interés con el índice de 

Breslow reportado. Este análisis permitió encontrar que un mayor porcentaje de 

células CD8+CD103+TCF-7+ se relaciona con un menor índice de Breslow, el cual 

hace referencia a la invasividad del melanoma en la piel, sin embargo, esta relación 

no es tan fuerte. Dicha evidencia podría sugerir que linfocitos CD8 con fenotipo 

CD103+ TCF-7+ podrían estar relacionados directamente al control de la 

enfermedad, sin embargo, esta relación parece no ser tan fuerte, destacando la 

importancia de seguir profundizando en el fenotipo de la población, así como su 

relación con otros factores clínicos (Figura 12A). Podría ser relevante evaluar en el 

futuro si este comportamiento se conserva evaluando casos acrales y cutáneos por 

separado.  

 

 Figura 12. Relación entre la población CD8 TCF7 CD103 con el índice de Breslow 

(A) Gráfica que muestra la relación entre el índice de Breslow (mm) y la población CD8+ CD103+ TCF-7+ incluyendo 

pacientes MI, EM y LE. Regresión lineal simple y análisis de correlación de Pearson. *p<0.05  
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Evaluación de abundancia y densidad de cDC1 en el infiltrado tumoral de 

melanoma. 

Teniendo en cuenta  la importancia de las células dendríticas al activar la respuesta 

de los linfocitos T, nos preguntamos si esta población podría encontrarse presente 

en el infiltrado tumoral. Para ello se realizaron tinciones de inmunofluorescencia en 

la misma cohorte donde se evaluaron a los linfocitos CD8 CD103 TCF7, 

identificando a las cDC1 mediante la expresión de los marcadores CD11c, HLA-DR 

y BDCA-3. El análisis permitió observar que no hay diferencias en abundancia y 

densidad de esta población comparando melanoma acral y cutáneo (Figura 13B) 

sugiriendo que a pesar de que estos dos tipos de melanoma podrían ser diferentes 

genética e histológicamente despiertan una respuesta inmune que es similar en 

ambos tipos de melanoma. Además, se observó mayor abundancia y densidad de 

estas cDC1 en los pacientes libres de enfermedad con respecto a los que 

evolucionaron a metástasis y metastásicos iniciales considerando melanoma acral 

y cutáneo (Figura 13A, 13D y 13E). Esta información podría sugerir que en los 

pacientes que no desarrollan metástasis se despierta una respuesta más abundante 

de células dendríticas, siendo evidente que esta respuesta se ve disminuida en 

etapas más avanzadas de la enfermedad (Figura 13F) 
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Figura 13. Mayor abundancia de cDC1 se relaciona con el control de la enfermedad. 

Tinciones de inmunofluorescencia para (A) CD11c (verde), HLA-DR (rojo) BDCA-3(amarillo) y núcleos (azul); Micrografías 

representativas del infiltrado de piel control, de pacientes que evolucionaron a metástasis o permanecieron libres de la 

enfermedad tras dos años de seguimiento de melanoma acral. Acercamiento del área seleccionada en blanco. Imágenes 

observadas a 20x y zoom digital 3x. (Barra de escala 20 µm). B Porcentaje células CD11c+ HLA-DR+ BDCA-3+ presentes en 

infiltrado inmune. C Densidad células CD11c+ HLA-DR+ BDCA-3+ por cada 1x105 micrómetros cuadrados B-C 

cuantificaciones en piel control (n=7) melanoma acral (n=28) y melanoma cutáneo (n=8) D Porcentaje de células CD11c+ 

HLA-DR+ BDCA-3+ E Densidad células CD11c+ HLA-DR+ BDCA-3+  por cada 1x105 micrómetros cuadrados D-E 

cuantificaciones piel control (negro, n=7) metastásico inicial (rojo, n=9), evolución a metástasis (azul,n=3) libres de 

enfermedad(verde, n=22) F. células CD11c+ HLA-DR+ BDCA-3+ de acuerdo con estadiaje. Estadio-I verde claro, n=10. 

Estadio-II verde oscuro, n=9. Estadio-III rojo, n=8. B-F círculos= melanoma acral triángulos=melanoma cutáneo Estadio-IV 

vino, n=1. Prueba ANOVA de una vía con comparación multiparamétrica * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001 
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Presencia de células dendríticas clásicas tipo 1 en ganglios centinelas de 

pacientes con melanoma. 

Buscando dilucidar por qué hay diferencias en la abundancia de cDC1, se evaluó 

dicha población en los ganglios centinelas de pacientes libres de enfermedad y de 

pacientes cuya metástasis ya estaba en el ganglio de pacientes con melanoma 

acral. De tal modo se encontró que los pacientes en remisión tenían mayor 

abundancia de células CD11c+ HLA-DR+ 

BDCA-3+ en el ganglio respecto a los pacientes metastásicos (Figura 14 A y 14B) 

lo cual podría indicar que la falta de infiltrado en los pacientes metastásicos se debe 

a la poca presencia de cDC1 en los ganglios linfáticos. Este análisis se realizó 

buscando a la población CD8+ CD103+ TCF7+, sin embargo, como ya era 

esperado, en el ganglio no se encontró que expresaran CD103 dejando evidente 

que es necesario encontrar marcadores que permitan evaluar que sucede con esta 

población fuera de la piel. 

 

 

 

Figura 14. Mayor abundancia de cDC1 en ganglio linfático drenante se relaciona con el control de la enfermedad. 

Tinciones de inmunofluorescencia para (A) CD11c (verde), HLA-DR (rojo) BDCA-3(amarillo) y núcleos (azul); Micrografías 

representativas del infiltrado de ganglios centinela de pacientes que evolucionaron a metástasis o permanecieron libres 

de la enfermedad tras dos años de seguimiento de melanoma acral. Acercamiento del área seleccionada en blanco. 

Imágenes observadas a 20x y zoom digital 3x. (Barra de escala 20 µm). Porcentajes de células (B) CD11c+ HLA-DR+ BDCA-

3+ cuantificados en pacientes de evolución a metástasis (n=4) y libres de enfermedad (n=5). Prueba T no pareada*p<0.05 
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Fenotipo de células dendríticas clásicas tipo 1 en infiltrado de pacientes 

con melanoma. 

Una de las características más relevantes de las células dendríticas es la capacidad 

que tienen de modular la respuesta inmune, ya sea activando la respuesta de 

linfocitos T o regulando su respuesta. Es por ello que en las cDC1 encontradas se 

buscó evaluar el perfil funcional de esta población, buscando responder si tienen 

fenotipo activador o regulador, esto a través de la expresión de moléculas de 

coestimulación como CD40 o de PD-L1. Esto permitió observar mayor porcentaje 

de cDC1 CD40 positivas en los pacientes que no evolucionaron a metástasis 

comparado a los MI o EM de pacientes con melanoma acral y cutáneo (Figura 15A 

y 15B). Esto sugiere que en estos pacientes las células dendríticas están 

participando, promoviendo la respuesta anti-tumoral. De manera importante, 

también se encontró que los pacientes libres de enfermedad tenían un alto 

porcentaje de cDC1 PD-L1+, sugiriendo que de alguna forma este fenotipo junto 

con las CD40+ están relacionados al control de la enfermedad (Figura 15C y 15D).  
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Figura 15. Fenotipo activador e inhibidor de las células dendríticas clásicas tipo 1 se encuentra incrementado en los 

pacientes libres de enfermedad. 

Tinciones de inmunofluorescencia para (A) CD11c (verde), CD40 (rojo) BDCA-3(amarillo)y núcleos (azul). (C) CD11c (verde), 

PD-L1 (rojo) BDCA-3(amarillo) y núcleos (azul). (B) CD11c+ CD40+ BDCA-3+ (D) CD11c+ PD-L1+ BDCA-3+ cuantificados en 

sujetos control (n=7) metastásicos iniciales (n=2) pacientes de evolución a metástasis (n=5) y libres de enfermedad (n=6). 

Prueba ANOVA de una vía con comparación multiparamétrica * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001 
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Perfiles específicos de cDC1 relacionados al control del melanoma. 

Al observar que tanto el perfil activador e inhibidor de las cDC1 se encuentran en 

mayor abundancia en los pacientes libres de enfermedad de pacientes con 

melanoma acral y cutáneo, nos preguntamos si las células observadas podrían estar 

co-expresando estos marcadores o existen poblaciones definidas en los diferentes 

grupos de estudio. Para ello mediante inmunofluorescencia multiplex se observó 

que existe una población CD40+ PD-L1+ presente en el microambiente tumoral que 

es más abundante en los LE, además de manera interesante la población que no 

expresa CD40 pero sí PD-L1 también parece ser relevante en los pacientes que 

controlan la enfermedad (Figura 16C).  En un principio este resultado podría ser 

explicado por la mayor abundancia de cDC1 en el téjido de estos pacientes 

comparado a los MI (Figura 16A,16B) por lo que se evaluó específicamente la 

proporción de los diferentes fenotipos observados con respecto a la cantidad de 

cDC1. De este modo se encontró que la diferencia más sustancial entre los 

pacientes era el predominio de PD-L1+CD40- cDC1 en los pacientes libres de 

enfermedad (32,5% vs 16,7%; Figura 16D). Adicionalmente se evaluó la expresión 

de CD40 y PD-L1 utilizando la intensidad media de fluorescencia, observando que 

casi todas las células doblemente positivas eran CD40 altas en los pacientes libres 

de enfermedad (Figura 16E), mientras que los pacientes metastásicos eran CD40 

bajo. Asimismo, las células cDC1 CD40 PD-L1 positivas tenían un subconjunto de 

PD-L1 bajo en los pacientes LE, comparado a los MI (Figura 16F). No se observaron 

diferencias significativas en los niveles de expresión de CD40 y PD-L1 en los cDC1 

positivos simples (Figura 16G, 16H). En conjunto, estos datos sugieren que existe 

una dinámica compleja en la expresión tanto de moléculas de cosestimulación 

positiva y negativa y que existe predominio de un papel activador de los cDC1 doble 

positivos en los pacientes libres la enfermedad, y un papel más tolerogénico en los 

pacientes con metástasis 
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Figura 16. Células dendríticas clásicas tipo 1 expresan CD40 y PD-L1. 

A Abundancia de cDC1 respecto a células totales en campos altamente infiltrados. B Micrografías representativas de 

inmunofluorescencia multiplexada para CD11c (verde), HLA-DR (rojo), BDCA-3 (amarillo), CD40 (magenta), PD-L1 (gris) y 

núcleos (azul) en pacientes metastásicos (MI, n=5) y libres de enfermedad (LE, n=5). C Abundancia de diferentes células 

cDC1 (CD11c+ HLA-DR+ BDCA-3+) que expresan CD40, PDL1 o ambos marcadores. Los porcentajes se estimaron con 

respecto a todas las células nucleadas en la imagen incluyendo tres campos por paciente. D Gráficos circulares de las 

subpoblaciones de cDC1 en función de la expresión de PD-L1 y CD40. E-H Intensidad de fluorescencia media normalizada 

E,G para CD40 o F,H PD-L1  en cDC1 E-F dobles positivos G  CD40+ PD-L1- y H.  CD40- PD-L1+ Unidades de fluorescencia 

arbitrarias Escala Log10. Los datos estadísticos fueron agrupados de los pacientes utilizando la prueba t de Student, * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001 
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Posteriormente se eligieron tres pacientes libres de enfermedad y tres metastásicos 

para evaluar la expresión de otras moléculas, buscando explorar más a fondo el 

perfil activador o inhibidor de las cDC1 observadas. Se seleccionaron dos 

marcadores de activación IL-12 y CD86, y la molécula inhibidora IDO, para un total 

de nueve parámetros en la misma imagen de fluorescencia multiplexeada. Cuando 

se analizaron los subconjuntos de las cDC1 CD40+ PD-L1+, se observó que los 

pacientes libres de enfermedad tienen un predominio de un fenotipo que expresa 

IL12, CD86 e IDO, destacando la importancia de estudiar en profundidad. Además, 

se encontró una mayor proporción de células que expresan los marcadores de 

activación CD86 e IL-12 en los pacientes LE, comparado a los pacientes MI dónde 

esta población es la menos abundante (Figura 17B). Por el contrario, el subconjunto 

más abundante en los pacientes metastásicos iniciales fue cDC1 IL-12- CD86- 

IDO+. De manera interesante, cuando se evaluó a las cDC1 CD40- PD-L1+, también 

se observó un enriquecimiento significativo de subpoblaciones que expresaban los 

marcadores de activación sin expresión de IDO en los pacientes libres de 

enfermedad (Figura 17C, 17D), mientras que lo contrario se observó en los 

pacientes metastásicos, en los que el subconjunto CD86- IL-12- IDO+ cDC1 estaba 

enriquecido. 
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Figura 17. Las cDC1 presentes en el infiltrado tumoral tienen un fenotipo predominantemente activador en pacientes 

libres de la enfermedad. 

A. Micrografías representativas de inmunofluorescencia multiplexada para CD11c (verde), HLA-DR (rojo), BDCA-3 (amarillo 

caliente), CD86 (naranja), CD40 (magenta), IL-12 (amarillo), PD-L1 (gris), IDO (cian) y núcleos (azul) en un paciente sin 

enfermedad. B Porcentaje de cDC1 que expresan los marcadores IL-12+ CD86+ IDO-, IL-12- CD86+ IDO+ e IL-12+ CD86+ 

IDO+; para cada comparación el 100% fue el total de B cDC1 CD40+ PD-L1+ C CD40- PD-L1+. D Análisis porcentual de las 

poblaciones IL-12+ CD86+ IDO- y IL-12- CD86- IDO+ de CD40- PD-L1+ cDC1s (como en C). Los datos estadísticos se 

agruparon de los pacientes MI (n=3), LE (n=3) utilizando la prueba t de Student. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** 

p<0.0001 
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Relación entre linfocitos CD8 CD103 TCF7 y cDC1 

Al encontrar que tanto las cDC1 como los linfocitos CD8 CD103 TCF7 se encuentran 

en mayor abundancia en pacientes LE, nos preguntamos si estas dos poblaciones 

pueden estar relacionadas entre ellas. Para ello se realizaron regresiones lineales 

y análisis de correlación con los porcentajes de población de cada paciente. Se 

encontró que una mayor cantidad de cDC1 correlacionan con un mayor porcentaje 

de linfocitos CD8+CD103+TCF-1+ (Figura 18A) sugiriendo que la presencia de 

ambas poblaciones en conjunto está relacionada con el control de la enfermedad, 

ya que la mayoría de los pacientes MI y EM tienen poca abundancia de estas dos 

poblaciones. Cabe mencionar que esta relación se observa únicamente cuando se 

incluyen todos los pacientes de melanoma acral y cutáneo, así como los tres grupos 

de estudio.  

 

 

Figura 18. Relación entre células dendríticas clásicas tipo 1 y linfocitos T CD8 residentes de tejido que expresan TCF7 

 Gráficas que muestran la correlación de (A) Porcentaje de células CD8+ CD103+ TCF7+ vs CD11c+ HLA-DR+ BDCA3+ Datos 

en rojo pacientes metastásicos iniciales, azul de evolución a metástasis y verde libres de enfermedad. Regresiones lineales 

simples y análisis de correlación de Pearson.  
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Distribución de la población CD8 CD103 TCF7 en el tejido. 

Al encontrar que los linfocitos CD8 CD103 TCF7 se encuentran en mayor 

abundancia en pacientes LE comparado a los MI, nos preguntamos cómo se 

distribuyen estas células en el tejido y si esto es diferente entre los grupos de 

estudio. De tal modo, se realizó un escaneo de tejido completo de la tinción de 

inmunofluorescencia CD8+ CD103+ TCF7+ en un paciente MI cutáneo y uno LE 

acral, lo cual permitió observar que esta población se encuentra de manera 

organizada, formando ‘’nichos’’ o agrupaciones en los pacientes libres de 

enfermedad; por otro lado, en los pacientes metastásicos, aunque la población está 

presente, es poco abundante y no se encuentra organizada, sino que muestra un 

patrón disperso a lo largo del tejido. (Figura 19A). Podría ser relevante estudiar en 

el futuro si estas agrupaciones tienen un impacto directo en el control de la 

enfermedad, así como los mecanismos por los cuales se forman o mantienen en el 

tejido. 
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Figura 19. Linfocitos CD8 residentes de tejido que expresan TCF-7 se encuentran en agrupaciones en pacientes libres de 

enfermedad 

Micrografías que muestran escaneo completo de producto de resección para la tinción de inmunofluorescencia para CD8 

(rojo) TCF-7(verde) CD103(amarillo) y núcleos (azul) para A MI (cutáneo) y B LE (acral). Acercamiento del área seleccionada 

en amarillo que muestra área cercana al área de transformación. El área de transformación, así como las áreas de infiltrado 

fueron localizadas utilizando la tinción H&E como guía de acuerdo con características histopatológicas. 
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Localización e interacción de linfocitos CD8 CD103 TCF7 y cDC1 en sitio 

tumoral. 

La correlación de los linfocitos CD8 de interés con las cDC1 nos hizo preguntarnos 

si estas dos poblaciones podrían estar coexistiendo en la misma localización en el 

tejido y cuál es su relación espacial con el tumor. Para ello se evaluaron los 

marcadores de cDC1 y CD8 CD103 TCF-7 así como el marcador tumoral HMB-

45(Pmel17). Para facilitar de visualización de las distintas poblaciones, las señales 

se simplificaron mediante operaciones matemáticas, limpiando la señal y 

evidenciando áreas de coincidencia para cada subconjunto específico. Este análisis 

permitió observar en un paciente libre de enfermedad de melanoma acral zonas 

donde las cDC1 podrían estar interactuando con los CD8 CD103 TCF7 y estos a su 

vez con las células transformadas (Figura 20A, 20B). Adicionalmente, se 

transformó la información obtenida a un plano cartesiano, evidenciando al menos 3 

zonas principales, una zona de tumor, en la periferia áreas de interacción T-Tumor 

T-DC o T-DC y en áreas más alejadas zonas de interacción T-DC (Figura 20C).  

Esta información sugiere que las dos poblaciones inmunes evaluadas están 

relacionadas al control de la enfermedad no sólo debido a su mayor abundancia en 

estos pacientes, sino porque tienen una estrecha relación entre ellas en áreas 

cercanas al tumor. 
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 Figura 20. Los linfocitos CD8 residentes de tejido TCF7 y las cDC1 se encuentran en estrecha relación en áreas cercanas 

al tumor 

A Tinciones de inmunofluorescencia multiplex para CD8 TCF-7 CD103(rojo) HMB-45(sepia) y CD11c HLA-DR BDCA-3 

(verde). La señal roja mostrada proviene de simplificar los canales CD8 TCF7 y CD103 mediante operaciones matemáticas 

que permiten amplificar zonas de coincidencia. La señal verde se obtuvo del mismo modo utilizando los marcadores CD11c 

HLA-DR y BDCA3. Las flechas blancas señalan células transformadas (positivas para HMB-45. Las flechas azules indican 

células CD8 Trm TCF-7. Las flechas amarillas indican células cDC1. Los cuadros azules muestran zonas con los linfocitos T 

están en contacto con células tumorales. Los cuadros punteados amarillos muestran zonas donde hay cercanía entre cDC1 

y linfocitos Trm. B Tinción de Tinciones de inmunofluorescencia multiplex para CD8 TCF-7 CD103(rojo) HMB-45(sepia) y 

CD11c HLA-DR BDCA-3 (verde) y transformación de las células a un plano cartesiano. Zonas de interacción indicadas. 

IX. DISCUSIÓN 

 

El melanoma es el cancer de piel más mortal, ya que representa 80% de las muertes 

asociadas a cáncer de piel, mostrando sobrevida a 5 años de menos del 25% a nivel 

mundial y menos del 15% en nuestro país, si se diagnostica en etapa avanzada. La 

evidencia señala que tanto la incidencia como la mortalidad han aumentado a lo 

largo del tiempo y la OMS estima que estas tasas seguirán creciendo en el futuro, 

tanto para México como para todo el mundo.  

El sistema inmune y su estudio en el microambiente tumoral ha sido uno de los 

acercamientos más importantes para entender factores asociados al control y 

progresión de la enfermedad, ya que en los casos ideales éste será capaz de 

controlar al tumor y generar protección frente a la enfermedad.  

A pesar de que sabe que el melanoma es un tumor donde el sistema inmune es de 

gran relevancia debido a su inmunogenicidad, se desconoce el fenotipo de 

poblaciones específicas que pueden estar relacionadas al control de la enfermedad. 

Actualmente existen descripciones que separan los fenotipos a nivel genético sin 

evaluar a nivel proteómico a las poblaciones, así como su relación y distribución 

espacial con respecto al tumor, por lo cual hacer una descripción profunda del 

fenotipo de las poblaciones inmunes puede ser relevante en el estudio de los 

factores asociados al control de la enfermedad, así como entender porque algunos 

pacientes no logran dicho control. 

El melanoma acral es una forma poco frecuente en países con población 

predominantemente caucásica como Estados Unidos y Europa, contrario a México 

donde esta forma de la enfermedad es la más representada con 54% de los casos. 
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Uno de los primeros hallazgos que se destacó en el presente estudio es la alta 

incidencia de melanoma acral, ya que se encontró que es mayor a lo ya reportado 

en nuestro país (54% vs 78%)10 indicando que es posible que la estadística este 

subestimando la verdadera distribución de esta forma de la enfermedad y  

demostrando que existe una distribución diferente en  población mexicana. Los 

factores asociados a esta distribución aún son desconocidos, así como las 

diferencias de comportamiento que puede tener el sistema inmune frente a estos 

dos tipos de melanoma. En este trabajo se pudo observar que aunque la literatura 

refiere que estos dos tipos de melanoma son diferentes genéticamente14,55, así 

como a nivel histológico, pueden comportarse de manera similar a nivel de infiltrado 

CD8 y cDC1 sin considerar su perfil funcional. Lo anterior sugiere que la respuesta 

inmune parece ser independiente de la forma de melanoma que se esté 

observando, sin embargo, resta evaluar si esta observación es válida para otras 

poblaciones inmunes, así como otros fenotipos y qué está determinando estas 

similitudes. 

Los linfocitos CD8 son una de las poblaciones más importantes en el contexto 

tumoral gracias la capacidad citotóxica específica que tienen frente a células 

transformadas56. De tal modo, la respuesta de los linfocitos T CD8 se ha asociado 

con un mejor pronóstico en varios tipos de cáncer57,58 . A pesar de ello, se observó 

que el sólo conocer la cantidad de linfocitos CD8 de un paciente con melanoma no 

es suficiente para distinguir a pacientes metastásicos iniciales de los de evolución 

a metástasis o libres de enfermedad. Esto deja claro que la relación CD8 con buen 

pronóstico es más compleja de lo que se pensaba y que es necesario estudiar a 

profundidad los fenotipos de las distintas poblaciones y sus funciones en el infiltrado 

tumoral.  

De acuerdo con antecedentes directos del presente estudio, linfocitos CD8 que 

pueden expresar CD103 o TCF7, son importantes en la inducción de respuesta al 

tumor con el uso de adyuvantes en modelos murinos de melanoma 30, así como 

evidencia que señala por un lado la importancia de linfocitos Trm o linfocitos TCF7 

en respuesta a inmunoterapia 59,60.  En el presente trabajo se logró evidenciar la 
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relevancia que tienen los linfocitos T CD8 que expresan CD103 y TCF7 en el control 

tumoral, ya que mayor abundancia se relacionó con los pacientes que tras dos años 

de seguimiento se encontraban libres de la enfermedad. De forma importante se 

observó que es la población que expresa los tres marcadores la que es relevante 

en los pacientes libres de enfermedad ya que cuando se observa a la población 

CD8+ CD103- TCF7+ esta no es diferente entre los grupos de estudio y lo mismo 

ocurre para los CD8+ CD103+ TCF7- siendo esta última población de predominio 

en los pacientes metastásicos iniciales. Lo anterior describe la importancia de que 

la población sea residente en el tejido y exprese el factor de transcripción que ha 

sido asociado a células tipo progenitoras. Es claro que en los pacientes libres de 

enfermedad se desarrolló una respuesta inmune suficiente para ofrecer protección, 

sin embargo, sigue siendo importante entender que sucede con los pacientes que 

no están controlando la enfermedad. Es probable que los pacientes que 

evolucionaron a metástasis hayan generado respuesta inmune frente al tumor, ya 

que tienen un mayor porcentaje de linfocitos CD8+CD103 TCF7+ que lo observado 

la piel control, sin embargo, esta respuesta probablemente no fue suficiente para la 

protección a largo plazo, lo cual recalca la importancia de seguir investigando los 

factores involucrados en el control tumoral. Las diferencias observadas entre 

pacientes podrían deberse a una mayor carga mutacional de los libres de 

enfermedad comparado a los metastásicos, sin embargo, recientemente se ha 

reportado que la carga mutacional no representa una diferencia ni en la 

supervivencia ni en la cantidad de linfocitos CD8 que infiltran el melanoma42. Por 

ello sería relevante evaluar que otros mecanismos pueden estar involucrados en las 

diferencias que existen en los infiltrados. 

Algunas evidencias señalan que los linfocitos Trm no muestran firmas que 

correspondan al fenómeno de agotamiento 61, pero nuestros hallazgos sugieren que 

si pueden existir poblaciones con características agotadas y de residencia de tejido. 

Se logró observar que los CD8 CD103 TCF7 expresan marcadores tanto de 

residencia de tejido (Hobit, Runx3, CD69) así como marcadores de agotamiento 

(PD-1, TOX). Esto se podría asociar al fenotipo que se ha denominado ‘’tipo 

progenitor agotado’’ el cual se sugiere es una etapa temprana del agotamiento 
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donde el linfocito aún prolifera y responde frente al tumor 43, además de que esta 

población es residente de tejido en el caso del melanoma. Además, se encontró que 

esta población puede coexpresar TCF7, PD1 y CD45RO reforzando la idea de que 

esta población puede ser un tipo progenitor agotado o un linfocito ‘’pre-agotado’’ y 

no una célula precursora de memoria 56.  

En los resultados obtenidos se observó una mayor abundancia en el porcentaje de 

la población TCF-7+ en los pacientes libres de enfermedad: esto toma relevancia 

debido a que estas células podrían estar manteniendo un nicho de células que se 

renueven y generen una respuesta más eficiente. Este hallazgo también podría ser 

relevante en el caso de tratamiento, como lo es la inmunoterapia ya que la presencia 

de nichos podría promover la formación de poblaciones funcionales que respondan 

frente a la inmunoterapia. Esto resulta coherente con reportes que asocian a dicha 

población con un mayor porcentaje de respuesta a inmunoterapia en melanoma, 

posicionando a esta población como favorable en la respuesta anti-tumoral 38,39.  De 

manera interesante se ha reportado que el factor de transcripción TCF-7 reduce sus 

niveles cuando un Trm se diferencia, debido a que este factor inhibe que CD103 se 

exprese 62; estos hallazgos darían soporte la idea de que los Trm TCF-7+ son una 

población con características progenitoras que pueden estar manteniendo el nicho 

de Trm y por tanto el control de la enfermedad.  

Al tratar de evidenciar la relevancia a la población CD8 observada con variables 

clínicas se observó que existe cierta relación con el índice de Breslow. Este índice 

suele ser uno de los primeros parámetros en medirse tras el diagnóstico, reportando 

en milímetros que tanto ha invadido el melanoma la piel de forma vertical 17 tratando 

de evaluar que tan avanzado esta la enfermedad  así como ofrecer de cierto modo 

pronóstico. En este estudio se observó que a mayor abundancia de linfocitos CD8 

CD103 TCF7 menor índice de Breslow, sin embargo, esta relación no es tan fuerte, 

sugiriendo en primera instancia que a pesar de que éste índice es útil en la clínica 

no es suficiente para distinguir a un paciente que resulta libre de enfermedad del 

que presenta metástasis de forma inicial, destacando la importancia de poder 
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esclarecer cuales son las variables tanto clínicas como inmunológicas para 

entender por qué algunos pacientes controlan la enfermedad y otros no. 

Las células dendríticas clásicas tipo 1 son una de las poblaciones que por sus 

características y capacidad presentadora de antígeno puede influenciar de manera 

directa el fenotipo y abundancia de linfocitos CD8 42. En este trabajo se observó que 

la abundancia de esta población es mayor en pacientes libres de enfermedad 

comparado a pacientes de evolución a metástasis o metastásicos iniciales. Este 

hallazgo podría deberse a que en algunos pacientes estas células podrían estar 

siendo activadas de forma más eficiente, tal vez por mecanismos de quimio 

atracción o presencia más abundante de señales de daño, resta por evaluar 

específicamente promueve que esta población sea abundante o no. Uno de los 

hallazgos que resaltó es el alto porcentaje de cDC1 PD-L1 y CD40 positivas en las 

células dendríticas de los pacientes que no evolucionaron a metástasis, además de 

la evidencia que señala que una cDC1 puede estar coexpresando ambos 

marcadores. Se ha reportado en el infiltrado tumoral de cáncer pulmonar en 

modelos murinos la presencia de una población llamada mregDC (DCs maduras 

enriquecidas en moléculas inmunoreguladoras). Dicha población se caracteriza por 

expresar genes asociados a moléculas coactivadoras como CD40, CD80 y CD86, 

moléculas coinhibitorias como PD-L1, además de genes asociados a perfil Th2 

como lo es IL-4Ra e IL-4I1.  En este mismo estudio se encontró una firma en 

humanos correspondiente a mregDCs la cual se distinguía de las otras poblaciones 

por la expresión de IL-12 63. En este estudio se observó a nivel de proteína que sí 

existen poblaciones DC que pueden estar coexpresando una amplia variedad de 

moléculas coestimuladoras positivas y negativas y que es el balance de estas 

moléculas lo que puede estar determinando la función de la población. Por ejemplo, 

se observó que la expresión de CD40 en las cDC1 doble positivas es mayor 

comparado a la misma población en los pacientes metastásicos iniciales, donde el 

perfil parece estar más declinado a un papel de tolerancia o regulación por la 

expresión de IDO.  
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Uno de los resultados que más llamo nuestra atención es la gran abundancia de 

células CD40 negativo PD-L1 positivo en los pacientes libres de enfermedad, ya 

que se suele tener la concepción de que PD-L1 únicamente puede representar 

inhibición de la respuesta inmune. A pesar de ello, existen estudios que indican que 

un motivo intracitoplasmático de la molécula PD-L1 tiene que ver con la migración 

de las DCs al ganglio linfático 64. Además, se sabe que la expresión de esta 

molécula puede ocurrir en etapas tempranas de la activación de una DC, sugiriendo 

que la población observada es de reciente activación incluso antes de migrar al 

ganglio linfático. Adicionalmente se observó que la mayoría de las células 

perteneciente a esta subpoblación de cDC1 tienen un perfil activador IL12+ CD86+ 

IDO-, lo cual podría explicar la gran abundancia de esta población en los pacientes 

libres de enfermedad. 

 

Finalmente, se encontró que los CD8 CD103 TCF7 y cDC1 están relacionados en 

abundancia, sugiriendo en principio, que las cDC1 podrían estar promoviendo y 

sosteniendo la presencia de los linfocitos CD8 CD103 TCF7 en pacientes libres de 

enfermedad, contrario a metastásicas iniciales donde poca abundancia de cDC1 

también tiene que ver con poca abundancia de la población CD8. Se observó que 

los linfocitos CD8 CD103 TCF7 se encuentran formando agrupaciones cercanas al 

tumor en pacientes libres de enfermedad, comparada a los metastásicos iniciales, 

sugiriendo que esta organización puede ser relevante para el control de la 

enfermedad. Este resultado podría tener sentido ya que se ha observado que la 

presencia de estructura linfoides en los tejidos puede ser de importancia con la 

respuesta a inmunoterapia en melanoma 65, restaría por evaluar si las agrupaciones 

observadas podrían corresponder a estructuras linfoides y profundizar en la relación 

de esto con el desenlace clínico de los pacientes. Además, se observó en pacientes 

libres de enfermedad las cDC1 y CD8 CD103 TCF7 se encuentran en estrecho 

contacto entre ellas, así como zonas cercanas al tumor, definiéndose áreas 

específicas de tumor, interacción tumor-T-DC y áreas T-DC que probablemente se 

encuentran realizando inmunovigilancia, evitando que la célula tumoral escape, 

controlando la enfermedad.   
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X. CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos indican que el infiltrado inmune de CD8 y cDC1 es similar 

entre melanoma acral y cutáneo. Se observó que los linfocitos CD8 CD103 TCF7 

están asociados al control de la enfermedad, ya que mayor abundancia de esta 

población está relacionada con la no evolución a metástasis, así como a una menor 

invasividad en la piel.  La evidencia apunta que las cDC1 también están 

relacionadas al control tumoral, ya que un mayor porcentaje de éstas aparece en 

los pacientes libres de enfermedad Se encontró que en los pacientes libres de 

enfermedad las cDC1 tienen fenotipo predominantemente activador y en los 

metastásicas iniciales regulador. Finalmente se encontró que las poblaciones 

evaluadas parecen estar relacionadas entre ellas tanto en abundancia, así como su 

ubicación en el tejido, definiéndose en zonas organizadas y de interacción cerca del 

tumor en los pacientes libres de enfermedad. Todos estos datos en conjunto 

permiten evidenciar que los linfocitos CD8 CD103 TCF7 y las cDC1 están 

relacionados al control del melanoma en pacientes mexicanos. 
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Figura 21. Linfocitos CD8 CD103 TCF7 y cDC1 y su papel en el control del melanoma 

A Modelo que describe que en los pacientes que controlan la enfermedad existe abundancia de linfocitos CD8 CD103 TCF7 

y cDC1 con fenotipo activador, además de que en estos pacientes estas dos poblaciones se localizan cerca del tumor 

formando agrupaciones. Por otro lado, en los pacientes que presentan metástasis los linfocitos CD8 presentan n fenotipo 

TCF7 negativo, se encuentran   no organizados y tienen poca abundancia de cDC1 que en su mayoría son 

inmunoreguladoras. 

XI. PERSPECTIVAS 

 

1.Evaluar la capacidad citotóxica de los linfocitos CD8 CD103 TCF7 y cuál es su 

papel funcional directo en el control de la enfermedad de melanoma acral y cutáneo 

2.Profundizar en el perfil de la población CD8 residente de tejido con características 

progenitoras, describiendo expresión de moléculas efectoras, marcadores de 

agotamiento y residencia de tejido en pacientes que controlan o no la enfermedad 

de melanoma acral y cutáneos, así como respondedores y no respondedores a 

inmunoterapia. 

3.Determinar si los linfocitos CD8 residentes de tejido con características 

progenitoras pueden responder a la inmunoterapia de punto de control, así como su 

función en el control del melanoma. 
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4.Evaluar la importancia del contexto tumoral en la diferenciación del linfocito CD8 

al fenotipo residente de tejido con características progenitoras. 

5.Caracterizar el fenotipo de las cDC1 presentes en el tumor como una de las 

principales células que da soporte a la población CD8 de interés, evaluando la 

expresión de moléculas efectoras o inhibidoras y su relación con el control de la 

enfermedad y la respuesta a inmunoterapia. 

6.Evaluar la composición y organización de nichos inmunológicos presentes en el 

tumor, determinando su relación en el soporte o mantenimiento de la población CD8 

residente de tejido con características progenitoras. 

7.A partir de todas las poblaciones inmunes evaluadas en el microambiente tumoral 

seleccionar aquellas relevantes para generar un score/ punto de corte útil para 

ofrecer pronóstico y diferenciar pacientes respondedores o no a la inmunoterapia. 
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