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Resumen
Se analizaron biopsias de melanoma metastásico humano para elucidar la
relación entre la expresión de la quimioquina MCP-1/CCL2 (monocyte che-
moattractant protein-1), la angiogénesis y la agresividad del tumor. Se encon-
tró que esta quimioquina se expresa en el 100% de los casos, con heteroge-
neidad en el porcentaje de células positivas dentro del tumor. Estos tumores
presentaron gran cantidad de macrófagos infiltrantes, particularmente aso-
ciados a las áreas de más activa angiogénesis. Se obtuvo correlación positiva
entre el porcentaje de células que expresan MCP-1 y el grado de vasculari-
zación. Asimismo, se encontró asociación entre una mayor angiogénesis y la
proliferación tumoral evaluada como índice mitótico. Estos resultados sugie-
ren que el aumento en la vascularización podría ser predictivo de metástasis
más agresivas, donde la expresión de MCP-1 estaría estrechamente vincula-
da al desarrollo de vasos a través del reclutamiento de macrófagos.

Palabras clave: proteína quimioatractante de monocitos-1 * melanoma * an-
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Summary
Biopsies from human metastatic melanomas were analyzed in order to eluci-
date the relationship between MCP-1/CCL-2 (monocyte chemoattractant pro-
tein-1) chemokine expression by tumor cells, angiogenesis and aggressive-
ness in tumor development. The chemokine was expressed in 100% of the
cases, with heterogeneity in the percentage of positive cells within the tumor
mass. Tumors presented an important infiltration of macrophages, particu-
larly associated to areas of active angiogenesis. Microvascular development,
assessed by immunohistochemistry, correlated with the high percentage of
cells expressing MCP-1/CCL-2. There was also significant correlation with
vascularization and mitotic index. These results suggest that vascularization
could be predictive of more aggressive melanoma metastasis, where the MCP-
1/CCL-2 expression would be closely associated to vessel development
through macrophages recruitment.
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Introducción

Las quimioquinas son polipéptidos de bajo peso mo-
lecular (8-14 kD) estructuralmente relacionadas (1),
las cuales fueron originalmente caracterizadas por su
capacidad para producir quimiotaxis de leucocitos y
células endoteliales, donde producen un amplio ran-
go de señales que pueden afectar la proliferación ce-
lular y promover la angiogénesis. El MCP-1/CCL2
(monocyte chemoattractant protein-1) es un miembro de
la subfamilia C-C y un potente quimioatractante de
monocitos (1). En situaciones fisiológicas o en res-
puesta a citoquinas o señales inflamatorias (2), células
normales como el endotelio, células musculares y ma-
crófagos pueden producir MCP-1/CCL2 (3)(4). Sin
embargo, se encontró que esta quimioquina es un fac-
tor importante en la infiltración de monocitos en neo-
plasias, donde los monocitos se transforman en macró-
fagos asociados a tumores (del inglés, tumor-associated
macrophages, TAM) donde adquieren características
particulares (5-8). Los resultados informados en rela-
ción al reclutamiento de los TAM por esta quimioqui-
na son algo conflictivos. La contribución de MCP-1 de-
rivado de tumores parece ser bifásica, con altos niveles
que promueven el rechazo (9)(10) mientras que los
niveles bajos o intermedios promoverían el crecimien-
to tumoral (8) (11). 

En este último caso, MCP-1/CCL2 produciría un
aumento de la angiogénesis por un aumento de la li-
beración de factores angiogénicos por los TAM que
llegan al tumor (7)(12)(13).

El objetivo de este estudio fue determinar si, una
vez que se produjo la diseminación tumoral a distan-
cia, los melanomas metastáticos expresan MCP-1 y más
aún, si existe relación entre la agresividad, la prolifera-
ción tumoral, el reclutamiento de TAM y el grado de
vascularización en el desarrollo de metástasis de mela-
noma humano. 

Materiales y Métodos

BIOPSIAS

Las muestras se obtuvieron de biopsias o de inter-
venciones quirúrgicas de 41 pacientes con melanoma
metastático, con focos tumorales en ganglios linfáticos,
dermis, intestino delgado, hígado, peritoneo y glándu-
la suprarrenal. Se contó con el consentimiento infor-
mado de los pacientes para el empleo de las biopsias.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

Se utilizó el anticuerpo monoclonal (AcM) 5D3-F7
IgG1 (k) murino contra el MCP-1/CCL2 humano, an-
ticuerpo que no reacciona con otras quimioquinas re-

lacionadas (cedido gentilmente por el Dr. A. Mantova-
ni, Milán, Italia). Para detectar macrófagos y células
endoteliales se utilizaron los AcM murinos HAM 56
(Dako, Glostrup, Dinamarca) y QBEND10 (anti CD34,
Immunotech), respectivamente.

PROCEDIMIENTOS INMUNOHISTOQUÍMICOS

Las técnicas inmunohistoquímicas se realizaron so-
bre secciones (5 µm de espesor) de los tejidos embebi-
dos en parafina utilizando el complejo avidina-biotina
peroxidasa (Elite Vectastain ABC kit, Vector Laborato-
rios, Burlin, Burlingame SA). Las incubaciones con los
anticuerpos primarios se realizaron a 4 °C durante to-
da la noche. Se utilizó el cromógeno diaminobencidi-
na y se contrastó con hematoxilina-eosina. Se expresó
MCP-1 como porcentaje de células positivas: 25 (1-
25%); 50 (26-50%); 75 (51-75%); 100 (76-100%). 

Para el estudio de la angiogénesis los conteos se
efectuaron en 10 campos consecutivos de 100X de
magnificación. El nivel de angiogénesis se clasificó en
tres categorías: baja (menos de 20 vasos por campo),
media (20 a 60 vasos por campo) o alta (más de 60 va-
sos por campo). La determinación de los macrófagos
intratumorales se realizó en campos de 400 aumentos
en tres áreas intratumorales seleccionadas al azar en-
tre los 10 campos elegidos para el conteo de los vasos.
La determinación del índice mitótico se efectuó por
recuento del número de células en división en 10 cam-
pos de 400X. 

El análisis estadístico de los datos se efectuó con el
test de Pearson o Spearman mediante el empleo del
software SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL). 

Resultados

Se determinó la expresión de MCP-1/CCL2, la infil-
tración de TAM y la cantidad de vasos en biopsias de 41
melanomas metastáticos. Luego de realizada la inmu-
nodetección se determinó que el 100% de los melano-
mas humanos contienen células que expresan MCP-
1/CCL2 (Tabla I). Sin embargo, se advirtió que existía
cierta heterogeneidad en cuanto al porcentaje de célu-
las inmunorreactivas. Se encontró que en el 85%
(35/41) de los casos, más del 50% de las células tumo-
rales expresan la quimioquina (Tabla I). Para el estu-
dio de la vascularización se consideraron sólo los vasos
intratumorales como toda estructura CD34+, indepen-
dientemente de su tamaño o de la presencia de ele-
mentos figurados en su interior (Figura 1A). Según la
clasificación descripta en Materiales y Métodos, la an-
giogénesis fue alta en el 27% de las muestras, modera-
da en el 39% y baja en el 34% (Tabla I). En particular,
se encuentra una correlación positiva entre la angiogé-
nesis y los tumores que presentan un mayor número de
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células positivas para la quimioquina (p < 0,006) (Tabla
I). Asimismo, se encontró correlación entre estas varia-
bles cuando la angiogénesis se evaluó como área vascu-
lar (p < 0,01, r=0,895, datos no mostrados).

Con el fin de analizar la relación entre vasos y TAM,
secciones de tejido consecutivas se incubaron con el
AcM anti-macrófagos (HAM 56) que reconoce una
amplia población de monocitos/macrófagos. La mayo-
ría de los TAM presentes coincidían con las áreas de
mayor angiogénesis (Figura 1B y 1C). Los vasos más
pequeños se encontraron rodeados de linfoplasmoci-
tos y macrófagos; en cambio, los vasos de mayor cali-
bre no presentaban infiltrado inflamatorio.

Finalmente, se analizó el índice mitótico en estos
tumores y el análisis estadístico mostró que la tasa pro-
liferativa de las células tumorales correlaciona con la
vascularización (p=0,05) (Figura 2).

Discusión y Conclusiones

Hay evidencias previas que MCP-1 puede tener cier-
to papel relevante en las neoplasias, pues sería una de
las quimioquinas más importantes en el reclutamiento
de monocitos circulantes al tumor, donde sufrirían una
transformación/maduración in situ a macrófagos aso-
ciados a tumores (14). Debido a que se ha reportado
que los TAM pueden producir factores angiogénicos
(8), se considera que este tipo de macrófagos asociados
a tumores pueden ser inductores de neovasculariza-
ción. En este trabajo se reporta que en las biopsias de
melanomas metastáticos, una mayor proporción de cé-
lulas tumorales productoras de MCP-1 se correlaciona
con una mayor densidad de estructuras vasculares. Asi-
mismo, este estudio también demuestra que la presen-
cia de TAM se encuentra asociada a vasos de pequeño
calibre, presumiblemente producto de un proceso de
neoformación. En cambio, los vasos de mayor área vas-
cular se encontraron desprovistos de infiltrado macrofá-
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Figura 1. Tinción inmunohistoquímica de secciones de melanoma
metastásico evidenciando (A) estructuras CD34 positivas, caracte-
rísticas de una zona de activa angiogénesis (aumento original
100X). (B) Macrófagos distribuidos en un área angiogénica del
melanoma (200X).Las flechas señalan vasos de pequeño calibre
rodeados de macrófagos. (C) Detalle de un vaso con glóbulos rojos
en su interior y macrófagos titulares inmunorreactivos (1.000X).

A

B

CAngiogénesis Porcentaje de células tumorales 
positivas para MCP-1

25% 50% 75% 100%

Alta •• •••••
••••

Moderada •• •••••••
•••••••

Baja •• •• •••• •••
•••

Tabla I. Categorización de la angiogénesis y su relación con la ex-
presión de MCP-1/CCL2 en biopsias de melanoma metastásico. Se
consideró baja a < 20 vasos/campo de 200X; moderada entre 20-
60 vasos/campo y alta > 60 vasos/campo. Coeficiente de Spearman
Rs= 0,413, p= 0,006).



gico. Cabría entonces la posibilidad de que los macrófa-
gos infiltrantes en el tumor, atraídos por la quimioqui-
na, fuesen claves en las etapas iniciales del desarrollo
temprano de la vascularización, mucho antes del esta-
blecimiento del tumor, su detección y resección total o
de la biopsia. Para indagar más exhaustivamente en es-
te punto, el estudio de las biopsias se torna limitado y
resulta necesario realizar tales observaciones en las
etapas tempranas del desarrollo tumoral. Xenotrans-
plantando en ratones nude una línea de melanoma
humano manipulada para la producción de MCP-1,
tal hipótesis fue confirmada (13). La expresión de es-
ta quimioquina se asocia a un desarrollo vascular tem-
prano muy importante acompañado de infiltrados de
macrófagos. Estos tumores se desarrollan mucho más
agresivamente que los tumores no productores de
MCP-1 (13). 

La posibilidad de evaluar la intensidad de vascula-
rización como señal de la agresividad del tumor es un
punto controvertido. Sin embargo, se le adjudica va-
lor pronóstico en carcinoma ductal infiltrante (15).
En estudios realizados sobre melanomas primarios y
melanomas coroideos se ha demostrado que la neovas-
cularización es crítica para el crecimiento en profun-
didad y su invasión a la dermis profunda (16)(17). En
este trabajo se reporta que en el melanoma metastáti-
co humano, el índice mitótico está asociado positiva-
mente a la perfusión vascular, evaluada como recuen-
to de vasos (Figura 2) o como área vascular (datos no
mostrados). 

En resumen, los resultados aquí presentados sugieren
que los melanomas metastáticos presentan una asocia-
ción entre la expresión de MCP-1 y la angiogénesis, y que
esta última se relaciona estrechamente a las metástasis
con mayor cantidad de imágenes mitóticas. Por lo tanto,
resultaría interesante realizar estudios para profundizar
si la depleción local de macrófagos inflamatorios o la in-
hibición de MCP-1 pueden transformarse en estrategias
adyuvantes para inhibir el desarrollo vascular tumoral o
atenuar el comportamiento agresivo del tumor.
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