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Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

Resumen

BACKGROUND


	 	 Metastatic melanoma is the deadliest form of skin cancer, and its incidence and 

prevalence has been progressively increasing in the last few years. This is due to, on 

the one hand, increased sun exposure and changes in lifestyle, and on the other 

hand, improved survival rates. In the era of precision medicine, immune checkpoint 

inhibitors (ICI) and therapies targeting BRAF mutation have managed to change 

prognosis. Approximately 40-60% of melanoma patients harbor BRAF mutations, 

which is associated with younger age and poorer prognosis. While treatments 

targeting this oncogenic pathway have shown significant clinical efficacy, recently 

published clinical trials indicate greater benefits from upfront immunotherapy 

compared to first-line BRAF/MEK inhibitors. These findings have prompted a shift in 

our everyday clinical practice, with targeted therapy now primarily reserved in cases 

where ICIs are contraindicated or for rapidly progressing disease.


	 	 Despite the significant clinical improvements achieved with these therapies, 

most patients eventually develop resistance, making the search of prognostic and 

predictive biomarkers that enhance therapeutic outcomes an ongoing challenge. In 

this context, gut microbiota and genes involved in immune activation emerge as 

promising biomarkers. 


	 	 Gut microbiota has been associated with carcinogenesis, modulation of the 

immune system and the tumor microenvironment, as well as influencing response to 

treatments, including chemotherapy, radiotherapy and ICI. The mechanisms by 

which the microbiota might promote carcinogenesis include: direct DNA damage as a 

result of the secretion of bacterial toxins, stimulation of a pro-inflammatory 

environment by generation of reactive oxygen species, and direct inhibition of the 

immune system. In addition, gut microbiota has been suggested to alter the tumor 
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microenvironment and the immune system through the secretion of cytokines and 

metabolites that modulate regulatory T cells (Tregs), CD8+ and CD4+ T cells, as well 

as myeloid-derived suppressor cells and macrophages.


	 	 Regarding the impact of the gut microbiota in melanoma treatment, the 

available evidence focuses on ICI-treated patients. Patients that respond to ICI 

exhibit increased alpha diversity, which represents the diversity of species within a 

sample, and beta diversity, which comprises the microorganism variability between 

two samples. In addition, responders tend to exhibit an enrichment of the Firmicutes 

phylum, while non-responders appear to have an increased abundance of the 

Bacteroidetes phylum. However, multiple factors can alter the composition of the 

microbiota, such as diet, exercise, use of antibiotics and the occurrence of treatment-

related adverse events such as diarrhea, posing several challenges to understanding 

its impact on cancer treatment. Strategies involving probiotics or fecal microbiota 

transplant in order to enhance therapeutic efficacy hold promise for modulating the 

gut microbiota and potentially improving outcomes. 


	 	 Although BRAF/MEK inhibitors in melanoma represent one of the first and most 

significant advances in targeted therapy aiming molecular oncogenic pathways, 

there is scarce evidence regarding the microbiota in this context. This study explores 

a novel research area of the gut microbiota and immune reactivation-related genes 

to understand their impact on patients diagnosed with BRAF-mutated metastatic 

melanoma treated with BRAF/MEK inhibitors in the first-line setting. Our main 

objective is to search for prognostic or predictive biomarkers to optimize selection of 

patients that could benefit the most from this treatment, as well as generate 

hypothesis that could enhance therapeutic outcomes.
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HYPOTHESIS AND OBJECTIVES


Hypothesis


“Genes associated with immune response identified in blood samples and gut 

microbiota composition in patients with unresectable or metastatic melanoma treated 

with BRAF/MEK inhibitors could have prognostic and/or predictive value for 

treatment response”


Primary objectives


- Determine gut microbiota composition before and during treatment with 

BRAF/MEK inhibitors in patients with BRAF-mutated metastatic melanoma, and 

correlate it with response.


- Identify microorganisms that are prognostic and/or predictive of duration of 

response to targeted therapy in BRAF-mutated metastatic melanoma.


- Identify immunological biomarkers in blood associated with immune 

reactivation, before and during treatment with BRAF/MEK inhibitors, and correlate 

them with response.


Secondary objectives


- Correlate gene expression biomarkers and microbiota with survival.


- Correlate clinical and analytical variables with survival.


- Correlate microbiota composition and clinical variables with treatment-related 

toxicity.


- Generate hypothesis to optimize selection of candidates to targeted therapy.
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MATERIAL AND METHODS


	 	 This observational, prospective study was carried out in the Regional and 

Virgen de la Victoria University Hospitals, and Institute for Biomedical Investigation 

(IBIMA) in Malaga, Spain. After approval by the local Ethics Committee in May 2019, 

26 patients were recruited between May 2019 and November 2022. All patients 

provided written informed consent in accordance to the Declaration of Helsinki. 


Patient selection


	 	 Inclusion criteria were patients over 18 years old, with a diagnosis of BRAF 

V600-mutated unresectable or metastatic melanoma – stage IIIC, IIID or IV, 

according to the AJCC 8th edition TNM -, and eligible for first-line treatment with 

BRAF/MEK inhibitors. Previous diagnosis of cancer in the past two years, and 

uncontrolled autoimmune or infectious disease were exclusion criteria. 


Disease characteristics and response assessment


	 	 Patient demographic and clinical factors, as well as hematological values, were 

included for analysis. Inflammatory biomarkers previously identified as prognostic or 

predictive of response to ICI were also analyzed.


	 	 Patients recruited were followed in the medical oncology department every four 

weeks, or less in case if needed due to toxicity or clinical status. Treatment response 

was evaluated with computed tomography between weeks 10-14, using the 

Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST v1.1) guideline. Objective 

Response Rate (ORR) was defined as patients who achieved complete response 

(CR) or partial response (PR). Disease Control Rate (DCR) included ORR and 
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Stable Disease (SD). Toxicity to targeted therapy was graded using the Common 

Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE v5.0) guideline.


	 	 The cohort was stratified for analysis into Responders (R) - patients with CR 

and PR - and Non Responders (NR) - patients with SD and progressive disease 

(PD) -. In order to identify the genes and the microbiota associated with optimal 

response to targeted therapy, a second analysis was performed in CR and No-CR, 

the latter one including PR, SD and PD. Considering previous evidence that 

highlights better prognosis and prolonged response in BRAF/MEK inhibitor-treated 

patients who achieve CR, this stratification enhances the identification of microbiota 

and genes that may potentially impact survival. 


Sample collection and processing


	 	 Blood and fecal samples were taken before treatment (baseline – T0) and at 

the first radiological evaluation – 3 months – or progression, whatever happened first 

(T1). Blood samples were collected in order to measure the expression of genes 

involved in immune response during BRAF/MEK inhibitors treatment. The samples 

were processed to obtain RNA, using the RNAEasy Plus Universal Mini Kit™ and 

the QIAamp RNA Blood Mini Kit™, depending on whether the samples were frozen 

or fresh, respectively.


	 	 Stool samples were processed with a column kit to purify bacterial DNA and 

eliminate residues. The Ion16S™ Metagenomics Kit was used to amplify the 

hypervariable zone V2-V9 of bacterial 16S ribosomal RNA, and quality and quantity 

of extracted DNA was measured with Bioanalyzer®. The libraries were created using 

the Ion Plus Fragment Library kit and the identification codes were added using the 

Ion Xpress Barcode Adapters 1-96 kit (Thermo Fisher Scientific). The AMPure® XP 
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beads (Beckman) was used to purify the created libraries. The emulsion and 

sequencing of the libraries was performed with the Ion Chef and the Ion Torrent S5TM 

system platform, using the  Ion 520TM / 530TM Kit-Chef (Thermo Fisher Scientific) and 

the Ion 520 chip (Ion 520TM  Chip Kit).


Statistical analysis 


	 	 Statistical analysis was carried out with SPSS® 29.0.1.0 and R studio 

softwares. A descriptive analysis was carried out for clinical variables. Median and 

range were calculated for numerical variables, and absolute and relative frequencies 

for categorical variables. A Shapiro-Wilk test was performed on quantitative variables 

to test for normality. A likelihood ratio test was used to assess differences between 

clinical variables and the response variable. ORR and DCR and their corresponding 

95% Confidence Intervals (95%CI) were calculated with a binomial test. Overall 

survival (OS) was calculated from the start of treatment to death from any cause or 

latest check-up, and progression-free survival (PFS) from the start of treatment till 

disease progression or latest check-up. Survival curves were estimated with the 

Kaplan–Meier method and the differences between survival curves were evaluated 

with log-rank test. Univariate and multivariate Cox-proportional hazards model was 

performed to evaluate variables impacting PFS and OS. Multivariate model included 

variables potentially impacting survival, including use of antibiotics during targeted 

therapy, genes involved in immune response identified as significant in gene 

expression analysis, and microbiota found enriched in complete-responder patients. 

Results were presented as Hazards Ratio (HR) and their corresponding 95%CI. 

Based on the results of the multivariate analysis, a Student’s T test was performed to 
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correlate significant, normally distributed variables in the multivariate analysis with 

response. Statistical significance was defined as a p-value of less than 0.05.


Gene expression analysis


	 	 Gene expression analysis was carried out with the Nanostring nCounter®, 

using the nCounter PanCancer Immune Profiling Panel™, which evaluates 770 

genes including 24 cell subtypes, 30 tumor-specific antigens, and genes from innate 

and adaptive immune response. Data obtained was normalized with RUVg (Remove 

Unwanted Variation Using Control Genes), and analyzed with the nSolver™ Analysis 

Software 3.0, which performs bioinformatic analyses and quality controls. Final 

analysis was carried out with Limma™ (Linear Models for Microarray and RNA-Seq). 

Changes in gene expression were calculated using a logarithmic scale, considering 

changes over 1 as significant. These analyses were done at baseline and at T1, both 

on the R and NR cohorts, as well as the CR and No-CR cohorts. Longitudinal 

analysis from T0 to T1 was performed using the Wilcoxon signed-rank test. A p-value 

of less than 0.05 was considered statistically significant.


Gut microbiota analysis


	 	 Gut microbiota analysis was carried out with the Quantitative Insights Into 

Microbial Ecology (QIIME2) bioinformatics platform, assigning an Operational 

Taxonomic Unit (OTU) to each sequence based on sequence similarities with 

UCLUST algorithm. Taxonomy identification was done based on homologies 

between the sequences obtained and those in the GreenGenes database. Alpha 

diversity was calculated using Shannon and Simpson diversity estimators. Beta 

diversity was calculated with a non-metric multidimensional scaling (NMDS) based 
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on Bray-Curtis distance. A LEfSe (Linear discriminant analysis Effect Size) analysis, 

which combines Kruskall-Wallis non-parametric test with linear discriminant analysis, 

was used to estimate differences among subgroups. 


	 	 The alpha and beta diversity analyses were performed in the R and NR 

cohorts, as well as in the CR and No-CR groups, at both T0 and T1. LEfSe analysis 

was performed only in the CR and No-CR, due to unbalanced subgroups in R and 

NR. A longitudinal analysis was carried out to analyze differences between T0 and 

T1.


	 	 Another analysis was performed stratifying the cohort according to the 

occurrence of at least grade 2 treatment-related adverse events, as defined by the 

CTCAE v5.0. The cut-off point for toxicity analysis was grade 2 to include clinically 

significant events, and thus identify the microbiota potentially impacting the 

occurrence of moderate-to-severe toxicity. A p-value of less than 0.05 was 

considered statistically significant.


RESULTS


Clinical characteristics


	 	 Between May 2019 and November 2022 a total of 26 patients were recruited. 

Among this cohort, 24 patients provided both blood samples for gene expression 

analysis, and 20 patients provided both fecal samples for microbiota analysis in 

optimal conditions. All patients with fecal samples had corresponding blood samples. 

Among the 6 patients who did not provide fecal samples, 4 had been unable to 

collect them on time, and 2 had died due to rapidly progressive disease. The 2 

patients excluded from gene expression analysis were due to errors in sample 
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collection and processing. However, all patients (n=26) recruited were included in the 

descriptive and survival analyses.


	 	 Median age of the total cohort was 55 years (range 23-80). Primary resection 

was carried out in 88.5% (n=23) of patients, with 9 of them receiving adjuvant 

treatment, mainly nivolumab or pembrolizumab. At start of targeted therapy, 88.5% of 

patients had an ECOG-PS of 0-1, and 61.5% were stage M1c-d. Treatment-related 

adverse events were reported in 92.3% of patients, with 46.2% and 23.1% exhibiting 

events of at least grade 2 and grade 3-4, respectively. 


	 	 ORR was 76.9% (95%CI 56.4-91) and DCR 92.3% (95%CI 74.9-99.1). At data 

cut-off, half of the patients (n=13) had progressed on targeted treatment, 34.6% of 

which had progressed on the central nervous system. Among patients who 

progressed, only 7 (26.9%) were eligible for second-line treatment.


	 	 With a median follow-up of 24.3 months, median OS from start of targeted 

therapy was 28.9 months (95%CI 19.1-38.7), and median PFS was 15.7 months 

(95%CI 6-25.4). Progression on the central nervous system was significantly 

associated with worse OS (HR 5.19, 95%CI 1.34-20.16) and PFS (HR 4.38, 95%CI 

1.45-13.24), while extrapulmonary progression was associated with worse PFS (HR 

8.22, IC95% 1.91-35.44). A Cox-regression univariate analysis for OS and PFS, 

including clinical variables, inflammatory biomarkers and treatment-related toxicities 

was performed in order to identify factors influencing survival. No variables reached 

statistical significance.


Gene expression results


	 	 Blood samples from 24 patients were analyzed to identify genes associated 

with immune reactivation that might impact response and prognosis. Of these 
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patients, 18 (75%) were classified as R - CR and PR -, and 6 (25%) as NR - SD and 

PD -. At baseline, 49 genes showed a significant p-value, of which 20 genes were 

upregulated in R and downregulated in NR, and 29 genes were downregulated in R 

and upregulated in NR. At T1, 41 genes reached significance, 4 of which were 

upregulated in R and downregulated in NR, and 37 were downregulated in R and 

upregulated in NR. However, the adjusted p-value at both T0 and T1 for the identified 

genes did not reach significance. Notably, there were seven genes that remained 

consistently downregulated in the R cohort and upregulated in the NR cohort at both 

T0 and T1: LAG3, CD36, SLAMF7, NOD1, SLAMF6, CXCR1 and ICAM2.


	 	 In the longitudinal differential expression analysis, only 39 genes were analyzed 

because 10 genes did not meet the quality standards, failing to reach minimum 

number of reads. No statistically significant differences were found in longitudinal 

differential expression from T0 to T1 according to the Wilcoxon signed-rank test. 

However, when analyzing differential expression  of genes from T1 to T0, there were 

two genes, TAP1 and PSMB8, which exhibited an increase in expression in the R 

group from T0 to T1.


	 	 When stratifying the cohort according to the presence of CR, 5 (20.8%) patients 

were classified as CR and 19 (79.2%) as No-CR. The analyses identified only one 

gene, CCL11, downregulated in CR at baseline. No statistically significant results 

were found at T1 among cohorts, nor in longitudinal differential expression analysis.


Gut microbiota results


	 	 Fecal samples from 20 patients were analyzed to identify the microbiota 

composition that might impact response, prognosis and toxicity. A total of 17 (85%) 

patients were stratified as R and 3 (15%) as NR, and 5 (25%) patients were stratified 
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as CR and 15 (75%) patients as No-CR. All CR in the microbiota cohort overlapped 

with CR in the gene expression cohort. Alpha and beta diversity analysis did not find 

any statistically significant differences between cohorts. LEfSe analysis at baseline, 

performed in the CR and No-CR groups, revealed an enrichment of members of the 

phyla Firmicutes, especially family Lachnospiraceae and genus Adlercreutzia, and 

Actinobacteria, namely Coriobacteriaceae, in CR. An abundance of members of 

Proteobacteria, family Pasteurellaceae, and Firmicutes, genus Clostridium, was 

observed in No-CR.


The analyses at T1 and the longitudinal differential analysis from T0 to T1 

showed no significant differences in alpha diversity, beta diversity, nor LEfSe.


	 	 A gut microbiota analysis stratifying the cohort by the presence of moderate-to-

severe toxicity (at least grade 2) was carried out, with 10 patients included in the 

toxicity group, and 10 patients in the non-toxicity/grade 1 toxicity group. Genus 

Oscillospira was found enriched in patients who experienced moderate-to-severe 

treatment-related adverse events, whereas families Lachnospiraceae, 

Leuconostocaceae, and Oxalobacteraceae, and genus Gemmiger, were enriched in 

the non-toxicity/grade 1 toxicity group. 


Correlation of genes involved in immune reactivation and gut 

microbiota to survival


	 	 Univariate analysis performed in the gene expression protocol cohort (n=24) 

found SLAMF7 (HR 0.51, IC95% 0.28-0.95), UBE2L3 (HR 0.34, IC95% 0.12-0.93) 

and ITGB2 (HR 0.43, IC95% 0.19-0.96) have an impact on PFS. SLAMF7 also 

appeared to have an impact OS, with a HR de 0.49 (IC95% 0.25-0.98). Notably, 

SLAMF7 and UBE2L3 were downregulated in R, while ITGB2 was upregulated in R. 
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Genes TAP1 and PSMB8, with increasing levels in R from T0 to T1, did exhibit a 

significant impact in OS, with a HR of 4.09 (95%CI 1.06-15.81) and 11.6 (95%CI 

1.40-96.04), respectively.


	 	 Univariate analysis performed in the gut microbiota protocol cohort (n=20), did 

not find any significant microorganism impacting survival.


	 	 Multivariate analysis for survival including family Lachnospiraceae - enriched in 

CR -, use of antibiotics during treatment, and genes TAP1 and PSMB8, found that 

overexpression of PSMB8 was an independent factor affecting PFS, with a HR of 

8.23 (95% CI 1.05-74.32, p=0.045). Despite the increasing levels of TAP1 and 

PSMB8 in R from T0 to T1, Student's T test confirmed gene concentrations of both 

TAP1 and PSMB8 at T1 were significantly higher in the NR subgroup.


DISCUSSION


Gut microbiota and response to targeted therapy


	 	 Previous evidence of gut microbiota in melanoma ICI-treated patients have 

highlighted an increase in alpha and beta diversity, as well as a predominance of the 

Firmicutes phylum, in responders - ORR, including CR and PR - to treatment. Our 

study could not confirm differences in alpha nor beta diversity among CR when 

compared to No-CR. However, an enrichment of members of the phyla Firmicutes 

and Actinobacteria was found in CR. Notably, these members include families 

Lachnospiraceae and Coriobacteriaceae, and genus Adlercreutzia, which have been 

previously associated with an immunomodulatory, antitumoral role, by stimulation of 

T-cells and inhibition of proinflammatory cytokines, such as NF-κB. This suggests 

Mora Guardamagna XXXII



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

Resumen

they might have a role in promoting immune system reactivation, thus enhancing 

response to treatment and contributing to better outcomes.


	 	 On the contrary, No-CR patients exhibited an abundance of family 

Pasteurellaceae and genus Clostridium, which include species previously associated 

to serious infections, such as Pasteurella multocida, Clostridium difficile and 

Clostridium ramosum. This reinforces the hypothesis that they might be facilitating 

an inflammatory environment, thus leading to a detrimental effect on response and 

prognosis. However, there is contradictory data that show Clostridium might be 

present in melanoma patients that respond to ICI, or that certain species of 

Adlercreutzia, enriched in our CR-cohort, can be enriched in non-responders. As a 

result, further investigations are needed to clarify the role of this microorganisms in 

BRAF/MEK inhibitors-treated patients. 


	 	 Survival analysis correlating PFS and OS with the gut microbiota did not reach 

significant results, probably due to our limited sample size. However, it must be 

highlighted that CR has been associated with prolonged survival in BRAF/MEK 

inhibitor-treated melanoma patients. Therefore, the enrichment of microorganisms 

observed in patients with CR suggests a potential role of Lachnospiraceae, 

Coriobacteriaceae, and Adlercreutzia in promoting this optimal response, thereby 

contributing to increased survival.


Gene expression and response to targeted therapy


	 	 Considering gene expression analysis, it is worth mentioning the role of the 

seven genes that were consistently downregulated in R at both T0 and T1: LAG3, 

CD36, SLAMF7, NOD1, SLAMF6, CX3CR1 and ICAM2. Although evidence shows 

contradictions, and suggest a protumoral and antitumoral role for these genes, they 
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have been mostly associated with immunosuppression and tumor progression. 

Previous studies correlate them with CD8+ T-cell suppression, Tregs promotion, or 

activation of molecular pathways such as MAPK, all of which lead to increased 

carcinogenesis and immune tolerance. As a result, strategies targeting these genes 

in BRAF/MEK inhibitor-treated melanoma patients emerge as an interesting 

approach.


	 	 As regards genes TAP1 and PSMB8, which showed increasing levels from T0 

to T1 in the responder cohort, it is noteworthy that concentration levels at T1 

remained higher in the non-responder cohort. Notably, these genes were associated 

with poor prognosis in univariate analysis, and PSMB8 was found to be an 

independent factor impacting PFS in multivariate analysis. Considering the available 

literature, they have been mostly associated to better response and prognosis in 

melanoma patients treated with immunotherapy. Nonetheless, a protumoral activity 

of TAP1, which favours resistance to MEK inhibitors, has been reported in pancreatic 

cancer. Our findings could be interpreted in the context of resistance development to 

BRAF/MEK inhibition. The increasing levels in responders might represent a 

mechanism of resistance developed by the tumor. This could explain its correlation 

with worse prognosis and survival, as well as the higher concentration levels found in 

non-responders. 


	 	 CCL11, the only gene found downregulated in patients with CR and 

upregulated in No-CR at baseline, has also been associated to an antitumoral 

function in melanoma. However, evidence underscores its role as a promotor of the 

ERK pathway in certain tumors, such as prostate cancer and non-small cell lung 

cancer, as well as its contribution to the epithelial-mesenchymal transition. This 
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supports our findings as the role of CCL11 in the ERK pathway could potentially 

contribute to resistance mechanisms in the No-CR patients. 


Gut microbiota and treatment-related toxicity


	 	 Focusing on the toxicity-associated microbiota analysis, it is intriguing that 

genus Oscillospira, enriched in patients with moderate-to-severe treatment-related 

adverse events, has been associated with antiinflamatory properties. Previous 

studies described reduced levels of this microorganism in patients with obesity, lung 

cancer or inflammatory bowel disease. In our study, most frequent adverse events of 

at least grade 2 included pyrexia, asthenia and diarrhea, which contribute to an 

inflammatory environment. In consequence, whether Oscillospira is counteracting 

the proinflammatory environment associated with these adverse events, or if it is 

promoting toxicity in BRAF/MEK inhibitor-treated patients through an unknown 

mechanism, remains to be fully elucidated. 


	 	 On the other hand, the microbiota found enriched in the cohort with no-toxicity/

toxicity grade 1 were families Lachnospiraceae, Leuconostocaceae and 

Oxalobacteraceae, and genus Gemmiger. The microorganisms Lachnospiraceae, 

Leuconostocaceae and Gemmiger are known for their butyric-acid producing 

properties. Butyric acid has antiinflammatory properties, by inhibiting the secretion of 

several cytokines such as TNFα, IL-6 and NFκB. As a result, its use has been 

proposed as a strategy to reduce inflammation in radiotherapy-treated patients or in 

patients affected with Crohn´s disease. As regards Oxalobacteraceae, this bacteria 

has been associated with a carcinogenic role in cholangiocarcinoma and esophageal 

cancer, but there is no evidence on its role in melanoma patients. Further research is 

needed to clarify our findings. 
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	 	 Overall, a pattern of antiinflammatory and immunomodulatory properties was 

seen in the gut microbiota associated with CR, as well as in the no-treatment related 

toxicity/toxicity grade 1 cohort. On the contrary, immunosuppression and 

proinflammatory features were seen in the gut microbiota found in No-CR patients, 

as well as in the upregulated genes in NR and No-CR. Consequently, targeting the 

identified microorganisms and genes might constitute interesting strategies in 

metastatic melanoma treated with BRAF/MEK inhibitors. 


CONCLUSIONS


	 	 In conclusion, the presence of Lachnospiraceae, Coriobacteriaceae, and 

Adlercreutzia in patients that exhibited CR to targeted therapy - microorganisms 

previously identified in patients with melanoma treated with immunotherapy - 

suggest these microorganisms might have a prognostic role. Although the analyses 

could not confirm their impact on survival, the correlation of CR to prolonged survival 

favours this hypothesis. Their predictive role in metastatic melanoma treated with 

BRAF/MEK inhibitors needs to be further studied in larger trials.


	 	 Genes involved in immune reactivation, specifically TAP1 and PSMB8, appear 

to have both a prognostic and predictive role. These genes were found to negatively 

impact survival and might represent mechanisms of resistance to MEK inhibition, as 

found in pancreatic cancer, thereby suggesting a negative predictive role in patients 

treated with BRAF/MEK inhibitors. In addition, there were seven genes previously 

associated with immunosuppression and T-cell tolerance - LAG3, CD36, SLAMF7, 

NOD1, SLAMF6, CXCR1 and ICAM2 -, which remained consistently downregulated 

in responders at baseline and during targeted therapy. This suggests their negative 

Mora Guardamagna XXXVI



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

Resumen

prognostic role, and reinforce the hypothesis that they might lead to worse outcomes 

when they are overexpressed.


	 	 This is the first study to investigate the potential impact of gut microbiota and 

genes associated with immune reactivation in response, toxicity, and survival in 

BRAF-mutated melanoma patients treated with BRAF/MEK inhibitors. The 

identification of microorganisms that can be modulated through diet, probiotics or 

fecal microbiota transplant, and genes that might be prognostic or predictive of 

response, can generate hypothesis to enhance therapeutic outcomes in a 

personalized manner. Its potential applicability requires further research with larger 

cohorts to corroborate our results. 
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I. INTRODUCCIÓN


I.I Epidemiología


El melanoma cutáneo es una proliferación maligna de los melanocitos que 

representa entre el 4-10% de los cánceres diagnosticados en España, con una 

incidencia y prevalencia en ascenso en los últimos años. Esto se debe, por un lado, 

al aumento de la exposición al sol y a cambios en el estilo de vida, y por el otro, a 

una mayor supervivencia de la población ( , ). La tasa de incidencia anual ajustada 1 2

por edad por cada 100.000 personas ha incrementado entre 2002 y 2022 un 2,5% 

en mujeres y un 1,6% en hombres, posicionándolo como el noveno cáncer más 

frecuente en mujeres y el décimo-primero en hombres. En consecuencia, la 

Sociedad Española de Oncología Médica (SEOM) y la Red Española de Registros 

de Cáncer (REDECAN) han elaborado una infografía sobre el melanoma cutáneo en 

España con el objetivo de concienciar a la población en materia de prevención, 

remarcando la importancia de evitar la exposición solar directa y enfatizando el uso 

de factor de protección solar ( ).
3

La edad promedio de aparición del melanoma se sitúa en torno a los 65 años y 

suele ser más frecuente en hombres, aunque si se consideran las tasas en menores 

de 50 años la frecuencia en mujeres es superior ( ). En cuanto a la localización 4

predominante, se observan diferencias según el sexo. En hombres suele 

presentarse en cabeza y cuello, mientras que en mujeres suele aparecer con mayor 

frecuencia en miembros inferiores ( ). La incidencia es superior en la raza blanca, 5

con una tasa de 34.7 y 22.1 por cada 100.000 habitantes en hombres y mujeres, 

respectivamente. Por el contrario, en la raza negra, la incidencia disminuye a 1 por 

cada 100.000 habitantes, lo cual subraya la importancia del tipo de piel, estratificada 
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según la escala de Fitzpatrick por color y sensibilidad al sol, en la oncogénesis del 

melanoma ( , ). La Figura 1 muestra las estadísticas de la Organización Mundial 6 7

de la Salud (OMS) en incidencia y mortalidad del melanoma para ambos sexos, en 

el año 2022. La Figura 2 representa la escala de tipos de piel de Fitzpatrick ( ).
8

Figura 1. Incidencia (arriba) y mortalidad (abajo) del melanoma, ambos sexos, año 2022. 

Información recopilada por el Observatorio Global del Cáncer (Globocan) de la OMS. 

Imagen tomada de: https://gco.iarc.who.int/today (7).
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Figura 2. Escala de Fitzpatrick según el tipo de piel, dependiendo de la presencia de 

melanina y la respuesta a la luz ultravioleta. Imagen adaptada de: https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK481857/table/chapter6.t1 (8).


La supervivencia del melanoma cutáneo se estima, considerando a aquellos 

pacientes diagnosticados entre 2012-2018 y registrados en las bases del National 

Cancer Institute, en más de un 99% a 5 años para pacientes con enfermedad 

localizada, en un 71% si existe afectación regional - adenopatías locorregionales -, y 

desciende hasta un 32% si hay afectación metastásica ( , ). 
9 10

Hay varias clasificaciones para categorizar el melanoma. La clasificación 

tradicional del melanoma cutáneo lo subdivide en cinco subtipos: extensión 

superficial, nodular, léntigo maligno, lentiginoso acral y amelanótico ( ). Si bien se 11

sigue utilizando esta nomenclatura, en 2015 se publicó en la revista Cell una 

clasificación molecular que subdivide al melanoma según el tipo de mutación 
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presente: BRAF, RAS, NF1 y triple wild-type ( ). Esto ha abierto un nuevo campo 12

de investigación en la búsqueda de dianas terapéuticas dirigidas a las distintas vías 

moleculares, y ha supuesto un cambio de paradigma en el enfoque y el tratamiento 

del melanoma.


Si bien el melanoma cutáneo representa la gran mayoría de los melanomas 

diagnosticados, existen otros subtipos no relacionados con la exposición solar, entre 

los que se mencionan el melanoma acral, el de mucosas, y el uveal u ocular. El 

melanoma acral, que representa un 10% de estos tumores, aparece generalmente 

en zonas palmoplantares o ungueales en pacientes de raza negra. El melanoma de 

mucosas, que constituye menos del 4% de los casos, tiene una evolución más 

agresiva y suele diagnosticarse de forma tardía debido a la dificultad de su 

detección, ya que se localiza en la mucosa nasal, la cavidad orofaríngea, el tracto 

urinario o digestivo, o el aparato genital (1). Respecto al melanoma uveal, 

aproximadamente un 5% del total de los casos de melanoma, suele afectar la 

coroides y se caracteriza por su curso agresivo, ya que hasta un 50% de los 

pacientes desarrollan metástasis en los 15 años posteriores al diagnóstico ( ). La 13

OMS ha desarrollado una clasificación del melanoma que incluye a los subtipos 

mencionados, incluyendo además las mutaciones involucradas en la carcinogénesis 

de cada subtipo y su asociación con la exposición solar. Sin embargo, esta 

clasificación es compleja y poco utilizada en la práctica clínica diaria ( ).
14
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I.II Diagnóstico


	El diagnóstico del melanoma se inicia con la observación y la caracterización 

dermatoscópica, una técnica que realizan frecuentemente los especialistas en 

Dermatología. Sin embargo, resulta crucial que tanto los pacientes como los 

médicos estén atentos a los signos de alerta en las lesiones cutáneas. Estos signos 

se resumen en el acrónimo ABCDEFG ( , 16): 
15

- Asimetría del nevus;


- Bordes irregulares o mal definidos;


- Color, con variaciones entre zonas con distintas tonalidades en marrón, 

negro, blanco, rojo o azul;


- Diámetro, debido a que habitualmente los melanomas son mayores a 6 mm;


- Evolución, que implican cambios de forma, tamaño o color en el tiempo;


- Firme, haciendo referencia a la firmeza que presenta sobre todo el 

melanoma nodular;


- Growth, en inglés, o crecimiento, destacando la importancia del incremento 

en tamaño como signo que orienta a malignidad.


Además, el signo del “patito feo” facilita la identificación de lesiones 

sospechosas de melanoma entre múltiples nevus. Este signo se utiliza en la práctica 

clínica para detectarlas visualmente y dermatoscópicamente al distinguirse de las 

benignas, lo que permite optimizar la exactitud del diagnóstico ( ).
16

Una vez detectada y caracterizada la lesión sospechosa, es imprescindible una 

correcta toma de biopsia para su análisis en anatomía patológica. Se sugiere la 

realización de biopsia excisional, reservando biopsias incisionales únicamente en 

aquellos casos en los que no sea posible la excisión de toda la lesión, ya sea por 

gran tamaño o en localizaciones de difícil acceso como la subungueal. 
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Tras la valoración anatomopatológica se precisa una correcta estadificación. 

La más utilizada a día de hoy para determinar el estadio del melanoma es la de la 

American Joint Committee on Cancer (AJCC), octava edición, publicada en 2017. 

Esta clasificación, conocida como TNM, toma en consideración en la T el grosor y el 

estado de ulceración del primario, en la N el grado de afectación ganglionar, y en la 

M la presencia de metástasis ( ). Es un factor pronóstico reconocido a nivel clínico 17

debido a que, como ya se mencionó anteriormente, en estadios localizados la 

supervivencia a 5 años se estima en alrededor del 98%, en comparación con 

aproximadamente el 30% en estadios avanzados ( ). Según los registros de los 18

Estados Unidos, se estima que el 84% de los pacientes con melanoma son 

diagnosticados con enfermedad localizada, mientras que el 9% y el 4% se 

presentan con enfermedad regional ganglionar y metastásica a distancia, 

respectivamente ( ).
19

I.III Factores de riesgo


Los factores de riesgo que condicionan la aparición del melanoma cutáneo se 

pueden clasificar en factores intrínsecos (genéticos y fenotípicos) y extrínsecos 

(ambientales o de exposición) siendo el principal de todos ellos la exposición solar, 

sobre todo la intermitente durante la infancia ( ). 
20

La exposición solar aguda e intermitente que produce quemaduras está 

relacionada, con evidencia científica suficiente, con el aumento del riesgo de 

melanoma (20). Los rayos ultravioletas (UV) son los responsables de al menos el 

60-70% de los melanomas cutáneos. Estos rayos UV determinan la presencia de un 

daño en el ácido desoxirribonucleico (ADN) con una “firma mutacional” específica, 

caracterizada por una elevada tasa de transiciones C>T en las dipiridiminas. Si bien 
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los rayos UV-B son los responsables, en su mayoría, de esta firma mutacional, se 

ha descrito también la influencia de los rayos UV-A en la formación de dímeros de 

piridimina y secuencias TT que conllevan a un efecto deletéreo en el ADN (5). La 

elevada tasa de mutaciones es la razón por la cual el melanoma es uno de los 

tumores más inmunogénicos, con una alta carga mutacional y una gran producción 

de neoantígenos tumorales (12). Esto ha impulsado el desarrollo de estrategias 

terapéuticas que implican al sistema inmune, como los inhibidores de puntos de 

control inmunitario (ICI), que inicialmente se implementaron en el tratamiento del 

melanoma y, dada su eficacia, posteriormente se aplicaron a otros tumores.


En lo que respecta a los factores fenotípicos que favorecen el melanoma, se 

incluyen la edad mayor a 60 años, el sexo masculino, el fototipo de piel según la 

escala de Fitzpatrick - sobre todo el fototipo I-II -, y la presencia de un elevado 

número de nevus melanocíticos. En cuanto a los factores genéticos, existen varios 

síndromes familiares que confieren susceptibilidad al melanoma maligno cutáneo, 

como por ejemplo el Síndrome de Melanoma Familiar con Lunares Atípicos Múltiples 

(FAMMM), el Síndrome de Nevus Displásico (DNS), o el Xeroderma Pigmentoso 

(XP). La portación de mutaciones en ciertos genes, entre los que se mencionan 

TERT, PTEN o CDKN2A, también ocasionan un aumento de la susceptibilidad al 

melanoma. Es importante mencionar que la mutación en CDKN2A es responsable 

de hasta el 40% de los melanoma familiares ( , , ). La historia familiar y 21 22 23

personal de melanoma, incluso en ausencia de mutaciones causantes de melanoma 

familiar, también son factores que predisponen a este tipo de tumor (21). 
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I.IV Vías moleculares


La clasificación genómica presentada por The Cancer Genome Atlas en 2015, 

motivada por la presencia de mutaciones frecuentes en el melanoma, lo categoriza 

en 4 subtipos moleculares: BRAF, RAS, NF1 y triple wild-type -, éste último con 

cambios en números de copia, reordenamientos estructurales complejos, y 

amplificaciones en el oncogén KIT. Los subtipos BRAF y RAS, que son los más 

frecuentes, son susceptibles de tratamiento con inhibidores de BRAF/MEK (iBRAF/

MEK) (12). 


BRAF codifica para una proteína quinasa serina/treonina que se activa a partir 

de RAS ante la estimulación por factores de crecimiento. Esta vía activa 

sucesivamente a MEK, una quinasa con dos subtipos, MEK1 y MEK2, que activa 

una serina-treonina proteína quinasa denominada ERK, dando como resultado un 

aumento en la proliferación y supervivencia celular ( ). Cuando se presenta una 24

mutación en BRAF la vía se activa constitutiva e independientemente de los factores 

de crecimiento y de RAS, lo cual conlleva a una proliferación incontrolada de las 

células tumorales, favoreciendo su supervivencia ( ). Esta mutación, presente en 25

el 40-60% de los pacientes con melanoma, suele afectar al aminoácido valina 

situado en la posición 600, que es sustituido por ácido glutámico o lisina (V600E y 

V600K). Es más frecuente en jóvenes, y confiere un peor pronóstico ( ). Este 26

predominio de la mutación BRAF en pacientes con melanoma ha impulsado la 

búsqueda de dianas terapéuticas que actúan sobre esta vía molecular, surgiendo 

así en 2011 el vemurafenib, primer inhibidor BRAF aprobado para el melanoma 

metastásico BRAF-mutado ( ). En 2013, en un esfuerzo por mejorar la corta 27

duración de respuesta al tratamiento con iBRAF, se desarrolló un inhibidor de MEK 

(iMEK), trametinib, que se comparó con quimioterapia en un estudio fase III en 
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pacientes con melanoma metastásico con BRAF-mutado V600E y V600K. Este 

ensayo clínico demostró un aumento de supervivencia libre de progresión (SLP) y 

supervivencia global (SG) ( ). Posteriormente, se estudió el uso combinado de 28

iBRAF e iMEK. Esto desencadenó en 2014 la aprobación de la combinación como 

terapia inicial de melanoma BRAF mutado por la Food and Drug Administration 

(FDA) ( ). A partir de ese hito histórico en la medicina de precisión, momento en el 29

cual se aprobó también en melanoma el primer ICI, ipilimumab, se han ido 

desarrollando numerosos fármacos dirigidos contra dianas específicas ( ). Esto ha 30

supuesto una revolución en el pronóstico del melanoma, prolongando la 

supervivencia y mejorando la calidad de vida de los pacientes. 


Los fármacos y combinaciones ya aprobadas y en uso en la práctica clínica 

diaria dirigidos contra la vía BRAF/MEK son el dabrafenib/trametinib, vemurafenib/

cobimetinib, y encorafenib/binimetinib. Estos fármacos están aprobados para su uso 

en pacientes portadores de la mutación BRAF V600. No obstante, los ensayos 

clínicos pivotales que derivaron en la aprobación de estos fármacos se centraron en 

las mutaciones V600E y V600K, que representan aproximadamente el 95% de los 

casos. El 5% restante corresponde a mutaciones poco frecuentes, como la V600M, 

V600R o V600D, las cuales no han sido evaluadas en los ensayos dada su baja 

frecuencia ( ). En cuanto a los ICI, los primeros fármacos aprobados fueron 31

nivolumab y pembrolizumab, fármacos anti PD-1 (Programmed death-1), e 

ipilimumab, un anti CTLA-4 (Antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico) (30, , 32

). Tras los resultados del ensayo clínico fase III CheckMate 067, la combinación 33

nivolumab-ipilimumab se posicionó como estrategia en primera línea ( ). 34

Recientemente, con la publicación de los resultados del ensayo clínico 

RELATIVITY-047, la combinación de nivolumab con relatlimab, un anti-LAG3 (Gen 3 
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de activación de linfocitos), ha recibido la aprobación por la FDA y la Agencia 

Europea del Medicamento (EMA) ( , ). 
35 36

La aprobación de estos fármacos motivó el inicio de dos ensayos clínicos clave 

que evaluaron las secuencias de tratamiento con iBRAF/MEK e inmunoterapia, con 

el objetivo de determinar la mejor estrategia terapéutica. Los resultados de los 

estudios DREAMseq y SECOMBIT demostraron que el uso de inmunoterapia en 

primera línea parece otorgar un beneficio en SG a 2 años de entre el 10-20%, así 

como una mayor duración de respuesta, en comparación con el uso terapia dirigida 

( , ). Por lo tanto, la terapia dirigida en primera línea suele reservarse, a día de 37 38

hoy, para casos en los que se requiera una respuesta rápida al tratamiento, dada su 

rapidez de acción respecto a la inmunoterapia, o para aquellos pacientes que 

presenten contraindicaciones para recibir inmunoterapia.


En cuanto a las quimioterapias previamente utilizadas como la dacarbazina, la 

combinación de carboplatino-paclitaxel o la temozolamida, éstas han quedado 

prácticamente en desuso y reservadas en caso de fracaso a las terapias previas, 

dado el escaso beneficio en supervivencia con tasas de respuesta por debajo del 

20% ( ). Existen otras estrategias, como la terapia celular, que aún están en 39

desarrollo con resultados alentadores ( , ).40 41

La inmunoterapia ha sido ampliamente estudiada y continúa siendo objeto de 

investigación. Un área en expansión constituye la detección de biomarcadores 

predictivos que permitan detectar pacientes respondedores y optimizar el 

tratamiento a los no respondedores para lograr mejorar las tasas de respuesta. 

Entre estos biomarcadores se pueden mencionar el rol del PD-L1 (Ligando de 

PD-1), la carga mutacional tumoral (TMB) o incluso la influencia de ciertos 

microorganismos que constituyen el microbioma intestinal ( ). Sin embargo, 42
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ninguno de estos biomarcadores ha demostrado aún la robustez suficiente como 

para implementarse de manera generalizada. 


En cuanto a la terapia dirigida, más allá de la presencia de la mutación de 

BRAF como biomarcador predictivo de respuesta a iBRAF/MEK, existe una 

necesidad de identificar otros biomarcadores que permitan determinar qué pacientes 

se beneficiarán de estos tratamientos. Si bien está descrita la relación entre la 

inhibición de la vía molecular de las proteína cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) y el sistema inmunitario, así como sus efectos sobre el microambiente 

tumoral (MAT), los mecanismos precisos de la reactivación inmune que conllevan a 

un efecto antitumoral, y el impacto de la microbiota intestinal en este contexto, aún 

no se conocen con certeza. Por lo tanto, una mayor investigación en este campo 

podría revelar nuevos biomarcadores predictivos de respuesta, lo que permitirá 

anticipar la tasa de éxito al administrar estos fármacos ( , ).
43 44

Esta necesidad de investigación en oncología surge debido a que, a pesar de 

la mejora en el pronóstico del melanoma gracias a las nuevas estrategias 

terapéuticas, la gran mayoría de los pacientes desarrollan resistencia a la terapia 

dirigida con iBRAF/MEK. Los mecanismos de resistencia suelen manifestarse entre 

los 12-14 meses después del inicio del tratamiento. Estos incluyen la activación de 

vías MAPK-dependientes, como la aparición de mutaciones en NRAS o MEK, así 

también como independientes, en la vía de señalización PI3K-mTOR, con una 

mayor activación de los receptores del factor de crecimiento derivado de las 

plaquetas (PDGF) o del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) (Figura 3) 

(12, ). En consecuencia, la búsqueda de vías que permitan eludir estos 45

mecanismos de resistencia es imprescindible para poder optimizar el abordaje de 
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los pacientes, al mismo tiempo que podría conducir al descubrimiento de 

biomarcadores predictivos que permitan anticipar las tasas de éxito.





Figura 3. Vía molecular de proliferación y supervivencia celular BRAF/MEK y vías de 

resistencia. La imagen muestra tanto las vías de resistencia MAPK-dependientes (RAS-

MEK) como las independientes (PI3K).
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I.V Sistema inmune en melanoma


	 	 El sistema inmune desempeña un rol esencial en el melanoma debido a su alta 

inmunogenicidad. En este contexto, se observa un proceso denominado 

“inmunoedición tumoral”, que comprende varias fases: eliminación, equilibrio y 

escape ( ). 
46

	 	 En la fase de eliminación, el sistema inmune intenta eliminar las células 

tumorales mediante la secreción de interferón-γ (IFNγ), la activación de células 

efectoras natural killer (NK) y linfocitos CD4+ y CD8+, y la inducción de apoptosis en 

las células cancerosas. Esto conduce a la liberación de neoantígenos tumorales en 

el torrente sanguíneo y a un aumento de la presentación antigénica en los ganglios 

linfáticos, lo que refuerza la respuesta inmune adaptativa y promueve la formación 

de linfocitos T específicos de tumor. En la fase de equilibrio, el cáncer desarrolla 

clonas menos inmunogénicas pero más proliferativas, con un acúmulo de 

mutaciones somáticas que propician la inestabilidad genómica y una mayor 

plasticidad tumoral, favoreciendo así su adaptación al entorno. Durante esta fase 

predominan los altos niveles de IFNγ en un intento del sistema inmunitario por 

erradicar a las células tumorales. Por último, en la fase de escape, aparecen nuevas 

mutaciones que confieren una marcada resistencia al sistema inmune. El escenario 

resultante ocasiona una mayor proliferación tumoral, angiogénesis e 

inmunosupresión, lo que conlleva a la progresión tumoral ante unas células 

inmunitarias exhaustas ( ).
47

	 	 Esta última fase de evasión inmunitaria representa a día de hoy un campo de 

investigación en auge en la oncología. La búsqueda de tratamientos que revierten la 

tolerancia inmunológica ha supuesto el descubrimiento de los ICI y la aparición de 
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estrategias terapéuticas que tienen como objetivo la reactivación del sistema inmune 

como método para combatir el cáncer. 


	 	 I.V.1 Mecanismos de evasión del sistema inmune


	 	 Entre los mecanismos descritos en la literatura para la evasión del sistema 

inmune en melanoma se mencionan ( , ): 
48 49

	 - La estimulación del eje de PD-1, PD-L1 y CTLA-4, reguladores negativos 

inmunitarios que, en condiciones normales, protegen al huésped de reacciones 

autoinmunes y en el caso del cáncer constituyen un mecanismo que conlleva al 

agotamiento y anergia de las células T.


	 - La secreción de citoquinas en el MAT que modulan a las células T reguladoras 

(Treg), con el objetivo de propiciar un ambiente inmunosupresor. 


	 - El aumento de células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) que 

contribuyen a la diseminación metastásica e inhiben la función de células T. 


	 - La polarización de los macrófagos a un fenotipo inmunosupresor M2, células 

predominantes en el MAT que estimulan la angiogénesis y la respuesta de las Treg. 


	 - El reconocimiento inmune defectuoso del melanoma por alteraciones en la 

presentación antigénica y la regulación a la baja del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad I (MHC I). 


	 - El aumento del factor de necrosis tumoral (TNF) y del factor de crecimiento 

vascular endotelial (VEGF), y la secreción de prostaglandinas E2 e interleuquinas 

IL-1, IL-6 e IL-10, cuyo objetivo es promover la angiogénesis y propiciar un ambiente 

inmunosupresor.


	 	 En resumen, el escape inmunitario constituye una de las principales 

características del cáncer que facilitan el crecimiento tumoral y la diseminación 
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metastásica ( ). Por lo tanto, actuar en la reactivación del sistema inmune con el 50

objetivo de revertir la inmunosupresión provocada por las células tumorales emerge 

como una estrategia terapéutica prometedora.


	 	 I.V.2 Reactivación inmunitaria


	 	 La reactivación del sistema inmune implica la intervención de vías 

inmunomoduladoras para revertir la tolerancia inmunogénica y, a la vez, estimular 

elementos clave del sistema inmunitario para combatir a las células malignas. A 

pesar de que los biomarcadores que anticipan esta reactivación del sistema inmune 

son limitados en la actualidad, su búsqueda podría contribuir a optimizar las 

estrategias terapéuticas. Por esta razón, resulta fundamental comprender la 

interacción entre la respuesta inmune y las terapias actuales, para poder formular 

hipótesis que identifiquen biomarcadores predictivos de respuesta, y mejorar así el 

abordaje del melanoma ( ).
51

	 	 I.V.2.a Reactivación inmunitaria e inmunoterapia


	 	 La reactivación de la respuesta inmune ha sido principalmente asociada a los 

ICI. Estos tratamientos, al interfer ir con elementos clave en vías 

inmunomoduladoras, tienen la capacidad de restaurar la actividad de las células T 

exhaustas durante un tiempo prolongado, incluso después de la interrupción del 

tratamiento ( , ). Esto ha supuesto un cambio de paradigma en melanoma, con 52 53

más de un 50% de los pacientes con melanoma metastásico experimentando 

respuestas sostenidas en el tiempo durante más de 5 años de seguimiento ( ). 
54

	 	 El proceso de reactivación inmunitaria implica a señales supresoras en las 

células T CD8+ exhaustas. Estas señales incluyen PD-1, CTLA-4, y Eomes, un 
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factor de transcripción crucial para la diferenciación y función de memoria de las 

células T. La inhibición de estas señales por medio de los ICI no solo suprime el 

efecto inmunosupresor de las células Treg, sino que también amplifica la respuesta 

antitumoral de las células T CD8+ ( ). Además, se ha descrito que la co-55

estimulación de la señal CD28 es necesaria para la reactivación de las células T tras 

el bloqueo del eje PD-1/PD-L1 ( ). En modelos preclínicos, se ha observado que la 56

citotoxicidad celular mediada por anticuerpos desempeña un papel crucial para la 

depleción de las células Treg en el MAT, un mecanismo inducido por los ICI. Como 

resultado de esto, se produce una disminución significativa de la capacidad del 

tumor para metastatizar a través de la vía hematógena ( , ). Estos hallazgos 57 58

permiten una mejor comprensión de los mecanismos inmunomoduladores del 

melanoma y de la influencia del tratamiento con ICI en la reactivación del sistema 

inmune.


	 


	 	 I.V.2.b Reactivación inmunitaria e inhibidores de BRAF/MEK


En cuanto al impacto de la terapia dirigida en la reactivación del sistema 

inmune, se ha descrito que los iBRAF podrían revertir los efectos inmunosupresores 

en el MAT estimulando la expresión de moléculas y citoquinas inmunoestimuladoras, 

y reduciendo el número de células reguladoras inmunosupresoras como las Treg y 

las MDSC ( ). Además, existe evidencia de que aumentan la respuesta T CD8+ y 59

la citotoxicidad mediada por células T ( ). La terapia con iMEK parecería también 60

tener un rol inmunomodulador, aumentando la infiltración T tumoral, las citoquinas y 

moléculas inmunoestimuladoras. Asimismo, reduciría la actividad inmunosupresora 

mediante la regulación a la baja de citoquinas proinflamatorias, como el receptor de 

superficie activador de plasminógeno de uroquinasa (PLAUR) y el TNF, así como de 
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marcadores de inmunosupresión, como el factor de crecimiento transformante β-1 

(TGF-β1) y quimiocinas, incluyendo CCL2, CCL3, CXCL1, CXCL3, CXCR2, entre 

otras ( , ) (Figura 4).  
61 62




Figura 4. Reactivación del sistema inmune mediada por iBRAF/MEK. MAT: Microambiente 

tumoral. VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial. MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Treg: 

células T reguladoras. MDSCs: células supresoras derivadas de mieloides.


	 	 Un artículo de revisión describió la evidencia in vivo e in vitro del impacto de la 

terapia dirigida con iBRAF/MEK sobre el sistema inmune en pacientes con 

melanoma ( ): 
63
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1. Estimulación inmune en el MAT: promoviendo la expresión del MHC I, células 

CD4+ intratumorales y citoquinas inmunoestimuladoras, y reduciendo citoquinas 

inmunosupresoras como IL-6 e IL-8.


2. Aumento de la infiltración T en el MAT y pérdida de expresión del VEGF.


3. Potenciación del reconocimiento antigénico tumoral por células T, mediado por 

un aumento en la expresión del MHC I y II.


4. Incremento de la actividad de células T, secundario a la secreción de 

citoquinas como IFNɣ.


	 	 I.V.3 Biomarcadores pronósticos y predictivos


	 	 Resulta de crucial importancia identificar biomarcadores que permitan 

desarrollar estrategias para optimizar la respuesta terapéutica y mejorar los 

resultados clínicos. Un biomarcador pronóstico informa acerca de la evolución de la 

enfermedad y el impacto en supervivencia independientemente del tratamiento 

recibido. Por el contrario, un biomarcador predictivo ayuda a predecir la probabilidad 

de que un paciente responda a un tratamiento específico ( ). 
64

	 	 El biomarcador pronóstico serológico con mayor evidencia en la literatura en 

melanoma es el valor de la Lactato Deshidrogenasa (LDH), y recientemente se han 

descrito el ratio neutrófilos/linfocitos (NLR) y la derivada del NLR (dNLR) los cuales, 

ante valores elevados, se han visto asociados a un detrimento en la supervivencia 

( , , , ). Un biomarcador que está adquiriendo relevancia en melanoma es 65 66 67 68

el ADN tumoral circulante, que parecería constituir una herramienta tanto pronóstica 

como predictiva, además de permitir una monitorización no invasiva de la 

enfermedad con detección temprana de recaídas ( , ).
69 70
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	 	 Entre los biomarcadores predictivos destaca la mutación BRAF, un factor 

determinante para la selección de pacientes candidatos a terapias dirigidas a la vía 

de las MAPK, lo cual ha supuesto un cambio de paradigma en la medicina 

personalizada en melanoma. Si bien se han descrito otros posibles biomarcadores, 

entre los que se mencionan los Linfocitos Infiltrantes de Tumor (TILs), el PD-L1, la 

TMB y la LDH, aún no se han confirmado con certeza su especificidad y sensibilidad 

como predictores de respuesta al tratamiento ( ). Por lo tanto, la búsqueda de 71

marcadores biológicos que permitan predecir de manera más precisa la respuesta 

de los tratamientos en melanoma es una necesidad no cubierta. Dentro de este 

ámbito, la microbiota surge como un campo emergente y prometedor, con un posible 

papel pronóstico y predictivo de respuesta a ICI, así también como a la terapia 

dirigida con iBRAF/MEK, a la espera de mayor evidencia cientifica que permita 

establecer su rol en este contexto ( ). 
72

I.VI Microbiota 

La Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica  

(SEIMC) define a la microbiota como “el conjunto de microorganismos (bacterias, 

hongos, arqueas, virus y parásitos) que reside en nuestro cuerpo, que a su vez 

pueden diferenciarse en comensales, mutualistas y patógenos” (73). El microbioma 

incluye, además de los microorganismos, a sus genes y las condiciones del entorno. 

Estos dos términos, a pesar de que son diferentes, se suelen utilizar indistintamente 

en la práctica clínica. La aparición de nuevas técnicas microbiológicas y el Next 

Generation Sequencing (NGS) han supuesto un gran avance a nivel científico, dado 

que han permitido conocer la repercusión de la microbiota en los estados de salud y 

enfermedad del ser humano ( ). 
73
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Para detectar la presencia de microorganismos y correlacionarlo con la salud y 

la enfermedad, los estudios se basan en las diferencias encontradas a nivel 

taxonómico (Reino, Filo, Clase, Orden, Familia, Género, Especie), así como en la 

diversidad alfa y beta. La diversidad alfa se define como la diversidad de especies 

dentro de una misma muestra. Por el contrario, la diversidad beta hace referencia a 

la variabilidad de microorganismos entre dos muestras distintas ( ). Esta 74

clasificación permite analizar tanto la riqueza de especies dentro de una comunidad 

microbiana como las diferencias entre comunidades distintas, lo que facilita la 

detección de patrones distintivos entre pacientes sanos y enfermos.


A pesar de que la microbiota puede encontrarse a nivel intestinal, cutáneo, 

respiratorio, oral y genitourinario, la más estudiada en relación a enfermedades es la 

del tracto intestinal. Hay estudios que destacan el papel de la microbiota no-

intestinal en relación al sistema inmune y a diversas patologías. Por ejemplo, la 

microbiota cutánea, y más específicamente la bacteria Staphylococcus epidermidis, 

parecería regular los niveles de IL-17A, relacionada con el crecimiento tumoral y la 

inmunidad antitumoral ( , ). Por otro lado, se han descrito diferencias en la 75 76

composición de la microbiota pulmonar con un aumento en la abundancia de los 

filos Bacteroidetes, Fusobacteria, Cyanobacteria, Spirochaetes, y Lentisphaerae en 

pacientes afectos de cáncer de pulmón en comparación con individuos sanos. Estas 

observaciones plantean interrogantes sobre si estos microorganismos podrían ser 

causa o consecuencia de la enfermedad ( ). En pacientes asmáticos, se ha 77

identificado un enriquecimiento del filo Proteobacteria en el tracto respiratorio, lo 

cual podría sugerir una relación entre el asma y esta bacteria ( , , ). Otros 78 79 80

microorganismos como el Helicobacter pylori y el Virus del Papiloma Humano (VPH) 
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presentan evidencia científica suficiente como promotores de la carcinogénesis 

gástrica y de cérvix respectivamente ( , ). 
81 82

En los siguientes apartados nos focalizaremos en la microbiota intestinal - 

dado que es la que presenta mayor evidencia científica -, y su relación con la 

carcinogénesis, el sistema inmune y el MAT (Figura 5).


Figura 5. Actividad de la microbiota en relación a la carcinogénesis, el microambiente 

tumoral y el sistema inmune. CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad, ROS: Radicales Libres de 

Oxígeno, MDSC: Células Supresoras Derivadas de Mieloides.
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	 	 I.VI.1 Microbiota y carcinogénesis


Los mecanismos por los cuales la microbiota puede promover la 

carcinogénesis están descritos en numerosos estudios. Entre estos mecanismos se 

incluyen: el daño directo al ADN como consecuencia de la liberación de toxinas 

bacterianas, el estado proinflamatorio secundario a infecciones crónicas 

bacterianas, la generación de metabolitos o radicales libres de oxígeno (ROS) que 

pueden dañar a las células, y la inhibición directa de respuestas inmunes 

antitumorales ( ). 
83

El cáncer colorrectal (CCR) ha sido el más estudiado en relación con la 

microbiota, probablemente por la conocida asociación entre este tumor, los cambios 

dietarios, y el impacto que estos cambios pueden tener sobre la composición de los 

microbios comensales intestinales. La alteración de la barrera epitelial intestinal, la 

producción de genotoxinas y la secreción de metabolitos tóxicos son los procesos 

que conllevan a la carcinogénesis colorrectal ( ). Streptococcus bovis se ha 84

asociado a la carcinogénesis al ocasionar un incremento en la producción de ROS y 

de citoquinas angiogénicas en la mucosa colorrectal ( , ). Otras bacterias como 85 86

Bacteroides fragilis y Fusobacterium nucleatum parecerían propiciar el desarrollo de 

este cáncer al actuar sobre la vía E-cadherina/β-catenina, alterando así la expresión 

genética en las células epiteliales colónicas ( , , ). 
87 88 89

En lo que respecta a otros tumores, se ha descrito en modelos preclínicos la 

participación de Escherichia coli y de Enterococcus faecalis en la carcinogénesis 

pancreática, mediante la modificación del microambiente pancreático y la supresión 

del sistema inmune innato y adaptativo ( ). En cáncer de mama, se ha observado 90

un rol multifactorial de la microbiota al regular tanto la iniciación como la progresión 
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tumoral, influenciando de esta manera la respuesta y la resistencia a los 

tratamientos, y modulando el metabolismo de ciertas quimioterapias ( ). Otro tumor 91

que se ha visto estrechamente asociado a carcinogénesis mediada por 

microorganismos es el cáncer gástrico. El mecanismo por el cual Helicobacter Pylori 

desencadena la tumorigénesis gástrica implica la inducción de daño genómico 

mediante estrés oxidativo, así como la producción de proteínas virulentas como 

VacA, CagA y CagPAI (81). En cuanto al VPH, principal factor de riesgo para el 

desarrollo del cáncer de cérvix - entre otros tumores -, este virus codifica proteínas 

oncogénicas que son responsables de la proliferación celular y, a su vez, propicia un 

ambiente inflamatorio crónico que aumenta la producción de ROS, favoreciendo la 

mutagénesis del ADN y la inestabilidad genómica (82, ). 
92

Si volvemos al campo del melanoma, la evidencia destaca la diferencia entre la 

composición de la microbiota en comparación con individuos sanos. En un estudio 

realizado sobre muestras de heces en 20 pacientes con melanoma metastásico que 

comparaba la composición de la microbiota frente a un grupo control sano, se 

identificó una abundancia del orden Clostridiales, la especie Prevotella copri y de 

hongos pertenecientes a Saccharomycetales spp. en las muestras de pacientes. 

Además, si bien no hubo diferencias entre la diversidad alfa ni en la beta entre el 

grupo de pacientes en comparación con el control, sí se observó una microbiota 

bacteriana menos enriquecida y diversa en pacientes con melanoma invasivo en 

comparación con aquellos con melanoma in situ ( ). Estos hallazgos podrían 93

sugerir una posible implicación de la microbiota en la carcinogénesis de este tumor.


Otros estudios se han focalizado en investigar el impacto de la microbiota en 

los tratamientos oncológicos. Se ha descrito que ciertos microorganismos, como 

Akkermansia muciniphila, pueden potenciar el efecto abscopal de la radioterapia, y  

Mora Guardamagna 25



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

I. Introducción

otros, como el filo Firmicutes, la respuesta y la aparición de efectos adversos 

durante la inmunoterapia ( , , ). Además, agentes quimioterápicos como la 94 95 96

Ciclofosfamida y el Cisplatino se han vinculado con un aumento en la traslocación 

de bacterias Gram positivas a órganos linfáticos secundarios. Esto puede inducir la 

activación de células patogénicas T helper 17 (Th17) y la generación de ROS, lo que 

resulta deletéreo para el funcionamiento del sistema inmune antitumoral y promueve 

un ambiente inmunosupresor ( , ). Por lo tanto, si bien hay microorganismos que 97 98

pueden mejorar la respuesta a los tratamientos, como por ejemplo al potenciar el 

efecto abscopal, otros, inducidos por tratamientos como la Ciclofosfamida o el 

Cisplatino,  pueden favorecer la carcinogénesis. 


En resumen, si bien existe evidencia que vincula la microbiota con la 

carcinogénesis del melanoma y su impacto en tratamientos oncológicos, aún queda 

un amplio terreno de investigación a descubrir para comprender esta compleja 

interacción. Parecería ser que en este contexto, el sistema inmune tiene un rol 

esencial, modulando no solo el MAT, sino también la microbiota y la respuesta al 

tratamiento.


	 	 I.VI.2 Microbiota y sistema inmune


El sistema inmune confiere un mayor protagonismo en oncología desde la 

aparición de la inmunoterapia y el descubrimiento de su estrecha relación con el 

MAT, la  iniciación y progresión tumoral, y la microbiota.  Está descrito en la literatura 

que la microbiota puede tener un rol tanto protumoral, actuando como carcinogénico 

al favorecer un estado proinflamatorio o al liberar toxinas citotóxicas como la 

colibactina secretada por Enterobacteriaceae, como antitumoral, modulando células 

T CD8+ o T helper 1 (Th1) y potenciando la respuesta inmunológica ( , ). Esta 99 100
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acción dual que involucra al sistema inmune podría revelar nuevas vías de 

señalización que podrían ser consideradas como posibles dianas terapéuticas. 


	 	 I.VI.2.a Microbiota e inmunidad innata


La inmunidad innata constituye la primera barrera defensiva del cuerpo 

humano. Se ha descrito que las bacterias de los géneros Lactobacillus y 

Bifidobacterium, presentes en la leche materna, tienen un rol fundamental en el 

desarrollo de esta barrera a nivel intestinal en neonatos ( ). 
101

En los adultos, la microbiota participa en el desarrollo y la regulación de las 

células de la inmunidad innata. Se ha descrito en la literatura que la microbiota 

estimula la expresión de CD70 y CX3CR1 en la superficie de las células dendríticas, 

lo que favorece el desarrollo de las células presentadoras de antígeno. Este proceso 

conduce a un aumento de células proinflamatorias Th17, las cuales desempeñan un 

papel fundamental en la eliminación de patógenos ( ). Por otro lado, estudios 102

preclínicos han resaltado la importancia de la microbiota en la regulación de los 

macrófagos. La depleción de microorganismos resultaría en una disfunción de la 

actividad macrofágica y una disminución en la expresión del MHC tipo II ( ). En 103

otro modelo preclínico, se ha destacado la interrelación entre la microbiota y la 

hematopoyesis. Se observó que ratones libres de microorganismos, o tratados con 

antibioterapia de amplio espectro para deplecionar la microbiota, presentaban una 

reducción de la hematopoyesis de granulocitos y de la serie linfoide B ( ). 
104

La microbiota también se ha descrito vinculada estrechamente a los 

neutrófilos, principales actores de la inmunidad innata. Se ha observado que la 

microbiota favorece su producción en la médula ósea, regula sus funciones y 
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modula la respuesta inflamatoria ( , ). Este fenómeno cobra relevancia dado 105 106

que los neutrófilos han sido identificados como promotores de la supresión 

inmunitaria en el MAT, ya sea mediante la generación de ROS, citoquinas 

inmunosupresoras, o la expresión de PD-L1. Estos procesos conducen a una 

tolerancia inmunitaria y a un estado de anergia de los linfocitos T en presencia de 

células tumorales ( , ). Además, los neutrófilos favorecen la formación de 107 108

metástasis mediante múltiples mecanismos, como la secreción de proteasas que 

promueven la invasividad y la angiogénesis, la liberación de TGF-β que facilita la 

transición epitelio-mesénquima, y la inducción de un estado de acidosis al activar la 

bomba de protones ATPasa, lo que reduce la actividad antitumoral de las células NK 

y los linfocitos T ( ). Por lo tanto, dado el papel regulador de la microbiota en este 109

contexto, la generación de estrategias que modulen su composición podría tener un 

impacto en los neutrófilos y reducir el estado proinflamatorio del cáncer, con el 

objetivo de potenciar la respuesta antitumoral.


	 	 I.VI.2.b Microbiota e inmunidad adaptativa


La inmunidad adaptativa se encarga de la detección y eliminación de 

patógenos tras atravesar la barrera que constituye la inmunidad innata, a la vez que 

participa en procesos de reconocimiento de antígenos propios y externos para 

mantener la homeostasis en el organismo. Los principales actores en este escenario 

son las células presentadoras de antígeno y los linfocitos B y T ( ).  
110

Estudios preclínicos han revelado la compleja interacción entre la microbiota y 

el sistema inmune, al modular células T CD8+ y CD4+, Th1, células B y células 

mieloides asociadas a tumor (CMAT) ( , , , ). La presencia intestinal de 111 112 113 114

la especie Fusobacterium varium, una bacteria anaerobia Gram negativa que 
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pertenece al género Fusobacterium y que suele formar parte de la flora habitual 

orofaríngea, gastrointestinal y genital, se ha asociado a una reducción de la 

población T CD8+ y CD4+ ( ). Otra especie del mismo género, Fusobacterium 115

nucleatum, la cual suele estar enriquecida en pacientes con CCR y enfermedad 

inflamatoria intestinal, se ha asociado a una actividad proinflamatoria, promoviendo 

el reclutamiento de MDSC en el MAT ( ). En un modelo de cáncer de páncreas, 116

se confirmó la acción protumoral de ciertos microorganismos, entre los que se 

encontraban miembros de los filos Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria y 

Bacteroidetes. La eliminación de estas bacterias estimuló una respuesta antitumoral, 

evidenciada por un aumento de los niveles de TNFα e IFNγ. Este aumento de 

citoquinas condujo a la polarización de las células T CD4+ hacia un fenotipo Th1 y a 

una potenciación de la actividad citotóxica de las CD8+ contra las células 

cancerígenas (90). 


La influencia de la microbiota sobre los linfocitos B abarca tanto su producción 

como su modulación. Ciertos metabolitos y antígenos bacterianos pueden 

desencadenar la activación de células B, estimular la producción de citoquinas 

proinflamatorias, y mantener así la homeostasis ( ). Además, se ha descrito que 117

los microorganismos intestinales pueden actuar como inmunógenos o utilizar sus 

flagelos para estimular receptores Toll-like en células dendríticas, favoreciendo de 

esta manera la secreción de immunoglobulina A (IgA) en la mucosa intestinal. Los 

pacientes que presentan un déficit de IgA tienen un riesgo aumentado de adquirir 

enfermedades intestinales, como celiaquía o enfermedad inflamatoria intestinal, lo 

cual apoyaría una vez más la importancia de una correcta homeostasis del 

microbioma ( , ). 
118 119
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La evidencia de la interacción entre la microbiota y el sistema inmune ha 

impulsado líneas de investigación, con el objetivo de dilucidar el impacto de los 

tratamientos antineoplásicos. Se ha observado que las especies Enterococcus hirae 

y Barnesiella intestinihominis están asociados a una mayor respuesta antitumoral a 

la Ciclofosfamida, al estimular a las células T CD8+ ( ). Además, la adición de 120

cepas de Bifidobacterium en ratones con cáncer de pulmón de células no pequeñas 

tratados con Oxaliplatino o anti-PD1 también parece potenciar la respuesta T CD8+ 

y reducir de esta manera la carga tumoral ( ). En cuanto a la radioterapia, 121

modelos preclínicos de cáncer de mama y melanoma han reportado una menor 

eficacia en los resultados del tratamiento cuando se administraron antibióticos que 

deplecionaron la microbiota. Este hallazgo sugiere un sinergismo entre la microbiota 

intestinal y la radioterapia ( ). 
122

En conclusión, la compleja relación entre el sistema inmune y la microbiota no 

sólo involucra a cada uno de sus componentes, sino también a factores externos, 

como la dieta, el uso de antibioterapia, los tratamientos antineoplásicos 

administrados, o factores intrínsecos del huésped. Esto conlleva a un escenario 

multidimensional de homeostasis, y condiciona las respuestas del organismo ante la 

enfermedad y los tratamientos.


	 	 I.VI.3 Microbiota y microambiente tumoral 


La importancia de la relación entre la microbiota y el sistema inmune no sólo 

radica en su acción a nivel de las células efectoras, sino también sobre el MAT. El 

MAT tiene un rol fundamental en el mantenimiento y la progresión tumoral. Está 

compuesto de células estromales, vasos sanguíneos, matriz extracelular, y células 
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del sistema inmune adaptativo e innato que pueden inducir acciones anti- o pro-

tumorales ( ). 
123

El estado de disbiosis, definido como “la alteración en la composición y/o 

función de los microorganismos comensales en comparación a un individuo sano”, 

se ha asociado a evasión inmune e inmunosupresión ( ). En este escenario, se 124

promueve la función inmunosupresora de las MDSC, los macrófagos M2 y las Treg, 

el reclutamiento de macrófagos asociados a tumores y neutrófilos, y la supresión de 

las células T CD8+ ( , ). Además, la secreción de citoquinas 125 126

inmunosupresoras propician un ambiente proinflamatorio que potencian la anergia y 

la tolerancia inmune, favoreciendo el crecimiento tumoral y la formación de 

metástasis. Algunos metabolitos producidos por ciertos microorganismos estimulan 

la secreción de citoquinas - principalmente IL-6 y TNFα -, que favorecen el 

desarrollo y la actividad de las células Treg en el MAT. Los linfocitos Treg 

inmunosupresores mantienen un estado crónico inflamatorio en el MAT, con el 

consiguiente aumento de la angiogénesis, la evasión de la apoptosis, y la adopción 

de respuestas adaptativas que favorecen la iniciación y progresión del cáncer (92, 

, ).  Ejemplo de esta acción inmunomoduladora sobre el MAT se ha descrito 127 128

en relación con el género Fusobacterium en CCR. Estas bacterias parecen estimular 

a los macrófagos asociados a tumor y a las MDSC, lo cual conduce a una supresión 

de la respuesta T y favorecen de esta manera la progresión del cáncer ( ). Por el 129

contrario, un estudio en 447 pacientes con melanoma reveló un incremento de 

células T CD8+ y una mejor supervivencia asociada a la presencia intratumoral de 

bacterias del género Lachnoclostridium, Gelidibacter, Flammeovirga, y Acinetobacter 

( ). Además, la presencia del género Bifidobacterium en el MAT en un modelo 130
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preclínico observó una mejor respuesta antitumoral a la inmunoterapia, mediada por 

IFN-I y células dendríticas ( ).
131

En resumen, el papel de la microbiota en la modulación de la respuesta 

inmune, la composición del MAT y su implicación en la carcinogénesis ha suscitado 

un creciente interés en los últimos años. Si bien existe evidencia que busca 

esclarecer esta compleja interacción, aún queda mucho por dilucidar, especialmente 

considerando la multiplicidad de factores intrínsecos y extrínsecos involucrados, lo 

que dificulta establecer una relación de causalidad. A día de hoy, hay ensayos 

clínicos en curso para evaluar el impacto de diversas intervenciones en la 

microbiota, como el trasplante de microbiota fecal (TMF), los suplementos dietarios, 

y el uso de antibióticos, probióticos y simbióticos. Estos estudios podrían aportar 

biomarcadores predictivos de respuesta a inmunoterapia y otros tratamientos, así 

como nuevas estrategias terapéuticas destinadas a optimizar los resultados clínicos 

( , ).
132 133

	 	 I.V.4 Impacto de la microbiota en tratamientos oncológicos


	 	 I.V.4.a Microbiota e inmunoterapia


Múltiples estudios han intentado identificar a los microorganismos asociados 

con una mejor respuesta a la terapia anti PD-1 en pacientes con melanoma. Sin 

embargo, a pesar de que se han descrito patrones en común, como la presencia del 

filo Bacteroidetes en los no respondedores y una abundancia del filo Firmicutes en 

los respondedores, hay resultados discordantes entre estudios. Esto se debe 

probablemente a la heterogeneidad de las cohortes, y a diferencias en la 

clasificación entre respondedores y no respondedores. Por ejemplo, mientras 

Gopalakrishnan et al. y Andrews et al. consideran como respondedores a aquellos 
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que alcanzan una respuesta objetiva, es decir, respuesta completa (RC) y parcial 

(RP), o enfermedad estable (EE) de al menos 6 meses, Frankel et al. incluye a los 

pacientes con EE desde su primera evaluación en la cohorte de respondedores. La 

Tabla 1 resume los principales estudios de microbiota intestinal en pacientes con 

melanoma metastásico tratados con inmunoterapia  ( , , , , , ).
134 135 136 137 138 139
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Tabla 1. Resumen de la evidencia disponible acerca de la microbiota intestinal en pacientes con 
melanoma metastásico tratados con inmunoterapia.

TMF: Trasplante de Microbiota Fecal, SLP: Supervivencia Libre de Progresión, NLR: Ratio Neutrófilo/Linfocito.
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Un meta-análisis de Limeta et al. que incluyó cuatro de estos estudios 

publicados, englobando 130 pacientes con melanoma tratados con inmunoterapia, 

no encontró diferencias globales significativas entre respondedores - cohorte que 

incluía pacientes con RC y RP - y no respondedores - pacientes con EE y 

progresión de la enfermedad (PE) - en términos de diversidad alfa y beta. Sin 

embargo, sí destacó la diferencia encontrada en cuanto a beta diversidad en el 

estudio de Gopalakrishnan et al. Al analizar la riqueza de especies, las más 

enriquecidas en los respondedores pertenecían al f i lo Firmicutes: 

Ruminococcaceae, Faecalibacterium y Ruminococcus bicirculans, además de 

Barnesiella intestinihominis, del filo Bacteroidetes. Por el contrario, en los no 

respondedores se describió una mayor abundancia de Bacteroides thetaiotaomicron 

(filo Bacteroidetes), Adlercreutzia equolifaciens y Bifidobacterium dentium (filo 

Actinobacteria), y Mogibacterium (filo Firmicutes) ( ). Un segundo meta-análisis 140

de Liang et al. con 128 pacientes observó una mayor riqueza de microbiota en 

respondedores - RC, RP y EE de al menos 6 meses -, sin diferencias en la 

diversidad. En cuanto a los microorganismos identificados, se describió un aumento 

del filo Firmicutes - géneros Lachnospiraceae y Subdoligranulum -, filo Bacteroidetes 

- género Barnesiella - y del filo Proteobacteria - género Aestuariispira - en 

respondedores. Por el contrario, los géneros Bacteroides, Bilophila y Blautia se 

observaron enriquecidos en no respondedores ( ).
141

 En relación con los modelos preclínicos de melanoma, varios estudios han 

destacado el papel antitumoral del género Bifidobacterium. Se ha observado que 

este microorganismo puede inducir la diferenciación de células T a Th1, estimular la 

función efectora de las células T CD8+ y CD4+, promover la secreción de IFNγ y 

ejercer un efecto regulador sobre las células dendríticas (111, , ).
142 143
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En resumen, si bien la microbiota ha surgido recientemente como un posible 

biomarcador predictivo de respuesta a la inmunoterapia, aún quedan interrogantes 

por resolver. Esto se debe, en parte, a que la composición de la microbiota puede 

alterarse debido a diversos factores, como la dieta del paciente, el uso de 

antibioterapia, la ingesta de probióticos, u otros fármacos como los corticoides o los 

inhibidores de la bomba de protones ( , , ). Además, la literatura científica 144 145 146

reporta resultados diversos que varían según el tipo de tumor, el estadio o el 

tratamiento utilizado. Por lo tanto, llegar a una conclusión sobre el papel de la 

microbiota en cáncer resulta complejo dada la influencia de un gran número de 

factores externos e internos, así como la presencia de múltiples escenarios 

oncológicos.


	 	 I.VI.4.b Microbiota y terapias dirigidas a vías moleculares


La influencia de la microbiota en las vías oncogénicas moleculares y su posible 

impacto en la eficacia de las terapias dirigidas aún no es bien conocido. En 

melanoma, no existe evidencia sobre cómo la composición de la microbiota puede 

afectar la respuesta a la terapia con iBRAF/MEK en pacientes con mutaciones en 

BRAF. Este apartado se centra en revisar los resultados disponibles sobre la 

influencia de la microbiota en las vías moleculares, sobre todo la de las MAPK. 

Dado que no hay datos específicos sobre el melanoma, la Tabla 2 resume la 

evidencia de la microbiota intestinal en pacientes con CCR con mutación de BRAF 

( , , , ). El objetivo es evaluar la asociación entre la microbiota y esta 147 148 149 150

vía molecular, proporcionando un marco de referencia para nuestro estudio.
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Tabla 2. Resumen de la evidencia disponible acerca de la microbiota intestinal en pacientes 
con cáncer colorrectal (CCR) y mutación de la vía de las MAPK.
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Un estudio en pacientes con CCR describió una mayor diversidad de especies 

y un aumento en la abundancia del filo Firmicutes en pacientes con mutación BRAF 

respecto a pacientes wild-type. Además, reportó un predominio de las especies 

Hungateiclostridium saccincola, Prevotella enoteca, Prevotella dentalis, Sutterella 

megalosphaeroides, Stenotrophomonas maltophilia y Victivallales bacterium en 

pacientes mutados, en comparación con los pacientes wild-type que presentaban 

una mayor abundancia de Bacteroides ovatus, Bacteroides dorei, Ruthenibacterium 

lactatiformans, y Lachnoclostridium phocaeense (148). Estas diferencias en la 

composición de la microbiota entre pacientes mutados y no mutados podría indicar 

un mecanismo de promoción de la carcinogénesis mediado por BRAF y promovido 

por estos microorganismos. Este proceso se ha descrito en otro estudio de 

pacientes con CCR BRAF y KRAS mutado, en relación a las especies 

Fusobacterium nucleatum y Bacteroides fragilis (147). Estos microorganismos 

parecen favorecer el desarrollo de las células tumorales al activar vías oncogénicas 

como la de β-catenina, y mediante la liberación de citoquinas, como la toxina 

enterotoxigénica de Bacteroides fragilis ( , ).
151 152

En cáncer de pulmón, se ha investigado la influencia de la microbiota en la vía 

de las MAPK en pacientes con mutaciones del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR), receptor que se encarga de activar, entre otras vías, la de RAS/

RAF. Un estudio reveló que los pacientes con estas mutaciones presentaban una 

mayor diversidad alfa en comparación con aquellos pacientes sin estas mutaciones 

( ). Además, se observó que los pacientes tratados con inhibidores de EGFR que 153

experimentaban progresión de la enfermedad mostraban una predominancia del filo 

Actinobacteria en la microbiota intestinal. Por el contrario, aquellos pacientes que 

respondían favorablemente al tratamiento con inhibidores de tirosín quinasa (ITK) 
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presentaban una mayor abundancia de las especies Bacteroides ovatus y 

Bacteroides xylanisolvens, del filo Bacteroidetes (153, ). 
154

En cuanto al cáncer de mama, se ha estudiado la vía de las MAPK en relación  

a la sobreexpresión del receptor Her2, perteneciente a la familia del EGFR. En 

pacientes con Her2 positivo se observó una disminución en la diversidad microbiana 

intestinal, con un aumento significativo del filo Bacteroidetes y una reducción del 

Firmicutes en comparación con las pacientes sin sobreexpresión del Her2 ( ). 155

Además, durante el tratamiento con Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal anti-

Her2, se detectó una disminución en la diversidad alfa y niveles reducidos del filo 

Firmicutes, especialmente de las familias Lachnospiraceae y Turicibacteraceae, así 

como una reducción de Bifidobacteriaceae, y Prevotellaceae en la microbiota de 

pacientes que no respondieron al tratamiento ( ).
156

En relación al melanoma, destaca un estudio retrospectivo de 168 pacientes 

diagnosticados de melanoma metastásico y cáncer de pulmón no microcítico 

tratados con ITK. Este estudio evidenció un descenso en la SLP y en la SG en 

pacientes expuestos a antibioterapia durante el tratamiento con ITK. Si bien la 

hipótesis postulada fue que el uso de antibioterapia provocó el descenso en número 

y diversidad del microbioma intestinal, lo cual ocasionó un detrimento de la 

supervivencia, esto no fue confirmado con un análisis específico de la microbiota. 

Además, se destacó la importancia de considerar como factor causal a la 

modulación del citocromo 3A4 por ciertos fármacos, como los macrólidos, la 

rifampicina o los antifúngicos, dado que esto puede alterar los niveles de ITK en 

sangre y, en consecuencia, impactar en la efectividad del tratamiento ( ). En 157

consecuencia, es necesario considerar otros factores que pueden influir en la 

supervivencia en este contexto y que no dependen de la microbiota, como por 
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ejemplo la presencia de una infección que justifica el uso de antibioterapia, la 

necesidad de una hospitalización, además de la presencia de enfermedades 

distintas (melanoma y cáncer de pulmón, en este caso), en estadios diferentes y con 

tratamientos diversos. Por lo tanto, si bien estos resultados generan hipótesis, se 

requiere de mayor evidencia científica para poder desarrollar conclusiones 

definitivas.


—————————————————————————————————————


Una vez expuesta la evidencia disponible en cuanto a la microbiota, el sistema 

inmune y el cáncer, y ante la escasez de estudios clínicos específicos en pacientes 

con melanoma tratados con terapia dirigida, surge la hipótesis que guiará la 

presente tesis doctoral. Este trabajo propone explorar un nuevo campo de 

investigación centrado en los mecanismos de reactivación del sistema inmune y la 

composición e influencia de la microbiota intestinal en pacientes con melanoma 

metastásico portadores de la mutación BRAF y tratados con inhibidores de BRAF/

MEK. Se espera que los hallazgos obtenidos puedan generar nuevas hipótesis de 

biomarcadores y contribuyan a optimizar el enfoque terapéutico actualmente 

empleado en estos pacientes.
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II.I HIPÓTESIS




II.II OBJETIVOS


II.II.1 Objetivos Primarios


- Determinar la composición de la microbiota intestinal previo y durante el 

tratamiento con terapia dirigida con iBRAF/MEK en pacientes con melanoma 

irresecable o metastásico (MM) con mutación BRAF, y correlacionarlo con la 

respuesta.


- Identificar microorganismos pronósticos y/o predictivos de duración de 

respuesta a terapia dirigida en pacientes con MM con mutación BRAF.


- Identificar marcadores inmunológicos en la sangre que estén relacionados con 

la reactivación de la respuesta inmune, antes y durante el tratamiento con 

terapia dirigida con iBRAF/MEK, y correlacionarlo con la respuesta.


II.II.2 Objetivos Secundarios


- Correlacionar la expresión génica sanguínea y la microbiota con supervivencia. 


- Correlacionar variables clínicas y analíticas con supervivencia.
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La detección de genes relacionados con respuesta inmune en sangre, y la 

composición de la microbiota intestinal en pacientes con melanoma  

irresecable o metastásico tratados con inhibidores de BRAF/MEK, podría 

tener valor pronóstico y/o predictivo de respuesta al tratamiento.
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- Correlacionar la composición de la microbiota y variables clínicas en relación a 

la aparición de toxicidad a terapia dirigida.


- Generar hipótesis para optimizar la selección de mejores candidatos a terapia 

dirigida.
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 

III.I Diseño del estudio


El presente trabajo es un estudio observacional prospectivo, coordinado y 

llevado a cabo en los Hospitales Universitarios Regional y Virgen de la Victoria y en 

el Instituto de Investigación Biomédica (IBIMA) en Málaga, España. Se analizaron 

muestras de sangre y heces de pacientes diagnosticados de MM BRAF-mutados.


III.II Criterios de inclusión


- Pacientes mayores de 18 años, con capacidad para entender todos los 

procedimientos del estudio. 


- Pacientes con MM (estadio IIIC-IIID o IV según la clasificación AJCC - 8va 

edición TNM) que, durante la duración del proyecto, vayan a recibir terapia con 

iBRAF en combinación con iMEK.


- Melanoma positivo para la mutación BRAF V600 evaluado localmente. 


- Enfermedad medible según los criterios de Response Evaluation Criteria In 

Solid Tumors (RECIST v1.1) ( ). 
158

- Pacientes que estén de acuerdo con la recolección de las muestras de 

sangre y  que proporcionen las muestras de heces en los períodos estipulados 

por el estudio.


- Consentimiento informado por escrito antes de cualquier procedimiento, 

según la Declaración de Helsinki (OMS).
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III.III Criterios de exclusión


- Presencia de cáncer activo en los últimos dos años.


- Patología autoinmune o enfermedad infecciosa no controlada.


- Pacientes que no quieran someterse a análisis sanguíneo y de heces. 


III.IV Comité de ética 


El proyecto fue aprobado por el Comité de Ética en Mayo de 2019. Los 

pacientes incluidos en el estudio firmaron el consentimiento informado para 

participar de acuerdo con la Declaración de Helsinki.


III.V Consentimiento informado 


En el momento de la selección del paciente, en la consulta de Oncología 

Médica, se explicaron los objetivos y la intención del estudio, además del método de 

obtención de muestras y el fin de las mismas. Se otorgó al paciente un adecuado 

tiempo de reflexión y de aclaración de dudas. Una vez dado su consentimiento 

verbal, se procedió a la firma del consentimiento informado escrito, según la Ley 

41/2002 del 14 de Noviembre. Esta normativa regula la autonomía del paciente, sus 

derechos y obligaciones en materia de información, y documentación clínica ( ). 159

En el Anexo Figura S1 se adjunta un modelo del consentimiento utilizado.


III.VI Variables recogidas


- Variables clínicas/asistenciales: Edad al diagnóstico; sexo; antecedentes 

cardiovasculares; historia de tabaquismo; ECOG-PS (Eastern Cooperative 

Oncology Group/Performance Status) al diagnóstico; localización del primario 

tumoral; estadio TNM AJCC 8va edición al diagnóstico; resección del primario; uso 
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de adyuvancia tras resección del primario; tipo y duración del tratamiento 

adyuvante; fecha diagnóstico de enfermedad metastásica; edad de diagnóstico de 

enfermedad metastásica; edad de inicio de tratamiento dirigido; localización de 

metástasis al diagnóstico; tipo de mutación de BRAF; inhibidor de BRAF/MEK 

utilizado; antibioterapia los 30 días previos al inicio de la terapia dirigida; 

antibioterapia durante el tratamiento con terapia dirigida; corticoterapia los 30 días 

previos al inicio de la terapia dirigida; corticoterapia durante el tratamiento con 

terapia dirigida; toma de inhibidores de la bomba de protones; polifarmacia 

(definido como toma de al menos 5 fármacos); fecha de inicio y fin de la terapia 

dirigida; ECOG al inicio de la terapia dirigida; toxicidad relacionada con el 

tratamiento; grados de toxicidad relacionada con el tratamiento; requerimiento de 

reducción de dosis; suspensión de tratamiento por toxicidad o progresión; cambio 

de inhibidor BRAF/MEK por intolerancia; mejor respuesta medida por Tomografía 

Computada (TC) según criterios RECIST v1.1 a la terapia dirigida; localización de 

la progresión; fecha de la progresión; líneas posteriores de tratamiento tras terapia 

dirigida; uso de inmunoterapia o quimioterapia posterior; y fecha de última visita o 

exitus. 


- En cuanto a las variables analíticas que pudieran tener relevancia en el 

análisis, se incluyeron: hemoglobina; plaquetas; recuento absoluto de leucocitos; 

recuento absoluto de neutrófilos (ANC); recuento absoluto de linfocitos; ratio 

neutrófilo/linfocitos [NLR=ANC/Linfocitos]; derivada del ratio neutrófilo/linfocitos 

[dNLR=ANC/(Leucocitos-ANC)]; LDH; glucosa; colesterol total; lipoproteínas de 

alta densidad (HDL); lipoproteínas de baja densidad (LDL); triacilglicéridos (TAG), 

función hepática; creatín-quinasa; fosfatasa alcalina; ionograma (sodio, potasio, 

cloro, calcio, fósforo, magnesio); perfil férrico (hierro, transferrina, ferritina); 

Mora Guardamagna 49



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

III. Material y métodos

proteína C reactiva (PCR); ácido úrico; albúmina; prealbúmina; hemoglobina 

glicosilada; proteínas totales; función tiroidea y vitamina D.


- Las variables cuantitativas continuas se analizaron tanto en la primera como 

en la segunda muestra de cada paciente, para posteriormente categorizarlas por 

subgrupos por cuartiles, medias y medianas. 


- Variables experimentales: según los resultados obtenidos en el análisis de 

las muestras.


III.VII Ámbito del estudio


El estudio fue coordinado por los Hospitales Universitarios Virgen de la Victoria 

y Regional Carlos Haya de Málaga, España, locación donde se realizó el 

reclutamiento y seguimiento de los pacientes incluidos, así como la recolección de 

las muestras de sangre y heces. El procesamiento de las muestras de sangre y el 

análisis de expresión génica se llevó a cabo en el Laboratorio de Biología Molecular 

del Cáncer (CIMES), y el estudio de la microbiota en IBIMA. Los datos fueron 

analizados por el equipo de bioinformática de IBIMA y por un colaborador del 

Departamento de Oncología Médica del hospital Georges Pompidou, de París, 

Francia.  


III.VIII Recogida de muestras


Tras la aprobación del estudio en Mayo de 2019 por el Comité Ético de 

Investigación, 26 pacientes fueron reclutados desde Mayo 2019 hasta Noviembre 

2022. A los pacientes seleccionados para su participación en este estudio se les 

recogieron dos tipos de muestra:
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- Sangre: de cada paciente se extrajeron 12 mililitros (mL) de sangre periférica, 

recogidos en tubos de EDTA. 


- Heces: se recogió una pequeña muestra en contenedor, con ayuda del 

escobillón, que se introdujo posteriormente en tubo, tipo BBL Culture Swab 

Plus ™.


	 	 Las muestras se recogieron:


- Previo al inicio del tratamiento con iBRAF/MEK (T0).


- Durante el tratamiento con iBRAF/MEK - a los 3 meses o a la progresión, lo 

que ocurriese primero (T1).


El tiempo transcurrido entre la extracción de la muestra y el envío al laboratorio 

fue menor a 24 horas, con el objetivo de asegurar la calidad de la muestra. Una vez 

en el laboratorio, las muestras se mantuvieron en un congelador a -80° C hasta su 

procesamiento. 


III.IX Estudio de expresión génica en muestras de sangre


Las muestras de sangre se utilizaron para estudiar los niveles de expresión de 

un conjunto de genes relacionados con la respuesta inmunológica, con el objetivo 

de comprender el impacto de la terapia dirigida en estos pacientes. Este estudio se 

realizó con el sistema nCounter de Nanostring® utilizando material genético ácido 

ribonucleico mensajero (ARNm) extraído a partir de la línea blanca (buffy coat) 

aislada de esas muestras. Todas las muestras pasaron por filtros de control de 

calidad, utilizando para ello el sistema nSolver™.
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	 	 III.IX.1 Extracción de ARN 


Para el aislamiento y purificación del ARN de las muestras se realizaron dos 

procedimientos, dependiendo de si la sangre era fresca, obtenida directamente tras 

la extracción de sangre, o si había sido congelada para su preservación.


Para las muestras congeladas se utilizó una versión adaptada del RNAEasy 

Plus Universal Mini Kit™. El primer paso se llevó a cabo en una campana con 

extracción de gases, añadiendo a la muestra un reactivo denominado Qiazol Lysis 

Reagent™ en proporción 1:10 de muestra respecto al Qiazol, 100 microlitros (µL) de 

gDNA Eliminator Solution - que permite eliminar el ADN genómico - y cloroformo en 

volumen 5:1 respecto al Qiazol. Se mezcló vigorosamente la muestra y se dejó 

reposar 2-3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugó a 12.000 

x g (múltiplos de gravedad/fuerza centrífuga) durante 15 minutos a 4°C, lo cual 

permitió la separación de la mezcla en tres fases: una capa inferior con fenol y 

cloroformo, una interfase con proteínas, y una fase superior acuosa con el ARN. La 

fase superior con ARN se transfirió a un nuevo tubo para centrífuga, se le añadieron 

600 µL de etanol al 70% y se mezcló vigorosamente. Se traspasaron 700 µL de la 

mezcla a un RNeasy Mini spin column, el cual se centrifugó a 8.000 x g durante 15 

segundos. El RNeasy Mini spin column es un kit en modo columna que trae un filtro 

para muestras con etanol. Este kit permite que el ARN quede adherido al filtro y que 

el etanol lo traspase para ser descartado. Este procedimiento se repitió hasta lograr 

filtrar toda la mezcla por el kit columna. Una vez recolectado el ARN en el filtro, se 

añadieron 500 µL de un buffer denominado RPE (mezcla confidencial) y se 

centrifugó para eliminar completamente los residuos de etanol. Se agregaron 32 µL 

de agua libre y tras centrifugación durante un minuto, se midió la concentración y 

pureza de ARN en Nanodrop™. El Nanodrop™ es un espectrofotómetro que permite 
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cuantificar y determinar la pureza de muestras con ARN, ADN o proteínas mediante 

barrido espectral, midiendo la variación de la absorbancia con la longitud de onda 

empleando una microgota ( ).
160

En cuanto a las muestras de sangre fresca, el ARN se extrajo mediante el kit  

QIAamp RNA Blood Mini Kit™ (Qiagen). En primer lugar, se añadió β-

mercaptoetanol y etanol al 100% a un buffer denominado RLT (Tiocianato de 

Guanidina). Se mezcló la sangre del paciente con el buffer EL (Lisis Eritrocitaria) en 

una proporción 1:5, y se incubó en hielo durante 15 min. La mezcla se centrifugó a 

400 x g durante 10 minutos a 4°C, lo cual permite la formación de un pellet de 

leucocitos y un sobrenadante, este último siendo descartado. Se añadieron 600 µL 

de buffer RLT al pellet de leucocitos, con el objetivo de producir la lisis de las 

células. El material lisado se pipeteó al QIAshredder spin column, un kit columna 

similar al referido previamente, y se centrifugó durante dos minutos a 20.000 x g. 

Posteriormente se añadió etanol al 70% (entre 350-600 µL según el volumen de 

muestra), y se traspasó la mezcla a un QIAamp spin column, el cual nuevamente se 

centrifugó a 8.000 x g durante 15 segundos. Se preparó una  mezcla de ADNasa 

para añadir a la columna, con agua, buffer y ADNasa con el objetivo de eliminar el 

ADN y  purificar el ARN. Luego se agregó buffer RPE al kit columna para eliminar 

los residuos, centrifugando nuevamente, y transfiriendo posteriormente la columna a 

un nuevo tubo con agua libre. Tras nueva centrifugación, se llevó la muestra al 

Nanodrop™ para cuantificación y medición de pureza del ARN obtenido.


	 	 III.IX.2 Análisis de la expresión génica en nCounter® de Nanostring


Para la preparación de las muestras y el análisis molecular se utilizó el sistema 

nCounter® de Nanostring, una plataforma de cuantificación digital de moléculas, 

Mora Guardamagna 53



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

III. Material y métodos

tanto ADN como ARN, con capacidad para estudiar en una misma reacción hasta 

800 dianas de interés. En esta plataforma, cada molécula diana se identifica por un 

código de 6 unidades de colores que se traducen, según el panel utilizado, en un 

gen determinado. 


El proceso consta de varios pasos (Figura 6):


1. Hibridación del ARNm con el CodeSet, para obtener una secuencia con un 

código de colores en un extremo - también denominado “código de barras”, y 

una sonda de captura con biotina en el otro extremo.


2. Purificación de los complejos CodeSet en la Prep Station. Conexión y 

organización de los complejos en una plataforma en la Prep Station. Alineación 

de los complejos en un campo magnético.


3. Análisis de sondas hibridadas y procesamiento de imágenes en el 

nCounter® Digital Analyzer para conteo y tabulación de los datos.


4. Visualización de imágenes mediante nSolver™, análisis molecular y control 

de calidad .


Figura 6. Representación del flujo de trabajo en el nCounter ®. 1) Hibridación del ARN. 2) 

Purificación, conexión, organización de los complejos en la Prep Station. 3) Alineación de 

los complejos en el campo magnético. 4) Análisis, procesamiento, y cuantificación de 

sondas hibridadas ( ).
161
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	 	 III.IX.2.a Hibridación del ARN


El ARN obtenido fue cuantificado y almacenado a -80ºC para asegurar su 

correcta conservación. Se realizaron diluciones del material nucleico para conseguir 

100 nanogramos de ARN en aproximadamente 2 µL, con el objetivo de normalizar 

las muestras a los estándares exigidos por la técnica. Posteriormente, se añadió 

agua hasta conseguir los 5 µL requeridos por el sistema Nanostring nCounter® en el 

nCounter PanCancer Immune Profiling Panel™. El panel utilizado para el proyecto, 

el nCounter PanCancer Immune Profiling Panel™, es capaz de medir la expresión 

de 770 genes que incluyen marcadores de 24 tipos celulares y poblaciones 

inmunes, 30 antígenos tumorales, y otros genes involucrados en respuesta inmune.


Para que el sistema sea capaz de medir estos genes es preciso hibridar las 

muestras con el Reporter y Capture Probes (en su conjunto denominados CodeSet). 

El Reporter Probe consta de un complejo codificado por colores y el Capture Probe 

es una secuencia específica de bases asociada a una molécula de biotina. Este 

CodeSet hibrida con el ARN o ADN de interés, seleccionando secuencias de 100 

nucleótidos. Para iniciar este proceso se formula una “mezcla maestra” añadiendo 

70 µL de buffer de hibridación al Reporter CodeSet. Se añadieron 8 µL de “mezcla 

maestra” a los tubos de hibridación, y se incluyeron sucesivamente los 5 µL de 

muestra con ácidos nucleicos y 2 µL de Capture ProbeSet. Los tubos se introdujeron 

inmediatamente en un termociclador para incubación a 65°C durante 20 horas con 

el objetivo de amplificar la muestra de ARN mediante reacción en cadena 

polimerasa (RCP). El fabricante recomienda una incubación de al menos 16 horas, 

dado que aumenta la sensibilidad de la muestra, incrementando un 5% los ciclos de 

RCP si se mantienen entre 16 y 24 horas.
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	 	 III.IX.2.b Purificación, organización y alineación de complejos


El proceso de purificación se inició en la Prep Station, que se encarga de 

preparar las muestras eliminando el material no hibridado - ya sea por ser cadenas 

muy cortas de ácidos nucleicos o por presencia de impurezas -.  Una vez eliminado 

este material, se unieron los complejos ARN-CodeSet a placas compuestas por 

estreptavidina, con alta afinidad por la biotina, y se sometieron a un campo eléctrico 

para alinearse.


	 	 III.IX.2.c Análisis de sondas hibridadas


El siguiente paso consistió en añadir las sondas alineadas en el nCounter® 

Digital Analyzer, cuyo objetivo es obtener imágenes de las sondas hibridadas a 

través de un microscopio. Este dispositivo permite el procesamiento de hasta seis 

cartuchos, y colecciona datos con una resolución de hasta 280 fields of view (FOV) 

en cada cartucho. El resultado se recoge en un archivo denominado Reporter Code 

Count que puede ser descargado para su posterior análisis en el nSolver™ Analysis 

Software 3.0. 


	 	 III.IX.2.d Análisis molecular y control de calidad


Los datos obtenidos en el Digital Analyzer fueron analizados mediante el 

nSolver™ Analysis Software 3.0, un software que permite realizar análisis 

bioinformáticos y ejecutar controles de calidad. Los defectos de calidad detectados 

por el programa pueden deberse a la presencia de material por debajo del límite de 

detección requerido o por errores durante el procesamiento de las muestras, como 

por ejemplo en la alineación de los cartuchos al colocarlo en el nCounter® Digital 

Analyzer. 
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III.X Estudio de microbiota en heces


Para el procesamiento y estudio de las muestras de heces se utilizó el Ion 

16S™ Metagenomics Kit (Thermofisher). Esta técnica de secuenciación amplifica la 

zona hipervariable V2-V9 del ARN 16S ribosomal, lo cual permite la distinción de las 

bacterias presentes en la muestra.


	 	 III.X.1 Preparación y análisis de muestras de heces


Las muestras de heces se recogieron en un frasco estéril de boca ancha y 

fueron transportados en nieve carbónica hasta el laboratorio, donde se alicuotaron y 

congelaron a -80 °C para su conservación hasta su procesamiento. 


Los pasos del procesamiento incluyeron (Figura 7):


1. Extracción del material y dilución de la muestra.


2. Amplificación de la zona hipervariable V2-V9 del ribosoma 16S bacteriano.


3. Purificación de los productos amplificados.


4. Cuantificación y verificación de la calidad del ADN amplificado mediante 

electroforesis utilizando Bioanalyzer®.


5. Preparación y purificación de librerías: agregado de índices y adaptadores 

de secuenciación.


6. Secuenciación con el Ion 520 TM/ 530 TM Kit-Chef (Thermo Fisher Scientific) 

y el Ion 520 chip (Ion 520TM Chip Kit).
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Figura 7. Representación de la preparación y el análisis de muestras de heces para la 

microbiota.


	 	 III.X.2 Extracción de ADN


Para la extracción del ADN se utilizó un kit columna similar al mencionado 

previamente para las muestras de ARN, con el objetivo de purificar el ADN 

bacteriano y eliminar los residuos. 


	 	 III.X.3 Amplificación de la zona hipervariable del ribosoma 16S


La amplificación de la zona hipervariable V2-V9 del ribosoma bacteriano 16S 

se realizó mediante el Ion16S™ Metagenomics Kit, según el protocolo del 

fabricante. Se prepararon dos mezclas para cada muestra, una que incluía 12 µL de 

la muestra de interés, un control positivo con 2 µL de Escherichia coli diluido en 10 

µL de agua y un control negativo. A cada mezcla se le añadieron 15 µL de una 

“mezcla maestra”, 3 µL del 16S Primer Set y agua hasta obtener 30 µL de solución 

en ambos tubos. Se realizaron 25 ciclados a diversas temperaturas y posteriormente 

se determinó la calidad y cantidad del ADN disponible mediante el sistema 
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Bioanalyzer®. Este software realiza NGS y múltiples RCP, que permiten calcular de 

manera exacta el tamaño y la concentración de los fragmentos de ADN.


	 	 III.X.4 Purificación de los productos amplificados


Para purificar los amplicones se utilizó un reactivo denominado Agencourt® 

AMPure® XP Reagent compuesto de partículas magnéticas en solución acuosa. Se 

añadieron 54 µL de este reactivo en cada tubo, se incubaron durante 5 minutos a 

temperatura ambiente, se colocaron las muestras en una estantería magnética 

durante 3 minutos, y luego se descartó el sobrenadante obtenido, manteniendo así 

el ADN de interés en el pellet. 


Posteriormente, se añadieron 100 µL de etanol al 70% en cada tubo, 

descartando el sobrenadante. El siguiente paso consistió en añadir 15 µL de agua 

libre de nucleasa al pellet para separar y eliminar las partículas magnéticas unidas 

al ADN de interés, para obtener así las muestras purificadas. Para cuantificar y 

verificar la cantidad de ADN amplificado se utilizó el software Bioanalyzer®.


	 	 III.X.5 Preparación de librerías


 Para la preparación de las librerías previo a la secuenciación, los amplicones 

se trataron con el kit Ion Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher Scientific). A cada 

muestra se le añadieron 180 µL de Agencourt® AMPure® XP Reagent y se incubó el 

resultante durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se colocaron las muestras 

nuevamente en la estantería magnética y se descartó el sobrenadante. Se 

añadieron 500 µL de etanol al 70%, y se descartó el sobrenadante tras 30 segundos 

de incubación, repitiendo el procedimiento para un segundo lavado de la muestra. 
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A cada muestra se le añadieron 25 µL de Low TE, un buffer que permite la 

separación de las partículas magnéticas y la resuspensión del ADN purificado. El 

sobrenadante resultante de cada muestra con el ADN se transfirió a tubos nuevos. 


	 	 III.X.5.a Agregado de índices y adaptadores


	 	 El agregado de índices a las muestras permite la unión del ADN a adaptadores 

para una correcta secuenciación posterior. Este proceso fue llevado a cabo con el 

Ion XPress Barcode Adapters 1-96 kit (Thermo Fisher Scientific), mediante una serie 

de reactivos que incluyen un buffer ligasa, una ligasa ADN, una polimerasa, 

adaptadores e índices/códigos de barras. Las librerías creadas fueron purificadas 

con el AMPure® XP beads (Beckman).


	 	 III.X.6 Secuenciación


La emulsión y la secuenciación de las librerías se realizó con el kit Ion 520 TM/ 

530 TM Kit-Chef (Thermo Fisher Scientific) y el Ion 520 chip (Ion TM Chip Kit), 

utilizando el Ion Chef y la plataforma Ion Torrent S5TM system. Los datos obtenidos 

fueron procesados y analizados por el equipo de investigación de IBIMA.


III.XI Análisis bioinformático


	 	 El análisis de datos se realizó en cuatro partes: 


	 	 A) Análisis descriptivo de variables clínicas y experimentales, y análisis de 

supervivencia.


	 	 B) Análisis de expresión diferencial de genes en sangre en estado basal a la 

terapia dirigida.
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	 	 C) Inspección de los genes en sangre diferencialmente expresados en 

longitudinalidad.


	 	 D) Análisis de microbiota.


	 	 III.XI.1 Análisis descriptivo de variables clínicas y experimentales, y 

análisis de supervivencia


	 	 Para establecer los puntos de corte de los parámetros analíticos se emplearon 

los rangos de referencia proporcionados por el laboratorio local. Los puntos de corte 

de la LDH y la PCR se establecieron en función a los límites superiores de la 

normalidad (LSN) establecidos por el laboratorio local, mientras que el del ANC se 

estableció en un valor igual o superior a 7500/mL de sangre, según lo establecido en 

la literatura como determinante de mal pronóstico ( , ). Se calcularon el NLR y 162 163

el dNLR, variables identificadas como biomarcadores pronóstico.	 De acuerdo a la 

literatura, el NLR se consideró como elevado-severo a partir de un valor de 5. Un 

dNLR igual o mayor a 3 se consideró como de alto riesgo (67, 68, , , ). La 164 165 166

tasa de respuesta objetiva al tratamiento (ORR, por sus siglas en inglés) se definió 

como aquellos pacientes con RC o RP en el TC de evaluación, medido según 

RECIST v1.1, mientras que la tasa de control de la enfermedad (DCR, por sus siglas 

en inglés) se definió como los pacientes con RC, RP, o EE. La gradación de la 

toxicidad al tratamiento se realizó según el Common Terminology Criteria for 

Adverse Events versión 5 (CTCAE v5.0) ( ).
167

	 	 El análisis estadístico se realizó con los softwares SPSS® 29.0.1.0 y R studio. 

Para el análisis descriptivo de las variables numéricas se obtuvieron la mediana y el 

rango, y para las variables categóricas las frecuencias absolutas y relativas. Se 

realizó un test de Shapiro-Wilk para verificar la normalidad de las variables 
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cuantitativas. Posteriormente se replicó la estadística descriptiva estratificando la 

cohorte en “No respondedora” (NR) y “Respondedora” (R). La cohorte R incluyó a 

aquellos pacientes con RC y RP. Por el contrario, la cohorte NR incluyó a los 

pacientes con EE o PE. El objetivo de estratificar de esta manera a los pacientes es 

evaluar si existe una asociación significativa entre las variables y la respuesta al 

tratamiento. La ORR y la DCR y sus Intervalos de Confianza del 95% (IC95%) se 

calcularon mediante el test binomial. Las diferencias en las variables clínicas entre 

cohortes se calcularon mediante el likelihood ratio test (test de verosimilitud), 

considerando como valor significativo a una p inferior a 0.05. 


	 	 Para el análisis de supervivencia se utilizó el método Kaplan Meier, y para el 

cálculo de las diferencias entre curvas el test de Log-Rank. La SG se calculó desde 

el inicio del tratamiento dirigido hasta el fallecimiento por cualquier causa o última 

visita. La SLP se calculó desde el inicio del tratamiento dirigido hasta la progresión o 

última visita. El análisis univariante de variables clínicas en relación a la 

supervivencia se llevó a cabo con el modelo de regresión de Cox, con los resultados 

presentados como Hazard Ratio (HR) y su IC95%. 


	 	 III.XI.2 Análisis de expresión diferencial de genes en sangre, en 

estado basal a la terapia dirigida y en T1


	 	 El análisis de expresión diferencial de genes se realizó con NanoTube, flujo de 

trabajo que se encarga del procesamiento, el control de calidad, el análisis y la 

visualización de los datos obtenidos en NanoString nCounter® ( ). El método de 168

normalización empleado fue el RUVg (Remove Unwanted Variation Using Control 

Genes), que utiliza genes housekeeping y controles positivos y negativos que no 

estén diferencialmente expresados en las muestras para detectar las variaciones de 
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los genes de interés ( ). Todas las muestras pasaron por el control de calidad de 169

nSolver™, que reporta el porcentaje de campos de visión que se capturan en el 

proceso  y la densidad de unión, que representa la concentración de “códigos de 

barra” ( ). En este control, los factores de escala de los housekeeping se 170

concentran entre 0.1 y 10, y los factores de escala de los controles positivos y 

negativos entre 0.3 y 3. Posteriormente, el análisis final se realizó con Limma 

(Linear Models for Microarray and RNA-Seq), un software que puede analizar la 

expresión diferencial de genes ( ). Los cambios en la expresión de genes se 171

calcularon mediante escala logarítmica (log2), tomando aquellos cambios superiores 

a 1 como significativos. Los análisis se realizaron estratificando a la cohorte en R y 

NR, y un segundo análisis fue realizado en los pacientes con RC y No-RC, tanto en 

T0 como en T1. La significación estadística se estableció en un valor de p<0.05. 


	 	 III.XI.3 Inspección de los genes en sangre diferencialmente 

expresados en longitudinalidad


	 	 En el análisis longitudinal para determinar los cambios de T0 a T1 se empleó la 

prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, prueba no paramétrica que compara 

las diferencias entre pares de datos para determinar si tienen una distribución 

simétrica en torno a un valor ( ). Para determinar si los genes diferenciales se 172

mantenían en el tiempo, se realizó asimismo un análisis diferencial en T1.


	 	 Se realizó una regresión logística binaria utilizando como variable dependiente 

la respuesta al tratamiento. Este análisis se focalizó en los pacientes que recibieron 

inmunoterapia adyuvante para evaluar si los niveles de expresión génica en estos 

pacientes se correlacionaban con la respuesta clínica. Además, se compararon los 

niveles de genes presentes en los pacientes R según la administración previa o no 
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de inmunoterapia, mediante el Chi2 si las variables se ajustaban a la normalidad por 

Shapiro-Wilk, o mediante el U Mann Withney Test, si no cumplían este requisito. El 

objetivo de este análisis era identificar si la inmunoterapia previa influía en los 

niveles de expresión génica en los pacientes R.


	 	 III.XI.4 Análisis de microbiota


	 	 Con respecto al análisis de la microbiota, los resultados obtenidos en la 

secuenciación se procesaron mediante la plataforma de análisis bioinformático 

QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). Se utilizó la interfaz QIIME2 

para identificar lecturas repetidas en bases de datos de metagenómica. Este análisis 

incorpora varios programas que ofrecen la capacidad de agrupamiento rápido de 

secuencias similares y de realizar filtrados. Cada una de las secuencias se asignó a 

una identidad potencial (OTUs) utilizando el clasificador UCLUST de taxonomía por 

consenso. La asignación taxonómica de las secuencias se realizó mediante la 

búsqueda de homologías entre la secuencia problema y las secuencias ya 

conocidas y depositadas en las bases de datos (GreenGenes). Las estimaciones de 

diversidad entre poblaciones de microorganismos se llevó a cabo según la literatura 

( ). La diversidad alfa fue calculada usando los estimadores de diversidad 173

Simpson y Shannon. La diversidad beta se calculó mediante el análisis de 

escalamiento multidimensional (NMDS) basado en Bray-Curtis. Se realizó un 

análisis LEfSe (Análisis de Efecto Lineal discriminante de tamaño Efectivo o LDA 

Effective Size) que combina el estadístico no paramétrico Kruskal-Wallis para 

identificar diferencias significativas entre cohortes, con LDA (Análisis Discriminante 

Lineal) para estimar la magnitud del efecto de estas diferencias. El programa 

utilizado para realizar este análisis fue The Huttenhower Lab, una herramienta 
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bioinformática desarrollada por el Departamento de Bioestadística de la Escuela de 

Salud Pública de Harvard. Este análisis permite, por un lado, identificar 

características taxonómicas significativas entre los dos grupos de muestras, y por el 

otro, evaluar la relevancia biológica de estas diferencias al estimar su efecto 

discriminante. 


	 	 El análisis en T0 y T1 de alfa y beta diversidad se realizó en las cohortes R y 

NR, y en la de RC y No-RC. El análisis LEfSe se realizó solo en la cohorte RC y No-

RC, para mitigar posibles errores estadísticos causados por el disbalance entre las 

cohortes R y NR, y a su vez identificar a los microorganismos asociados a la mayor 

respuesta posible a la terapia dirigida. Resulta crucial destacar que la presencia de 

RC en los pacientes tratados con iBRAF/MEK está asociado a mayor supervivencia 

en comparación con aquellos pacientes que no alcanzan RC, razón por la cual es de 

relevancia identificar la microbiota asociada a esta respuesta ( , , ). 174 175 176

Además, se replicó el análisis LEfSe en la cohorte que experimentó eventos 

adversos relacionados con el tratamiento de al menos grado 2, para evaluar el 

posible impacto de la microbiota en su aparición. Se utilizó como punto de corte el 

grado 2 según la CTCAE v5.0 para incluir en el análisis toxicidad moderada-severa 

que pudiera ser significativa a nivel clínico, asegurando de esta manera la inclusión 

de aquellos eventos que requieren una potencial intervención médica. Se realizó 

una regresión logística binaria para correlacionar microorganismos asociados a 

toxicidad con los efectos adversos que mostraron diferencias significativas entre R y 

NR en el análisis de variables clínicas según el likelihood ratio test. Los resultados 

se presentan como Odds Ratio (OR) y su IC95%. El nivel de significancia se 

estableció en p inferior a 0,05.
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	 	 III.XI.5 Correlación de genes de expresión inmune y microbiota con 

supervivencia


	 	 Los análisis se realizaron utilizando los resultados de microbiota y genes a 

tiempo basal - T0 -, para identificar genes y microorganismos con impacto 

pronóstico previo al inicio del tratamiento, sin verse influenciados por el tratamiento 

dirigido y sus posibles toxicidades (Figura 8). 


	 	 Se realizó un análisis univariante de regresión de Cox en la cohorte por 

protocolo de genes (n=24), utilizando los resultados significativos a T0 del análisis 

de expresión génica para correlacionarlos con supervivencia. Además, se replicó el 

análisis univariante en la cohorte por protocolo de microbiota (n=20). Se incluyeron 

los microorganismos significativos a T0 del análisis de microbiota, los genes 

significativos en el análisis univariante de expresión génica en T0, y genes que 

fueron considerados de relevancia en ambos tiempos - T0 y T1. El objetivo era 

identificar aquellos genes y microorganismos que podrían tener más impacto en 

supervivencia, para incluirlos posteriormente en el multivariante. 


	 	 Se realizó un análisis multivariante de regresión de Cox con el objetivo de 

determinar el impacto pronóstico de los genes de expresión inmune y la microbiota. 

Se seleccionaron como variables de interés: el uso de antibioterapia durante el 

tratamiento dirigido, dada la evidencia que la asocia a cambios en la composición de 

la microbiota e impacto en supervivencia (132, 157); genes de reactivación inmune 

identificados como significativos en el univariante; y microorganismos identificados 

en pacientes con RC. Los resultados se presentan como HR y su IC95%. Además, 

ante los hallazgos en el análisis multivariante, se realizó una prueba T de student 

para correlacionar variables cuantitativas significativas, de distribución normal, con 

la respuesta.


Mora Guardamagna 66



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

III. Material y métodos

Figura 8. Selección de variables para los análisis univariante y multivariante, y cohorte 

utilizada en cada análisis.


III.XII Seguimiento de pacientes


Los pacientes se siguieron en consulta cada 4 semanas o, en caso de 

requerirlo por toxicidad o estado clínico del paciente, en un menor período de 

tiempo. La primera evaluación mediante TC se realizó entre las 10-14 semanas. La 

respuesta fue medida mediante criterios RECIST v. 1.1.


III.XIII Limitaciones del estudio


	 	 Las limitaciones del estudio incluyen:


	 	 - El pequeño tamaño muestral, dado que es una población muy seleccionada 

de una patología con una incidencia baja.


Mora Guardamagna 67



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

III. Material y métodos

	 	 - La dificultad para extrapolar los resultados en la práctica clínica diaria, debido 

a que no todos los centros poseen las herramientas para la recolección, el análisis y 

el procesamiento de las muestras.


	 	 - La presencia de factores de confusión. Al ser un estudio observacional, 

puede haber variables que pueden influir en las asociaciones observadas.


NOTA: Se ha creado un repositorio en GitHub para otorgar acceso a los datos 

utilizados en el análisis de este proyecto (https://github.com/moraguarda/

TesisMicrobiota).
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IV. RESULTADOS


IV.I Características clínicas de la población de estudio


	 	 Se analizaron un total de 26 pacientes diagnosticados de melanoma 

metastásico o irresecable, BRAF V600 mutado, candidatos a tratamiento en primera 

línea con iBRAF/MEK. Un total de 20 pacientes recolectaron las dos muestras de 

heces de T0 y T1 para el análisis de microbiota en condiciones óptimas, y 24 

pacientes recolectaron muestras de sangre para el análisis de expresión génica 

(Figura 9). De los 6 pacientes no incluidos en la cohorte de microbiota, 4 no 

aportaron las muestras en el tiempo requerido, uno falleció antes de recolectar la 

segunda muestra por enfermedad rápidamente progresiva, y otro estuvo ingresado 

un tiempo prolongado previo a la toma de la segunda muestra por progresión de la 

enfermedad y deterioro del estado general que culminó en exitus. En cuanto a las 2 

muestras faltantes de la cohorte de genes, éstas no alcanzaron los criterios de 

calidad por errores en la recolección y el procesamiento. Las características clínicas, 

analíticas y del tratamiento de la cohorte se representan en la Tabla 3.


	 	 La mediana de edad de la cohorte al inicio de la terapia dirigida era de 55 años 

(rango 23-80), con un 69,2% (n=18) de los pacientes diagnosticados de melanoma 

antes de los 60 años. Al diagnóstico, la mayoría de los pacientes presentaban el 

primario a nivel dorsal (42,3%; n=11) o en miembros inferiores (19,2%; n=5), 

mientras que en 3 pacientes (11.5%) el primario era de origen desconocido. La 

resección se llevó a cabo en el 88,5% (n=23), y 9 de ellos recibieron tratamiento 

adyuvante, en su mayoría con inmunoterapia con nivolumab o pembrolizumab. Al 

inicio de la terapia dirigida, 16 pacientes (61,5%) tenían un estadio M1c-d, de los 
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cuales el 43,7% presentaban metástasis hepáticas, y el 56,3% en el sistema 

nervioso central (SNC).


	 	 En cuanto al uso de fármacos relevantes que han demostrado tener un 

impacto en la microbiota intestinal (144, 145, 146, , ), se identificaron 3  177 178

(11,5%) pacientes que habían utilizado antibioterapia los 30 días previos a la toma 

de muestra y 9 (34,6%) pacientes que habían utilizado corticoterapia en el mismo 

período. A su vez, el 42,3% (n=11) de la población era consumidora habitual de 

inhibidores de la bomba de protones y el 30,8% (n=8), de polifarmacia, definido 

como la toma de al menos 5 fármacos diarios ( , ).
179 180

Figura 9. Diagrama de cohorte total reclutada (n=26) y según la recolección de muestras de 

sangre (n=24) y de heces (n=20). El total de pacientes con muestras de heces disponían 

también de muestras de sangre en ambos tiempos.
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Tabla 3. Características generales clínicas, analíticas, y del tratamiento de la población por 
intención de tratar (n=26). LDH: Lactato deshidrogenasa, LSN: Límite superior de la normalidad, NLR: 

Ratio Neutrófilos/Linfocitos, dNLR: Derivada del NLR [Neutrófilos/(Leucocitos-Neutrófilos)], PCR: Proteína C 
Reactive, RC: Respuesta completa, RP: Respuesta parcial, EE: Enfermedad estable, PE: Progresión de la 
enfermedad, ORR: Tasa de respuesta objetiva, SLP: Supervivencia libre de progresión, SG: Supervivencia 
global.
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Características generales (n=26)

Variables clínicas n (%)

Edad, mediana (rango) 55 (23-80)

Sexo

    Masculino

    Femenino

13 (50)

13 (50)

ECOG

    0-1

    2

25 (96,2)

1 (3,8)

Antibióticos

    30 días previos al tratamiento 

    Durante el tratamiento

3 (11,5)

13 (57,7)

Corticoides

    30 días previos al tratamiento

    Durante el tratamiento

9 (34,6)

18 (69,2)

Uso de inhibidor de la bomba de protones 11 (42,3)

Polifarmacia (≥5 fármacos) 8 (30,8)

Melanoma primario resecado 23 (88,5)

Tratamiento adyuvante 

    Inmunoterapia

    Interferon

9 (34,6)

8 (88,9)

1 (11,1)

Estadio TNM (AJCC 8th ed)

    M1a

    M1b

    M1c

    M1d

6 (23,1)

4 (15,4)

7 (26,9)

9 (34,6)

Variables analíticas

Recuento absoluto neutrófilos ≥7500/mL 5 (19,2)

LDH ≥LSN 10 (38,5)

NLR Severo ≥5 7 (26,9)

dNLR severo ≥3 8 (30,8)

PCR ≥LSN 15 (57,7)

Características generales (n=26)

Tratamiento y toxicidad n (%)

Inhibidor BRAF/MEK administrado

    Dabrafenib-Trametinib

    Encorafenib/Binimetinib

21 (80,8)

5 (19,2)

Toxicidad al tratamiento, cualquier grado

    Pirexia

    Astenia

    Diarrea

    Nausea/Vómitos

    Hiporexia

    Rash

    Mialgias

    Hiponatremia

    Hipertransaminasemia

    Uveítis

    Neutropenia

24 (92,3)

9 (37,5)

9 (37,5)

8 (33,3)

8 (33,3)

3 (12,5)

2 (8,3)

1 (4,2)

1 (4,2)

1 (4,2)

1 (4,2)

1 (4,2)

Toxicidad grado≥2

Toxicidad grado 3-4

    Pirexia

    Astenia

    Hepatitis

    Neutropenia

    Hiponatremia

12 (46.2)

6 (23,1)

2 (33,3)

1 (16,7)

1 (16,7)

1 (16,7)

1 (16,7)

Reducción de dosis

Interrupción del tratamiento por toxicidad

10 (38,5)

4 (15.4)

Respuesta al tratamiento

Respuesta RECIST v1.1

    RC

    RP

    EE

    PE	

6 (23,1)

14 (53,8)

4 (15,4)

2 (7.7)

ORR (95% IC) 76.9 (56.4-91.0)

Eventos

    Progresión

    Exitus

14 (53,8)

10 (38,5)

Supervivencia

SLP, mediana (IC95%) 15.7 (6-25,4)

SG, mediana (IC95%) 28,9 (19,1- 38,7)
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IV.II Características analíticas de la población de estudio 

	 	 En cuanto a las variables analíticas, 5 pacientes (19,2%) presentaron un ANC 

≥7500/mL, 15 (57,7%) una PCR elevada y 10 (38,5%) una LDH≥LSN al inicio de la 

terapia dirigida. Además, el 26.9% (n=7) de los pacientes evidenciaron un NLR 

elevado-severo ≥5, mientras que el 30,8% (n=8) tenían un dNLR ≥3.


IV.III Variables relacionadas con el tratamiento


	 	 Al iniciar la terapia dirigida, el 88,5% (n=23) de los pacientes tenían un ECOG-

PS 0-1. El 80,8% (n=21) iniciaron dabrafenib-trametinib como tratamiento iBRAF/

MEK y los 5 restantes encorafenib-binimetinib. Resulta de importancia destacar que 

el 80% (n=4) de los pacientes que presentaron RC al tratamiento habían recibido 

con anterioridad inmunoterapia como tratamiento adyuvante. La mediana de tiempo 

desde el fin del tratamiento adyuvante hasta el inicio de la terapia dirigida fueron 

1,87 meses (rango 0,7-31,3).


	 	 Se reportaron efectos adversos relacionados con el tratamiento en el 92.3% de 

los pacientes, con el 46.2% y el 23.1% experimentando eventos al menos grado 2 y 

grado 3-4, respectivamente. Los efectos adversos más frecuentes fueron astenia 

(34,6%; n=9), pirexia (34,6%; n=9), náuseas y vómitos (30,8%; n=8) y diarrea 

(30,8%; n=8). Los efectos adversos de al menos grado 2 más frecuentes fueron 

pirexia (n=4, 33,3%), astenia (n=2, 16,7%) y diarrea (n=2, 16,7%). Un total de 10 

pacientes (38,4%) requirieron reducción de dosis, y 4 pacientes (15.4%) 

discontinuaron el tratamiento por toxicidad. 


	 	 En el análisis por subgrupos estratificado en pacientes R (n=20) y NR (n=6), se 

observaron diferencias significativas en el likelihood ratio test en la presencia de 
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astenia, que se presentó en un 45% (n=9) de los R y en ningún paciente NR (Anexo 

Tabla S1).


	 	 La ORR en la primera evaluación por TC fue del 76,9% (IC95% 56.4-91.0), y la 

DCR de 92.3% (IC95% 74.9-99.1). El 50% (n=13) de los pacientes habían 

progresado al tratamiento dirigido al momento del análisis estadístico, el 34,6% 

(n=9) de los cuales desarrollaron metástasis en SNC. De los 13 pacientes que 

progresaron a la primera línea, sólo 7 (26,9%) fueron candidatos a continuar una 

segunda línea.
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IV.IV Análisis de supervivencia


	 	 Con una mediana de seguimiento de 24,3 meses (rango 13.7-34.8), la 

mediana de SG del total de la cohorte fue de 28,9 meses (IC 95% 19.1-38.7), 

mientras que la mediana de SLP fue de 15.7 meses (IC 95% 6-25.4) (Figura 10).








Figura 10. Kaplan-Meier de A) Supervivencia global del total de la cohorte, desde el inicio 

de la terapia dirigida hasta el fallecimiento o última visita; B) Supervivencia libre de 

progresión del total de la cohorte, desde el inicio del tratamiento dirigido hasta la progresión.
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	 	 La progresión a nivel extrapulmonar o de SNC durante la terapia dirigida 

fueron factores que impactaron negativamente la SLP; la progresión en SNC 

impactó a su vez en la SG (Figura 11). Ninguna otra variable clínica ni analítica se 

asoció significativamente con un detrimento de la supervivencia.


Figura 11. Log-rank de SG según la presencia o no de progresión en SNC en A) SG, B) 

SLP, demostrando diferencias significativas e impactando negativamente en supervivencia 

con un HR de 5.19 (IC95% 1.34-20.16) y HR  de 4.38 (IC95% 1.45-13.24), respectivamente. 

C) Log-rank de SLP según la presencia o no de progresión extrapulmonar, que confirma la 

asociación de progresión extrapulmonar con un detrimento en la supervivencia con un HR 

de 8.22 (IC95% 1.91-35.44).
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HR 5.19 (IC95% 1.34-20.16)

Log-rank p=0.008

A) B)

No 23 19 10 3 2 0

Sí 3 1 0 0 0 0

No 17 15 9 3 2 0

Sí 9 7 4 0 0 0

No 17 13 8 3 2 0

Sí 9 7 2 0 0 0

HR 4.38 (IC95% 1.45-13.24)

Log-rank p=0.004

HR 8.22 (IC95% 1.91-35.44)

Log-rank p<0.001
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	 	 Se realizó un análisis univariante de regresión de Cox de las variables clínicas 

en la cohorte por intención de tratar (n=26), con el objetivo de identificar aquellas 

que pudieran impactar en supervivencia. Sin embargo, ninguno de los factores 

analizados se confirmó como un predictor independiente que impactara 

significativamente en la SG o la SLP (Tabla 4).
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Tabla 4. Análisis univariante de variables clínicas impactando en SLP y SG, en población 
por intención de tratar (n=26). Ninguna variable demostró un impacto estadísticamente 
significativo en supervivencia.


Análisis Univariante 
(N=26) Supervivencia Global Supervivencia Libre de Progresión

Características clínicas HR CI 95% P HR CI 95% P

Edad 1.00 0.95-1.04 0.99 0.98 0.95-1.02 0.54

Sexo masculino 0.38 0.09-1.53 0.17 0.37 0.12-1.19 0.09

ECOG PS 0 vs 1-2 1.98 0.41-9.65 0.39 1.67 0.34-7.56 0.51

Adyuvancia previa 0.25 0.05-1.26 0.09 0.29 0.08-1.08 0.06

Antibióticos 30 días previos 3.08 0.59-15.95 0.18 1.65 0.35-7.79 0.53

Antibióticos durante el 
tratamiento 0.96 0.27-3.45 0.95 0.89 0.31-2.59 0.83

Corticoides 30 días previos 1.43 0.39-5.14 0.59 0.70 0.22-2.25 0.55

Corticoides durante el 
tratamiento 1.78 0.37-8.14 0.46 1.13 0.35-3.61 0.84

Inhibidores de bomba de 
protones 1.81 0.51-6.42 0.36 1.21 0.41-3.56 0.73

Polifarmacia 1.25 0.32-4.85 0.75 1.04 0.32-3.35 0.94

Parámetros de laboratorio

ANC ≥7500/mL 1.50 0.38-5.85 0.56 0.59 0.13-2.63 0.48

LDH≥LSN 1.64 0.47-5.69 0.44 1.44 0.50-4.18 0.49

dNLR≥3 2.26 0.64-7.93 0.20 1.67 0.55-5.04 0.36

NLR≥5 1.77 0.49-6.41 0.38 1.94 0.65-5.81 0.24

PCR≥LSN 0.85 0.24-3.05 0.80 1.47 0.45-4.81 0.52

Toxicidad al tratamiento

Efectos adversos grado≥2 0.93 0.26-3.37 0.93 1.58 0.55-4.58 0.39

Diarrea 0.84 0.21-3.28 0.79 0.99 0.33-2.99 0.98

Pirexia 1.06 0.29-3.77 0.93 0.86 0.28-2.57 0.78

Astenia 1.06 0.29-3.78 0.93 0.87 0.29-2.61 0.81
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IV.V Análisis de expresión génica 


	 	 Las muestras de 24 pacientes fueron utilizadas para el análisis de expresión 

génica (Figura 12). La población se estratificó en R y NR según los criterios 

mencionados previamente, con un total de 18 (75%) R y 6 (25%) NR en T0, y 18 R y 

3 NR en T1, por 3 muestras en T1 que no pasaron los controles de calidad. La tabla 

de características generales comparando las cohortes R y NR se encuentra en el 

Anexo Tabla S2. Un segundo análisis fue realizado en la cohorte RC (n=5) y No-RC 

(n=19).





	 


Figura 12. Variabilidad en la expresión génica de 24 pacientes incluidos en el estudio, 

previo (arriba ) y posterior (abajo) a la normalización con RUVg.
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	 	 IV.V.1 Estratificación según respuesta 


	 	 Un total de 49 genes alcanzaron una p significativa a tiempo basal - T0 -, con 

20 genes regulados al alza en R y a la baja en NR, y 29 genes regulados a la baja 

en R y al alza en NR (Figura 13).


	 	 En T1, un total de 41 genes alcanzaron la significancia estadística, 4 de los 

cuales estaban regulados al alza en R y a la baja en NR, y 37 regulados a la baja en 

R y al alza en NR (Anexo Tabla S4). Ninguno de los genes en T0 y T1 alcanzó la 

significancia con un valor ajustado de p (Anexo Tabla S3). La Figura 14 muestra los 

heatmaps en T0 y T1 respectivamente, donde se observa que la agrupación en 

clústeres no se ajusta totalmente con la variable respuesta.


Figura 13. Volcano plot donde se muestran los genes regulados al alza (derecha, en rojo) y 

a la baja (izquierda, en azul) en pacientes respondedores en tiempo basal - T0.
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Figura 14. Heatmap en tiempo basal - T0 - (arriba) y T1 (abajo), donde se observan los 

genes regulados al alza y a la baja, estratificado según respuesta. Los clústeres no se 

ajustan completamente a la variable respuesta.
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	 	 El análisis de expresión diferencial en la cohorte RC y No-RC identificó a un 

único gen en tiempo basal, CCL11, significativamente regulado a la baja en 

pacientes con RC y al alza en No-RC (logfold change -0.63, p=0.038, qvalue=1) 

(Figura 15). No se identificaron diferencias significativas entre ambas cohortes en 

los genes evaluados en T1. 














Figura 15. Heatmap donde se evidencia la expresión del gen CCL11 en la cohorte 

estratificada en RC y No-RC, con un incremento en la expresión en pacientes No-RC y una 

disminución en pacientes con RC.


Mora Guardamagna 83

DO
W
N

UP

NLRP3

LAMP3

CCL11

CFB

SLC2A1

14
A

06
A

02
A

28
A

04
A

27
A

25
A

26
A

01
A

03
A

16
A

07
A

23
A

21
A

17
A

22
A

18
A

10
A

05
A

15
A

20
A

11
A

09
A

08
A

Group

Group
Non−responders
Responders

DO
W
N

UP

NLRP3

LAMP3

CCL11

CFB

SLC2A1

14
A

06
A

02
A

28
A

04
A

27
A

25
A

26
A

01
A

03
A

16
A

07
A

23
A

21
A

17
A

22
A

18
A

10
A

05
A

15
A

20
A

11
A

09
A

08
A

Group

Group
Non−responders
Responders

DO
W
N

UP

NLRP3

LAMP3

CCL11

CFB

SLC2A1

14
A

06
A

02
A

28
A

04
A

27
A

25
A

26
A

01
A

03
A

16
A

07
A

23
A

21
A

17
A

22
A

18
A

10
A

05
A

15
A

20
A

11
A

09
A

08
A

Group

Group
Non−responders
Responders

No Respuesta Completa

Respuesta Completa



Microbiota y aspectos inmunológicos en 

melanoma tratado con terapia dirigida

IV. Resultados

	 	 IV.V.2 Estratificación según tiempo - T0 vs T1


	 	 Al realizar el análisis de expresión diferencial longitudinal de los 49 genes 

significativos a tiempo basal T0 en las cohortes R y NR, solo 39 fueron analizados 

dado que los 10 genes restantes no alcanzaron los estándares de calidad, 

principalmente debido a que no alcanzaron el número de reads (lecturas) por 

muestra. 


	 	 Tras realizar la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, no se observaron 

diferencias significativas en la expresión diferencial longitudinal desde T0 a T1 entre 

ambos subgrupos, R y NR. No obstante, se evidenciaron 7 genes que se 

mantuvieron regulados a la baja en los R y al alza en los NR tanto en T0 como en 

T1: LAG3, CD36, SLAMF7, NOD1, SLAMF6, CX3CR1, e ICAM2 (Figura 16 y Anexo 

Tabla S5). El análisis en la cohorte RC y No-RC no evidenció resultados 

significativos en la expresión diferencial longitudinal.


	 	 Se correlacionó la administración previa de inmunoterapia adyuvante con la 

presencia de esta firma génica. Se observó que, de los 8 pacientes que habían 

recibido inmunoterapia, 6 correspondían a la categoría de R, de los cuales 4 

exhibieron una regulación a la baja de los 7 genes mencionados. Se realizó una 

regresión logística binaria correlacionando la variable respuesta (R versus NR) con 

los niveles de estos genes en la cohorte de inmunoterapia adyuvante (n=8). No se 

obtuvieron resultados significativos que sugirieran una asociación entre la respuesta 

y los niveles génicos en este grupo, probablemente debido al tamaño limitado de la 

muestra. Asimismo, al analizar los niveles de estos genes en los R, según la 

administración previa de inmunoterapia, tampoco se observaron resultados 

significativos que indicaran que el uso de inmunoterapia es un factor determinante  
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en los niveles de estos genes. Estudios con una cohorte ampliada podrían dilucidar 

si la inmunoterapia tiene un rol directo en la regulación de esta firma génica. 





Figura 16. Heatmap de los 7 genes que se mantienen regulados a la baja en 

respondedores tanto en T0 como en T1, y al alza en no respondedores.
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	 	 Al observar los 41 genes que alcanzaron significación estadística en T1, hubo 

2 genes, TAP1 y PSMB8, que exhibieron un incremento en su expresión en los R 

desde T0 a T1 (Figura 17 y Anexo Tabla S6).





Figura 17. Incremento significativo de los niveles de TAP1 (superior) y PSMB8 (inferior) en 

pacientes respondedores, de T0 a T1.
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IV.VI Análisis de microbiota


	 	 Para el análisis de la microbiota en respuesta a la terapia dirigida se incluyeron 

muestras de 20 pacientes. En principio, se clasificaron a un total de 17 pacientes 

(85%) como R, y 3 (15%) como NR. Dado que el grupo de pacientes NR presentaba 

un gran disbalance en comparación con los R para llevar a cabo el análisis LEfSe, y 

con el objetivo de determinar la microbiota asociada a la mejor respuesta posible 

con los iBRAF/MEK, se subdividió finalmente a la cohorte en pacientes con 

respuesta completa (RC)(n=5) versus aquellos sin respuesta completa (No-RC)

(n=15). De esta manera, la identificación de microorganismos es aún más precisa 

dado que la muestra se limita a la microbiota asociada a la respuesta, al incluir 

exclusivamente pacientes con RC. Además, se considera la respuesta asociada a 

mayor supervivencia. Esto permite un análisis más específico para identificar 

posibles biomarcadores pronóstico y predictivos que permitan diseñar estrategias 

terapéuticas personalizadas, orientadas a potenciar la respuesta al tratamiento. La 

tabla de características generales comparando las cohortes RC y No-RC se 

encuentra en el Anexo Tabla S7.


	 	 Resulta de importancia destacar que entre los pacientes que alcanzaron una 

RC (n=5), ninguno era consumidor habitual de polifarmacia. No obstante, uno de los 

pacientes estaba en tratamiento con inhibidores de la bomba de protones, 2 recibían 

antibioterapia, y uno corticoides al inicio del tratamiento dirigido. Por el contrario, 

entre los pacientes No-RC, 9 (60%) consumían inhibidores de la bomba de 

protones, 6 (40%) polifarmacia, 4 (26,7%) estaban bajo tratamiento con corticoides, 

y 1 (6,7%) recibía antibioterapia. Además, los pacientes No-RC presentaban un 

estadío más avanzado de la enfermedad (M1c-d), con mayor frecuencia de 

metástasis hepáticas y del SNC en comparación con los pacientes con RC. En 
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cuanto a la edad, las cohortes estaban equilibradas, con una mediana de edad de 

55 años.


	 	 Se analizó la composición de la microbiota en cada subgrupo a nivel basal y en 

T1, y  luego se compararon las diferencias entre los tiempos T0 y T1. El objetivo era 

comprender la influencia de la microbiota basal en la respuesta al tratamiento, y 

evaluar el impacto de la terapia dirigida en su composición. Se analizaron los niveles 

taxonómicos familia, género y especie, pero se presentarán los datos de familia y 

género dado que el método utilizado para la microbiota, basado en el análisis de 

16S ARNr, tiene una limitada resolución a nivel de especie. Por lo tanto, para  

garantizar la validez y precisión de los resultados, los análisis se enfocaron en 

niveles taxonómicos superiores (Figuras 18 y 19). 


Figura 18. Abundancia de microorganismos en cada muestra a nivel taxonómico familia, en 

tiempo basal.
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Figura 19. Abundancia de microorganismos en cada muestra a nivel taxonómico género, 

en tiempo basal.


	 	 IV.VI.1 Estratificación según respuesta 


	 	 IV.VI.1.a Alfa diversidad


	 	 El índice Shannon estima la diversidad de microbios en una comunidad, 

teniendo en cuenta tanto la riqueza como su abundancia relativa. El test de Simpson 

también evalúa la diversidad, pero se focaliza en la dominancia de microorganismos 

en la muestra. Tras aplicar el test U de Mann-Whitney, se observa un valor de p no 

significativo a nivel de familia y de género tanto en NR como en R, así también 

como en la cohorte con RC y No-RC (Figuras 20 y 21).
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Figura 20. Diversidad alfa en nivel taxonómico familia, en pacientes R y NR (izquierda), y 

en pacientes con RC y No-RC (derecha).





Figura 21. Diversidad alfa en nivel taxonómico género, en pacientes R y NR (izquierda), y 

en pacientes con RC y No-RC (derecha).
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	 	 IV.VI.1.b Beta diversidad


	 	 Para el análisis de beta diversidad, se realizó el análisis NMDS basado en 

Bray-Curtis, para identificar las poblaciones microbianas en función de la respuesta. 

Esto dio como resultado un valor de p no significativo tanto a nivel de familia como 

de género en NR versus R, y en No-RC versus RC (Figuras 22 y 23).


Figura 22. Diversidad beta en nivel taxonómico familia, en pacientes R versus NR 

(izquierda), y en pacientes con RC versus No-RC (derecha).
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Figura 23. Diversidad beta en nivel taxonómico género, en pacientes R versus NR 

(izquierda), y en pacientes con RC versus No-RC (derecha).


	 	 IV.VI.1.c Microorganismos con diferencias significativas entre cohortes


	 	 Se realizó un análisis LEfSe a tiempo basal (T0) para identificar las diferencias 

estadísticamente significativas en la abundancia de microorganismos de los 

pacientes con RC en comparación con aquellos No-RC.
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	 	 IV.VI.1.c.i Familia 


	 	 En la población con RC, se observó una abundancia de las familias 

Lachnospiraceae (filo Firmicutes) y Coriobacteriaceae (filo Actinobacteria), mientras 

que en los No-RC predominó la familia Pasteurellaceae (filo Proteobacteria) (Figura 

24).














Figura 24. Análisis LEfSe en nivel taxonómico familia, con diferencias significativas en la 

abundancia de microorganismos en pacientes con RC (verde) versus No-RC (rojo).
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	 IV.VI.1.c.ii Género


	 En el análisis LEfSe a nivel taxonómico de género, se observaron diferencias 

significativas con un predominio de Adlercreutzia (filo Actinobacteria, familia 

Eggerthellaceae) en pacientes con RC, en comparación con los No-RC donde hubo 

una mayor abundancia de Clostridium (filo Firmicutes, familia Clostridiaceae) (Figura 

25).











Figura 25. Análisis LEfSe en nivel taxonómico género, con diferencias significativas en la 

abundancia de microorganismos en pacientes con RC (verde) versus No-RC (rojo).
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	 	 IV.VI.2 Estratificación según tiempo 


	 	 Se analizaron las diferencias entre los tiempos basal (T0) y a los tres meses o 

a la progresión, lo que ocurriese primero (T1). No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en alfa o beta diversidad, ni en abundancia según  el 

análisis LEfSe. 


	 	 IV.VI.3 Estratificación según presencia de efectos adversos


	 	 Se replicó el análisis de diversidad alfa, beta y LEfSe, estratificando a la 

cohorte en aquellos que presentaron toxicidad a la terapia dirigida moderada-

severa, es decir de al menos grado 2 (n=10, 50%) versus aquellos que no tuvieron 

ningún efecto adverso o solo experimentaron un grado 1 (n=10, 50%). En la cohorte 

que experimentó toxicidad moderada-severa, el 80% (n=8) eran respondedores.


	 	 IV.VI.3.a Alfa y beta diversidad 


	 	 Al realizar el análisis de alfa y beta diversidad según la presencia de toxicidad, 

no se observaron diferencias significativas entre ambas cohortes, ni a nivel 

taxonómico familia ni en género (Figuras 26 y 27).
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Figura 26. Diversidad alfa (izquierda) y beta (derecha) en nivel taxonómico familia, en 

pacientes con toxicidad de al menos grado 2, en comparación con aquellos sin toxicidad o 

con toxicidad grado 1.


Figura 27. Diversidad alfa (izquierda) y beta (derecha) en nivel taxonómico género, en 

pacientes con toxicidad de al menos grado 2, en comparación con aquellos sin toxicidad o 

con toxicidad grado 1.
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	 	 IV.VI.3.b LEfSe 


	 	 El análisis LEfSe identificó un enriquecimiento de las familias Lachnospiraceae 

y Leuconostocaceae (filo Firmicutes), familia Oxalobacteraceae (filo Proteobacteria), 

y del género Gemmiger (filo Firmicutes, familia Oscillospiraceae) en los pacientes 

que no presentaron toxicidad o que tuvieron toxicidad de grado 1. Por el contrario, la 

cohorte con toxicidad de al menos grado 2 tuvo una mayor abundancia del género 

Oscillospira (filo Firmicutes, familia Oscillospiraceae) (Figura 28).





Figura 28. Análisis LEfSe en nivel taxonómico familia (izquierda) y género (derecha), 

estratificando a la cohorte entre aquellos que no presentaron toxicidad/grado 1 (rojo) versus 

aquellos que presentaron toxicidad de al menos grado 2 (verde).
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	 	 Dado que la astenia, como efecto adverso relacionado al tratamiento, se 

presentó en su mayoría en pacientes R, se realizó una regresión logística para 

correlacionar la presencia de este evento con los niveles de Oscillospira. El objetivo 

era determinar si la abundancia de este microorganismo tenía algún impacto en la 

presencia de astenia en pacientes R. Los resultados no fueron significativos (OR 

1.00, IC95% 1.00-1.002, p=0.12).


IV.VII Correlación de genes de reactivación inmune y 

microbiota con supervivencia.


	 	 Se realizó un análisis univariante de regresión de Cox en la cohorte de 

expresión génica (n=24) para determinar si los genes de reactivación inmune 

identificados como significativos a tiempo basal impactan en supervivencia (Tabla 5). 

Se observó un impacto significativo en la SLP de los genes SLAMF7 (HR 0.51, 

IC95% 0.28-0.95), UBE2L3 (HR 0.34, IC95% 0.12-0.93) e ITGB2 (HR 0.43, IC95% 

0.19-0.96). La sobreexpresión de SLAMF7 también se asoció a una mayor SG, con 

un HR de 0.49 (IC95% 0.25-0.98). 


	 	 En el análisis de expresión génica a tiempo basal, tanto SLAMF7 como 

UBE2L3 estaban regulados a la baja en R, mientras que ITGB2 se encontró 

sobreexpresado.
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Tabla 5. Análisis univariante en los genes identificados como significativos en los análisis de 

expresión génica en tiempo basal. SLAMF7, UBE2L3 e ITGB2 se asociaron a una mayor 

supervivencia libre de progresión, y SLAMF7 también a mayor supervivencia global.


Análisis Univariante 
(N=24) Supervivencia Global Supervivencia Libre de Progresión

GENES HR CI 95% P HR CI 95% P

RELA 0.68 0.25-1.88 0.46 0.64 0.26-1.57 0.33

MAPKAPK2 1.63 0.69-3.84 0.26 1.33 0.64-2.75 0.44

IL4R 0.75 0.31-1.86 0.54 0.78 0.34-1.75 0.55

CD45RA 0.91 0.49-1.75 0.79 0.93 0.54-1.62 0.81

LITAF 1.05 0.39-2.81 0.92 0.92 0.41-2.05 0.85

NFKB2 0.76 0.38-1.51 0.44 0.92 0.48-1.74 0.80

HLA-A 0.91 0.19-4.19 0.90 0.33 0.09-1.19 0.09

STAT5A 1.18 0.33-4.17 0.79 0.96 0.32-2.86 0.95

BCL3 0.84 0.37-1.89 0.68 0.97 0.49-1.93 0.94

CD24 1.34 0.88-2.05 0.17 1.01 0.66-1.53 0.97

TNFRSF1B 0.59 0.22-1.60 0.30 0.49 0.19-1.23 0.13

CASP8 0.33 0.08-1.36 0.12 0.41 0.12-1.40 0.15

IRF1 0.66 0.27-1.61 0.36 0.71 0.32-1.57 0.39

ITGB2 0.61 0.25-1.49 0.28 0.43 0.19-0.96 0.039

IL1RAP 1.37 0.54-3.46 0.51 0.75 0.33-1.70 0.50

HLA-B 0.95 0.18-5.05 0.95 0.27 0.06-1.23 0.09

TLR2 1.21 0.56-2.58 0.63 0.81 0.42-1.57 0.54

PLAUR 0.90 0.36-2.25 0.83 0.76 0.37-1.56 0.45

IL13RA1 1.21 0.55-2.67 0.63 0.90 0.48-1.67 0.74

CSF3R 0.59 0.28-1.21 0.15 0.57 0.30-1.07 0.08

LAG3 0.41 0.15-1.13 0.08 0.54 0.24-1.18 0.12

ITGA6 0.95 0.44-2.08 0.91 0.88 0.45-1.72 0.71

TP53 1.02 0.39-2.66 0.96 0.67 0.29-1.52 0.34

KLRK1 0.73 0.41-1.28 0.27 0.79 0.49-1.28 0.35

TAL1 2.38 0.63-9.07 0.20 1.13 0.47-2.71 0.77

CD36 2.09 0.83-5.25 0.12 1.35 0.64-2.85 0.42

NFATC2 0.65 0.27-1.53 0.32 0.92 0.47-1.80 0.81

TIGIT 0.64 0.33-1.24 0.18 0.79 0.44-1.43 0.45

LCK 0.79 0.46-1.37 0.42 0.88 0.55-1.39 0.59

SLAMF7 0.49 0.25-0.98 0.044 0.51 0.28-0.95 0.033

PTK2 1.35 0.33 5.58 4.16 0.94-18.48 0.06

NOD1 0.52 0.18-1.53 0.23 0.61 0.25-1.48 0.27

UBE2L3 0.66 0.22-2.06 0.48 0.34 0.12-0.93 0.036

Análisis Univariante 
(N=24)

GENES
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	 	 Posteriormente, se replicó el análisis univariante en la cohorte por protocolo de 

microbiota (n=20), seleccionando a los genes significativos en el análisis previo, e 

incluyendo a los genes regulados a la baja en R tanto en T0 como en T1 y los que 

aumentaron en respuesta al tratamiento - TAP1 y PSMB8 - en este mismo subgrupo 

de pacientes (Tabla 6). Además, se incluyeron los microorganismos que fueron 

significativos tanto en RC como en No-RC. 


	 	 	 La sobreexpresión de UBE2L3 continúo impactando positivamente en SLP 

en esta cohorte más reducida. El análisis también identificó a los niveles 

incrementados de TAP1 y PSMB8 en T1 como factores que impactaron 

significativamente en SG, con una HR de 4.09 (IC95% 1.06-15.81, p=0.04) y una HR 

de 11.60 (IC95% 1.40-96.04, p=0.02), respectivamente. PSMB8, a su vez, se asoció 

a un detrimento en SLP con una HR de 7.19 (1.17-43.93, p=0.03). 


TNFSF4 0.95 0.43-2.09 0.90 0.81 0.39-1.65 0.56

IL6ST 0.93 0.23-3.68 0.91 1.10 0.37-3.26 0.86

KLRG1 0.87 0.57-1.31 0.50 0.82 0.58-1.16 0.27

GP1BB 1.68 0.59-4.75 0.33 0.86 0.41-1.78 0.68

CD244 0.97 0.34-2.80 0.96 0.83 0.34-2.01 0.68

CD96 0.54 0.20-1.45 0.22 0.71 0.31-1.66 0.43

CD2 1.03 0.43-2.46 0.95 1.04 0.50-2.18 0.91

SLAMF6 0.97 0.47-1.96 0.93 0.94 0.52-1.71 0.84

CCL5 0.98 0.43-2.25 0.96 0.89 0.45-1.78 0.75

ITGB1 1.05 0.34-3.15 0.94 0.74 0.29-1.85 0.52

SIGIRR 0.42 0.11-1.55 0.19 0.60 0.21-1.71 0.34

CX3CR1 1.45 0.64-3.28 0.36 1.01 0.56-1.82 0.98

APP 1.84 0.42-7.97 0.42 1.05 0.31-3.60 0.94

PPBP 1.27 0.62-2.58 0.51 1.04 0.57-1.88 0.89

SLAMF1 0.54 0.24-1.22 0.14 0.73 0.39-1.38 0.35

ICAM2 1.01 0.25-3.96 0.98 0.76 0.25-2.26 0.62

Supervivencia Global Supervivencia Libre de Progresión

HR CI 95% P HR CI 95% P

Análisis Univariante 
(N=24)

GENES
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Tabla 6. Análisis univariante de regresión de Cox que correlaciona genes de reactivación 
inmune y la microbiota asociada a respuesta completa y no respuesta completa con 
supervivencia global y supervivencia libre de progresión, en la cohorte de microbiota (n=20).


Análisis Univariante 
(N=20) Supervivencia Global Supervivencia Libre de Progresión

Microbiota HR CI 95% P HR CI 95% P

Lachnospiraceae 0.99 0.99-1.00 0.08 1.00 0.99-1.00 0.35

Coriobacteriaceae 0.99 0.99-1.00 0.28 1.00 0.99-1.00 0.46

Adlercreutzia 0.99 0.95-1.03 0.66 1.01 0.99-1.02 0.23

Pasteurellaceae 1.00 0.98-1.01 0.81 0.98 0.96-1.00 0.06

Clostridium 1.00 0.99-1.01 0.65 1.00 0.99-1.01 0.97

Expresión génica

ITGB2 1.11 0.38-3.22 0.85 0.54 0.19-1.49 0.24

UBE2L3 0.67 0.16-2.81 0.58 0.25 0.07-0.82 0.022

LAG3 0.42 0.11-1.58 0.20 0.58 0.23-1.44 0.24

CD36 2.95 0.85-10.31 0.09 1.35 0.56-3.23 0.50

SLAMF6 0.91 0.41-1.99 0.81 0.85 0.45-1.57 0.60

SLAMF7 0.65 0.21-1.99 0.45 1.94 0.69-5.45 0.21

NOD1 0.26 0.06-1.15 0.08 0.47 0.17-1.34 0.16

ICAM2 0.66 0.10-4.41 0.67 0.34 0.07-1.63 0.18

CXCR1 0.25 0.04-1.81 0.17 0.55 0.13-2.25 0.41

TAP en T1 4.09 1.06-15.81 0.04 1.93 0.85-4,42 0.12

PSMB8 en T1 11.60 1.40-96.04 0.02 7.19 1.17-43.93 0.03
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	 	 Posteriormente se realizó un análisis multivariante en SLP y SG, donde se 

confirmaron los niveles de PSMB8 en T1 como factor independiente que impacta la 

SLP, con un HR de 8.23 (IC95% 1.05-74.32, p=0.045) (Figura 29).


Figura 29. Forest-plot con análisis multivariante de regresión de Cox correlacionando uso 

de antibioterapia durante el tratamiento, microbiota y genes de reactivación inmune con 

supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresión (SLP). Los niveles de PSMB8 

en T1 se identificaron como un factor independiente que impacta en SLP.
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	 	 Dados los hallazgos del análisis univariante y multivariante, se analizaron los 

niveles de TAP1 y PSMB8 en T1, en R y NR. Se realizó un test de Shapiro-Wilk que 

confirmó la normalidad de ambas variables continuas. A continuación se realizó una 

prueba T de student, donde se evidenciaron diferencias significativas entre las 

medias de las concentraciones de ambos genes en T1 (Figura 30). Por lo tanto, si 

bien durante el análisis de expresión de genes se observó un aumento de estos 

genes de T0 a T1 en los pacientes R, los niveles continúan siendo significativamente 

superiores a tiempo T1 en el grupo de NR. 
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Figura 30. Box-plot que evidencian diferencias significativas en las concentraciones de 

TAP1 (arriba) y PSMB8 (abajo) en T1 entre respondedores y no respondedores (p<0.05). El 

test de Shapiro-Wilk se realizó para confirmar que las variables se ajustan a la normalidad. 

Posteriormente se realizó el T de student para comparar medias.
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	 	 La búsqueda de biomarcadores pronósticos y predictivos de respuesta para 

optimizar los tratamientos oncológicos es un área de investigación en constante 

evolución. La necesidad de encontrar biomarcadores fiables que mejoren las 

respuestas clínicas y la calidad de vida, además de disminuir la toxicidad y las 

secuelas a largo plazo, se manifiesta en un escenario en el que el cáncer ha pasado 

a ser, en ocasiones, una enfermedad crónica o de largos supervivientes. Esto es 

aún más relevante en el contexto de pacientes con melanoma que presentan 

respuesta completa al tratamiento con inhibidores de BRAF/MEK e inmunoterapia, 

dada la prolongada supervivencia observada en este subgrupo (174, 175, 172, , 181

). 
182

	 	 En los siguientes apartados, se discuten los resultados obtenidos a tenor de 

los objetivos de la tesis. El propósito de esta discusión es determinar la relevancia y 

la aplicabilidad de los hallazgos de nuestro estudio, para mejorar la comprensión del 

MM tratado con terapia dirigida. Además, se buscará establecer un marco que 

permita valorar la integración de los biomarcadores estudiados en la práctica clínica.


V.I Composición de la microbiota previo y durante el 

tratamiento con inhibidores BRAF/MEK, y correlación con la 

respuesta


	 	 Los estudios publicados sobre la microbiota y la vía de las MAPK en diversos 

tumores, como el CCR BRAF-mutado o el cáncer de mama con sobreexpresión del 

Her2 mencionados previamente, presentan resultados discordantes (147, 148, 155, 

156). Esto se debe, probablemente, a las diferencias en la fisiopatología, las 
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mutaciones de cada tumor y los tratamientos administrados. Por lo tanto, en los 

siguientes análisis nos focalizaremos en la evidencia publicada en melanoma.


	 	 Estudios previos acerca de la microbiota en melanoma describen un 

incremento en la diversidad alfa y un enriquecimiento de ciertas especies de 

bacterias y metabolitos derivados de la microbiota, que parecen estar relacionados 

con una mejor respuesta a ICI o incluso con la aparición de efectos adversos 

inmunomediados (134,135,136,137,138, , ). Sin embargo, hasta la publicación 183 184

de esta tesis doctoral no existía evidencia acerca de la composición de la microbiota 

en el melanoma tratado con iBRAF/MEK, ni su posible impacto en la respuesta al 

tratamiento. Está descrita la actividad inmunomoduladora de la inhibición BRAF/

MEK, la cual estimula a las células T CD4+ y CD8+, modifica el MAT, y regula al alza 

genes involucrados en la reactivación inmune (59, 60, ). En consecuencia, 185

considerando esta asociación de la terapia dirigida con el sistema inmune, y dado 

que los estudios disponibles se focalizan en pacientes tratados con ICI, el análisis 

de la evidencia publicada podría esclarecer los hallazgos encontrados en nuestro 

estudio. 


	 	 Nuestro estudio no observó diferencias significativas en la diversidad alfa ni 

beta entre las cohortes con respuesta completa y sin respuesta completa, así como 

tampoco se observaron diferencias significativas tras tres meses de tratamiento 

dirigido, probablemente dado el pequeño tamaño muestral. Sin embargo, nuestros 

hallazgos confirman un enriquecimiento de los filos Firmicutes - familia 

Lachnospiraceae - y Actinobacteria - familia Coriobacteriaceae y género 

Adlercreutzia - a nivel basal en pacientes que obtuvieron respuesta completa, y una 

mayor abundancia de Proteobacteria - familia Pasteurellaceae - y del género 

Clostridium en aquellos que no exhibieron respuesta completa. 	En este contexto, 
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resulta crucial mencionar que el 80% de los pacientes que alcanzaron respuesta 

completa habían recibido inmunoterapia adyuvante, lo cual podría haber modulado 

tanto la microbiota como el sistema inmune, favoreciendo una mejor respuesta al 

tratamiento con iBRAF/MEK.


	 	 


	 	 V.I.1 Microbiota basal en pacientes con respuesta completa


	 	 La evidencia en inmunoterapia en melanoma destaca el enriquecimiento de 

Firmicutes y de Actinobacterias en los pacientes respondedores - ORR (RC y RP) -, 

resultados similares a los observados en este trabajo, extrapolados a la cohorte de 

respuesta completa (134, 135, 136, 137, 138, 139). Los metaanálisis que engloban 

los estudios de microbiota en melanoma confirman, sobre todo, la abundancia de 

Firmicutes como patrón predominante en los pacientes respondedores (136, 137). El 

estudio por McCulloch et al. en 94 pacientes con melanoma tratados con ICI 

destacó el aumento del filo Firmicutes y la familia Lachnospiraceae, así también 

como de Actinobacterias, en los pacientes respondedores, y un predominio de los 

filos Proteobacteria y Bacteroidetes en no respondedores. Además, se observó un 

enriquecimiento de la familia Lachnospiraceae en pacientes que presentaron una 

mayor incidencia de efectos adversos inmunomediados, lo cual resulta contrario a 

nuestros hallazgos. Sin embargo, los mecanismos de acción por los cuales los ICI y 

los iBRAF/MEK desencadenan toxicidad son distintos, y generalmente los pacientes 

que experimentan efectos adversos inmunomediados suelen tener una mayor 

respuesta y un mejor pronóstico a los ICI debido a un incremento en la acción del 

sistema inmune  (139, , ). 
186 187

	 	 Resulta interesante remarcar otro estudio en el que se utilizó TMF en 16 

pacientes diagnosticados de melanoma durante el tratamiento con ICI. Entre sus 
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hallazgos, destacó un aumento de Lachnospiraceae y otros miembros del filo 

Firmicutes, así como de Actinobacterias, específicamente Bifidobacterias y 

Coriobacteriaceae, en muestras post-TMF de pacientes respondedores. Además, 

realizaron un análisis de citoquinas y quimoquinas donde observaron que los 

pacientes respondedores presentaban una regulación a la baja de genes asociados 

a resistencia a ICI tras el TMF, incluyendo CXCL8 (IL-8), IL-10, y CCL3, y un 

aumento de aquellos asociados a mejores resultados clínicos ( ). 
188

	 	 En cuanto al género Adlercreutzia, la evidencia es escasa y contradictoria. Un 

estudio en 27 pacientes tratados con ICI demostró un aumento del género 

Adlercreutzia, aunque estos resultados no alcanzaron la significancia estadística 

(134). Por el contrario, el metaanálisis publicado por Limeta et al. describió un 

aumento significativo de la especie Adlercreutzia equolifaciens en pacientes no 

respondedores a ICI (140). Resulta crucial destacar que, a pesar de que es 

necesario de más investigaciones para esclarecer el papel del género Adlercreutzia 

en la respuesta al tratamiento, este microorganismo pertenece a la familia 

Coriobacteriaceae, del filo Actinobacteria. Por lo tanto, aunque el género no ha sido 

específicamente estudiado en las investigaciones de microbiota, hasta que se 

disponga de mayor evidencia ésta podría ajustarse a niveles taxonómicos 

superiores, la cual destaca su presencia en pacientes respondedores.


	 	 La razón por la cual estos microorganismos están aumentados en los 

pacientes con respuesta completa parecería estar basado en la modulación del 

sistema inmune. Se ha descrito que la familia Lachnospiraceae se asocia a una 

estimulación de las células T CD8+ y que, a su vez, secreta metabolitos que 

parecen contribuir a suprimir la proliferación celular, entre los que se incluyen el 

ácido butírico ( , ). En cuanto al filo Actinobacteria, estos microorganismos 189 190
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parecerían contribuir a la regulación del MAT y a secretar metabolitos que podrían 

tener actividad antitumoral ( ). Específicamente la familia Coriobacteriaceae se 191

ha asociado a la presencia de “flare” inmune en ganglios linfáticos en pacientes con 

carcinoma de pulmón no microcítico tratados con ICI. Al analizar estos ganglios, se 

observó un predominio de células inmunes y un aumento de genes relacionados con 

la respuesta antitumoral, como el de IFNγ, sugiriendo que este microorganismo 

podría tener un papel inmunomodulador ( ). Otro estudio en pacientes que 192

recibieron trasplante de sangre de cordón umbilical demostró el papel de 

Coriobacteriaceae en la reconstitución inmune, actuando en la estimulación de 

células monocíticas ( ). Sin embargo, hay evidencia contradictoria en cuanto a 193

Coriobacteriaceae. Hay estudios que asocian a este microorganismo con un 

incremento en la carcinogénesis mediante la estimulación de la vía de las MAPK y la 

disrupción de la barrera intestinal al actuar sobre las uniones intercelulares en 

pacientes con CCR ( , , ). Además, también se lo ha vinculado con una 194 195 196

dieta rica en grasas y una mayor inflamación intestinal ( ). Este papel dual 197

destaca la complejidad del microbioma según el escenario clínico.


	 	 Por su parte, Adlercreutzia, género que también se encontró incrementado en 

pacientes con respuesta completa, ha sido asociado a un rol inmunomodulador en 

estudios preclínicos, coincidiendo con un incremento de células T CD4+ y CD8+ en 

respuesta a Icarisida, un agente anticanceroso ( , ). Un estudio reciente 198 199

también destacó su rol protector en cáncer de próstata, al vincular a esta bacteria a 

un incremento en la concentración de S-equol, un compuesto que se ha asociado 

con la disminución del riesgo de cáncer de próstata ( , ). Además, modelos in 200 201

vitro de pacientes con enfermedad metabólica hepática demostraron que 

Adlercreutzia posee propiedades antiinflamatorias, mediante la inhibición de la vía 
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del NF-κB ( ). Sin embargo, la evidencia que asocia la especie Adlercreutzia 202

equolifaciens a una peor respuesta a inmunoterapia en melanoma genera 

incertidumbres en el rol dual de este microorganismo (140).


	 	 V.I.2 Microbiota basal en pacientes sin respuesta completa


	 	 En lo que respecta a la microbiota presente en pacientes que no alcanzan 

respuesta completa, del filo Proteobacteria - familia Pasteurellaceae - y Firmicutes - 

género Clostridium - se observa una tendencia hacia perfiles microbianos distintos a 

los identificados en los pacientes con respuesta completa. Entre las Proteobacteria 

se reconocen múltiples patógenos para el ser humano, incluyendo Haemophilus 

influenzae, Pasteurella multocida, Escherichia coli, y especies de los géneros 

Actinobacillus y Proteus. Su presencia suele asociarse a enfermedad, disbiosis y a 

un peor pronóstico en pacientes con cáncer. Es por ello que se les ha caracterizado 

como una “firma microbiana” de enfermedad, e incluso se han propuesto estrategias 

terapéuticas para modificar el estado de disbiosis ocasionado por las 

Proteobacterias ( , ). Numerosos estudios han destacado el enriquecimiento 203 204

de este filo en no respondedores, con una mayor abundancia de las especies 

Escherichia coli, Sutterellaceae spp., Enterobacter sp., Klebsiella sp. y Citrobacter 

sp. (136, 138, 139). Asimismo, Pasteurella multocida se ha asociado como promotor 

tumoral a través de numerosas vías de señalización, entre las que se incluyen PI3K/

Akt, y la inhibición de la apoptosis a través de la familia Bcl-2 ( , ). A pesar de 205 206

la evidencia disponible, que engloba al filo Proteobacteria y a la especie Pasteurella 

multocida, hasta el momento no se ha investigado específicamente el papel de la 

familia Pasteurellaceae en melanoma tratado con terapia dirigida. Por lo tanto, a 

pesar de que nuestros resultados concuerdan con los estudios previamente 
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publicados en cuanto a niveles taxonómicos superiores, se precisa de mayor 

investigación para poder sacar conclusiones definitivas que permitan confirmar 

nuestros hallazgos. 


	 	 En cuanto al género Clostridium, enriquecido en pacientes que no alcanzan 

respuesta completa, se ha asociado previamente a respuesta a ICI (112, 137). A 

pesar de ello, un estudio reciente observó un enriquecimiento de miembros del 

género Clostridium, entre los que se mencionan Clostridium spiroforme y 

Hydrogeniiclostridium mannosilyticum, en pacientes con melanoma tratados con ICI 

que mostraban un detrimento en la SLP ( ). Estos hallazgos sugieren que ciertas 207

especies de Clostridium pueden tener un papel contradictorio en la respuesta 

inmunológica, dependiendo del contexto clínico. Además, está descrito el potencial 

patogénico de varias de las especies pertenecientes a este género. Ejemplo de esto 

constituyen Clostridium difficile o Clostridium ramosum, asociados a infecciones 

severas en pacientes inmunocomprometidos, ocasionando diarrea, gangrena 

gaseosa, bacteriemia, abscesos cerebrales y émbolos sépticos ( , ). Este rol 208 209

patogénico proinflamatorio podría ser el que ocasione un efecto detrimental de la 

respuesta a iBRAF/MEK en pacientes con melanoma.


	 	 V.I.3 Análisis longitudinal de la microbiota


	 	 Es importante destacar que, si bien se encontraron diferencias en la 

composición de la microbiota en tiempo basal entre las cohortes con y sin respuesta 

completa, no se observaron diferencias significativas en el análisis longitudinal 

diferencial entre tiempo basal y T1. Esto podría sugerir que la microbiota mantiene 

una composición estable durante el tratamiento con iBRAF/MEK, o podría ser 

atribuible al limitado tamaño muestral.
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	 	 En resumen, la escasa evidencia disponible sobre la relación entre el 

melanoma y la microbiota, así como la presencia de resultados contradictorios, 

como es el caso del género Clostridium o Adlercreutzia, refuerzan la necesidad de 

investigaciones adicionales. Una mejor compresión del papel de la microbiota en la 

enfermedad y la respuesta al tratamiento permitirá desarrollar nuevos enfoques 

terapéuticos para optimizar los resultados clínicos.


V.II Valor pronóstico y/o predictivo de duración de respuesta a 

iBRAF/MEK de la microbiota


	 	 Tras haber analizado la composición de la microbiota tanto en pacientes con 

respuesta completa como aquellos sin respuesta completa en tiempo basal, 

emergen implicaciones pronósticas y predictivas de respuesta asociadas a estos 

hallazgos. 


	 	 A pesar de que nuestro estudio no pudo confirmar el valor pronóstico de la 

microbiota, posiblemente debido al tamaño limitado de la muestra, es fundamental 

destacar el rol de estos microorganismos y su potencial capacidad predictiva de 

respuesta a tratamiento. La presencia predominante del filo Proteobacteria en 

pacientes que no alcanzan la mejor respuesta posible a la terapia dirigida, 

microorganismos previamente asociados a un pronóstico desfavorable y a falta de 

respuesta al tratamiento con ICI, sugiere un patrón característico de disbiosis (204). 

Por el contrario, la presencia del filo Actinobacteria, en concreto la familia 

Coriobacteriaceae y el género Adlercreutzia, y del filo Firmicutes, específicamente la 

familia Lachnospiraceae, en pacientes con respuesta completa, refuerzan la 

evidencia existente sobre su contribución en la modulación del sistema inmune a 

favor de un fenotipo antitumoral (139, 140). Esta acción reguladora de la microbiota 
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sobre el sistema inmune y el MAT podría estar favoreciendo no sólo la respuesta a 

los ITK, sino también el pronóstico de los pacientes independientemente del 

tratamiento administrado, no confirmado en nuestros hallazgos al estar limitados por 

el tamaño muestral. Se precisan estudios prospectivos con un mayor número de 

pacientes reclutados para poder comprender mejor esta compleja interacción 

microbiota-tumor y explorar posibles intervenciones terapéuticas basadas en estos 

hallazgos.


—————————————————————————————————————


	 	 En resumen, si bien nuestros hallazgos no pueden confirmar el rol pronóstico 

de la microbiota en términos de supervivencia, la concordancia observada con otros 

estudios de melanoma tratado con ICI refuerza su papel como biomarcador en este 

contexto. Se necesitan de estudios más amplios para determinar existe también un 

papel predictivo de respuesta al tratamiento con iBRAF/MEK. De esta manera, 

nuestro estudio puede servir de punto de partida para generar hipótesis que guíen 

investigaciones futuras en el manejo de estos pacientes. Además, considerando 

estos resultados y la evidencia previa en melanoma, que respalda el perfil 

“beneficioso” de los filos Firmicutes y Actinobacterias, en contraposición con las 

Proteobacterias, podrían diseñarse estrategias dirigidas al uso de probióticos o 

terapias de modulación de la microbiota, como el TMF, que involucren a estos 

microorganismos para mejorar los resultados clínicos.
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V.III Identificación de genes relacionados con reactivación 

inmune y su correlación con la respuesta


	 	 En lo que respecta a los genes vinculados con la reactivación de la respuesta 

inmune, la Tabla 7 detalla la actividad de los genes que han resultado 

estadísticamente significativos en tiempo basal al estratificar la cohorte por 

respuesta - R y NR. Es preciso recordar que el valor de p-ajustado (q-value), 

utilizado para reducir la probabilidad de falsos positivos al realizar múltiples 

comparaciones, no fue significativo en los análisis de expresión génica. Sin 

embargo, procederemos a analizar los genes identificados por el valor de p 

significativo, como modo de generación de hipótesis para futuras investigaciones.
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Tabla 7. Genes relacionados con respuesta inmune identificados a nivel basal en 
respondedores y no respondedores. Los recuadros naranjas resaltan los 7 genes regulados 
a la baja en respondedores, tanto en T0 como en T1 ( , , , , , ).
210 211 212 213 214 215
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	 	 V.III.1 Firma génica en T0 y T1 en relación a la respuesta


	 	 Destacan siete genes que permanecen regulados a la baja en los pacientes 

respondedores - RC y RP -, y al alza en no respondedores - EE y PE -, tanto en 

tiempo basal (T0) como en el seguimiento (T1): LAG3, CD36, SLAMF7, NOD1, 

SLAMF6, CX3CR1 e ICAM2. Es crucial resaltar la actividad de estos genes para 

comprender por qué se encuentran disminuidos en los pacientes que responden al 

tratamiento.


	 	 LAG3 (CD223) codifica para una proteína de superficie celular que modula la 

respuesta inmune, al estar expresada en células T activadas, células NK, linfocitos 

B, y células plasmocitoides dendríticas. Estudios previos reportan su participación 

en la promoción de la carcinogénesis y la tolerancia inmune por medio del 

agotamiento de los linfocitos T CD8+, la inducción de células Treg, y la inhibición de 

las células dendríticas ( , ). A día de hoy se ha convertido en una diana 216 217

terapéutica aprobada por la EMA y pendiente de aprobación por las autoridades 

sanitarias españolas, tras los resultados del ensayo clínico RELATIVITY-047, donde 

la inhibición de LAG3 en combinación con nivolumab demuestra beneficio en 

primera línea en pacientes con melanoma metastásico (35).


	 	 CD36 codifica para una glicoproteína de membrana presente en varias células 

y tejidos, incluyendo plaquetas, fagocitos, adipocitos, hepatocitos, miocitos, y el 

endotelio vascular ( ). Actúa como transductor de señales de ciertas vías 218

moleculares como la de las MAPK e interacciona con patrones moleculares 

asociados a daños (DAMPs), activando así al sistema inmune innato ( ). Se ha 219

correlacionado con un peor pronóstico y un detrimento en la supervivencia debido a 

su rol en la angiogénesis, la apoptosis y la adhesión celular. Además, está asociado 

a la pluripotencialidad en el MAT, lo que desencadena en iniciación y progresión 
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tumoral, aumento de la capacidad metastásica, resistencia a terapias y evasión de 

la respuesta inmune al estimular Treg y macrófagos asociados a tumor M2 ( ). En 220

un estudio de melanoma BRAF-mutado se observó que la inhibición de la vía MAPK 

puede estimular la expresión de la proteína CD36, como un mecanismo de 

resistencia al tratamiento ( ).
221

	 	 Los genes SLAMF6 y SLAMF7 pertenecen a la familia de receptores 

transmembrana SLAM, localizados en la superficie de las células inmunes ( ). 222

Estos genes desempeñan un papel crucial en la adhesión y las interacciones 

intercelulares, a la vez que regulan la función de los neutrófilos y el desarrollo de 

células NK. Su sobreexpresión se ha descrito en linfomas B y mieloma múltiple, 

probablemente debido a su función reguladora del sistema inmune ( , ). Se lo 223 224

ha asociado con la inhibición de las células T CD8+, lo que conduce a un 

agotamiento de la respuesta T y, en consecuencia, a la promoción de la 

carcinogénesis ( , ). Además, se ha observado un incremento en la expresión 225 226

de SLAMF7 en pacientes con melanoma que no responden a ICI ( ). 
227

	 	 El gen NOD1 codifica para un receptor citoplasmático que detecta fragmentos 

bacterianos y otras señales de daño, con el objetivo de modular respuestas inmunes 

innatas y adaptativas. Además, participa en el mantenimiento de la homeostasis del 

retículo endoplásmico, y la modulación del citoesqueleto y varias vías metabólicas. 

Sin embargo, además de su función reguladora de la homeostasis, se ha descrito 

que puede favorecer el desarrollo de CCR al promover alteraciones de vías de 

señalización y estimular la secreción de citoquinas proinflamatorias ( ). Por otra 228

parte, se ha descrito su impacto en la composición de la microbiota, al estimular 

MDSCs que promueven un ambiente inmunosupresor y un estado de disbiosis ( , 229

).
230
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	 	 CX3CR1 codifica para un receptor de citoquinas que tiene un papel dual en el 

cáncer. Por un lado, favorece la respuesta antitumoral al estimular a las células 

CD8+ Th1 y las NK, mientras que por el otro se ha visto que puede activar 

mecanismos que se relacionan con la proliferación, la migración, la adhesión y la 

resistencia a la apoptosis celular, además de favorecer la formación de metástasis 

( , ). En los últimos años se ha propuesto como una diana terapéutica dado 231 232

que tiene un papel fundamental en ciertas vías de señalización, incluyendo la de las 

MAPK, PI3K, y JAK-STAT, y en el reclutamiento de macrófagos asociados a tumor 

( , , ).
233 234 235

	 	 Por último, el gen ICAM2 codifica para una molécula de adhesión intercelular a 

la cual también se la ha asociado tanto a una actividad promotora como inhibitoria 

de la carcinogénesis. Se ha relacionado con un aumento de la formación de 

metástasis  leptomeníngeas en cáncer de mama, disminución de la radiosensibilidad 

en carcinoma escamoso oral, y a un aumento de adhesión tumoral en el proceso 

migratorio ( , , ). Por el contrario, también existe evidencia que lo asocia  236 237 238

a la disminución del crecimiento tumoral y a estimulación de la respuesta inmune 

antitumoral ( , ). En consecuencia, el rol de esta molécula de adhesión en la 239 240

contribución al cáncer aún no está claramente establecido.


	 	 En resumen, los genes mencionados, regulados a la baja durante la inhibición 

BRAF/MEK en los pacientes respondedores, están asociados en su mayoría a 

inmunosupresión y a la progresión del cáncer, lo que sugiere que podrían ser 

considerados como dianas terapéuticas prometedoras.


	 	 Resulta de importancia destacar que, de los 20 genes regulados al alza en 

respondedores en tiempo basal, no se observa ninguno en T1. Este hallazgo 

sugiere la posibilidad de que la terapia dirigida haya inhibido la expresión de estos 
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genes como parte de su mecanismo de acción. Por el contrario, se observa el 

aumento de 4 genes: ICAM4, KIT, IL8 y TRAF4. ICAM4 es una proteína de adhesión 

intercelular que interacciona con células endoteliales, plaquetas, integrinas y 

macrófagos, y parece mediar el proceso de eritrofagocitosis de glóbulos rojos 

senescentes ( ). Además, tiene un papel inmunoregulador de células linfoides y 241

no linfoides ( ). Un estudio describió su papel antitumoral en el hepatocarcinoma, 242

al demostrar que ICAM4 favorecería la acción citotóxica de las células NK sobre las 

células tumorales ( ). KIT es un protooncogén que codifica para una proteína 243

tirosina-quinasa, la cual media funciones de proliferación, crecimiento, supervivencia 

y adhesión celular, además de participar en el desarrollo de los melanocitos ( ). 244

Desempeña también un papel supresor tumoral, ya que se han observado niveles 

disminuidos en la progresión del melanoma desde estadios iniciales hasta invasivos 

y metastásicos ( , ). IL8, también conocida como CXCL8, es una citoquina 245 246

que se expresa en numerosas células, incluyendo células endoteliales, epiteliales, 

keratinocitos, linfocitos T, hepatocitos, neutrófilos, NK, mastocitos, y células 

tumorales, entre otras. Su función proinflamatoria favorece el crecimiento y la 

invasividad del melanoma, estimula la angiogénesis y aumenta la permeabilidad de 

los vasos sanguíneos, lo que conlleva a un incremento del potencial metastásico 

( ). Participa en la activación de numerosas vías moleculares, entre las que se 247

mencionan PI3K, MAPK, Wnt, y VEGF, razón por la cual se ha asociado con el 

desarrollo y la progresión de múltiples tumores, así como con la resistencia a 

tratamientos antineoplásicos ( , ). Por último, TRAF4 es un miembro de la 248 249

familia de receptores de TNF que contribuye a procesos de migración, 

diferenciación y apoptosis celular, y promueve la proliferación celular mediante la 

activación de la vía EGFR y AKT ( , ). 
250 251
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	 	 En conclusión, al observar la sobreexpresión de estos genes en pacientes 

respondedores en T1 y analizar sus funciones, es preciso remarcar la dualidad del 

escenario inmunitario. Por un lado, KIT e ICAM4 se han descrito asociados a un 

papel antitumoral en melanoma y hepatocarcinoma, respectivamente, mientras que 

TRAF4 e IL8 parecerían promover la activación de la vía de las MAPK. Estos genes 

podrían estar propiciando el desarrollo de mecanismos de resistencia al tratamiento, 

favoreciendo la supervivencia celular y la proliferación, y, al mismo tiempo, 

desempeñar un papel como moduladores del MAT y la respuesta inmunológica. Se 

precisan investigaciones adicionales para dilucidar su implicación en este contexto 

de respuesta al tratamiento con iBRAF/MEK.


	 	 V.III.2 Análisis longitudinal - el rol de TAP1 y PSMB8


	 	 En el análisis longitudinal, se identificaron dos genes de T1 regulados al alza 

en respondedores en la expresión diferencial de T0 a T1: TAP1 y PSMB8. TAP1 es 

un transportador ABC que se encarga del procesamiento y transporte de péptidos 

antigénicos al MHC I, y transmite señales inhibitorias a células NK y T CD8+ para 

regular su función (210). Su sobreexpresión en ciertos tumores, incluyendo 

melanoma uveal, cáncer de ovario y cáncer de endometrio, se ha asociado a un 

peor pronóstico y supervivencia ( ).  Un estudio reveló que, en tumores con una 252

alta expresión de TAP1 y peor supervivencia, había un enriquecimiento de vías de 

señalización inflamatorias, incluyendo IFN-γ, NF-κB y JAK/STAT ( ). En cáncer de 253

páncreas KRAS mutado, el aumento de TAP1 ocasionaría una mayor resistencia al 

tratamiento con inhibidores MEK, al estimular el transporte del fármaco fuera de las 

células y promover un ambiente de “células madre” o “stemness”, asociado a mayor 

agresividad tumoral ( ). Otro estudio asoció a TAP1 con una resistencia 254
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incrementada al tratamiento con gemcitabina, también en el contexto de cáncer de 

páncreas ( ). Por el contrario, hay evidencia que destaca que pacientes con 255

melanoma tratados con inmunoterapia y que presentan sobreexpresión de TAP1 

responden mejor al tratamiento. Esto parecería atribuirse a una mayor sensibilidad a 

la inmunoterapia debido a un incremento de células inmunes y a una regulación del 

MAT, mediado por TAP1 (253). En ciertos tumores, como el CCR, la disminución de 

TAP1 se ha correlacionado con peor pronóstico y supervivencia. Esto resultaría del 

aumento de Treg intratumorales y neutrófilos, que favorecen los mecanismos de 

evasión inmune ( , , ). Estos hallazgos discordantes en la literatura según 256 257 258

el tipo de tumor y el tratamiento recibido sugiere un papel complejo de TAP1 en la 

progresión tumoral y la respuesta al tratamiento, destacando su importancia como 

biomarcador pronóstico en diferentes contextos tumorales. Sin embargo, se precisa 

de una mejor comprensión de los mecanismos involucrados en la regulación de 

TAP1 para poder considerar su aplicabilidad en el tratamiento del melanoma.


	 	 En cuanto al gen PSMB8, codifica para una proteína que conforma un 

complejo catalítico multiquinasa (210). Estudios previos han vinculado su 

sobreexpresión con una mayor supervivencia en melanoma, al incrementar los 

niveles de macrófagos M1, células T CD8+ y CD4+, y células NK en el MAT, así 

como al regular vías inmunes, como la de citotoxicidad celular mediada por células 

NK, la respuesta mediada por IFNγ y TNFα, y el procesamiento y reconocimiento 

antigénico ( , ). Además, se ha postulado como un biomarcador predictivo de 259 260

duración de respuesta a la inmunoterapia tras el análisis de 472 muestras de 

pacientes con melanoma provenientes de The Cancer Genome Atlas (TCGA). Este 

estudio demostró que el incremento en la expresión de PSMB8 y PSMB9 estaba 

asociado no sólo a mayor respuesta, sino también a una duración más prolongada 
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de la respuesta al tratamiento con anti-CTLA4 ( ). La evidencia en otros tumores, 261

como el cáncer de pulmón no microcítico y cáncer de mama triple negativo, también 

respalda su correlación con un mejor pronóstico ( , ). Sin embargo, en otros 262 263

tipos de cáncer, como el cáncer gástrico y el melanoma uveal, se ha descrito un rol 

protumoral que se asocia a un detrimento en la supervivencia (260, ).
264

	 	 En conclusión, los genes TAP1 y PSMB8 muestran impactos divergentes en la 

respuesta y la supervivencia según el contexto tumoral, lo cual resalta la 

complejidad de la interacción entre los genes, el sistema inmune y el MAT. En 

cuanto al melanoma tratado con inmunoterapia, la evidencia disponible apoya un 

papel favorable de estos genes, con un incremento de respuesta al tratamiento y 

mayor supervivencia cuando se encuentran sobreexpresados. No obstante, es 

notoria la actividad protumoral de TAP1 en el cáncer de páncreas, que favorece la 

resistencia al tratamiento con inhibidores de MEK. Esto podría deberse al contexto 

tumoral específico del cáncer de páncreas, o podría estar vinculado al mecanismo 

de acción de los ITK, lo que sugiere un papel predictivo de mala respuesta a estos 

fármacos. En relación a nuestros hallazgos, el incremento de estos genes desde el 

tiempo basal hasta el T1 en los pacientes respondedores podría estar asociado con 

una amplificación de la respuesta al tratamiento dirigido en este contexto clínico, o 

bien constituir un mecanismo de resistencia emergente, lo que explicaría su 

correlación con un detrimento en la supervivencia. Estudios adicionales en 

melanoma tratado con iBRAF/MEK podrían ayudar a dilucidar el rol de estos genes.


	 	 V.III.3 CCL11 regulado a la baja en respuesta completa


	 	 En cuanto al gen identificado regulado a la baja a nivel basal en pacientes con 

respuesta completa, CCL11, es importante destacar su papel en el cáncer según la 
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la evidencia disponible. Este gen codifica para una citoquina que se secreta durante 

la respuesta proinflamatoria Th2, y se encarga del reclutamiento de eosinófilos 

(265). Un modelo preclínico en fibrosarcoma describió un mayor crecimiento tumoral 

en ausencia de esta citoquina, remarcando el papel fundamental de los eosinófilos 

en la supresión tumoral ( ). Un estudio en 59 pacientes con melanoma tratados 265

con inmunoterapia informó una disminución de los niveles de CCL11 en pacientes 

no respondedores, destacando la importancia del reclutamiento de eosinófilos en los 

resultados clínicos ( , ). Esto se encuentra en concordancia con estudios en 266 267

melanoma y cáncer de mama, entre otros tumores, donde se ha reportado un mejor 

pronóstico en pacientes con un incremento de eosinófilos en sangre ( , , ). 
268 269 270

	 	 Por el contrario, está descrita la asociación de la sobreexpresión de CCL11 con 

una mayor invasividad y capacidad metastásica, mediada por una activación de la 

vía AKT y ERK y una potenciación de la transición epitelio-mesénquima, lo que 

conlleva a un peor pronóstico ( , ). Citoquinas secretadas por los eosinófilos, 271 272

entre las que se incluyen TGF-α y TGF-β, favorecen la angiogénesis y, en 

consecuencia, podrían también contribuir al crecimiento tumoral ( ). De igual 273

manera, la eosinofilia ha sido asociada a mal pronóstico en múltiples tumores como 

en Linfoma de Hodgkin y el mesotelioma maligno pleural ( , ). 
274 275

	 	 En resumen, el papel dual de CCL11 en cáncer es compleja, y si bien los 

estudios en melanoma se orientan más por un papel antitumoral de CCL11, su 

participación en la vía ERK podría estar favoreciendo la carcinogénesis del 

melanoma BRAF-mutado, como ocurre en el cáncer de próstata o en el cáncer de 

pulmón no microcítico (271, ). En consecuencia, la presencia de niveles más 276

bajos de esta citoquina podrían contribuir a alcanzar respuesta completa en los 

pacientes con melanoma tratados con iBRAF/MEK, lo cual concuerda con los 
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hallazgos de nuestro estudio. La Figura 31 representa un resumen de los hallazgos 

mencionados en cuanto a microbiota y genes de expresión inmune.


—————————————————————————————————————-


	 	 Los resultados de nuestro estudio remarcan la compleja interacción entre el 

sistema inmune, las células tumorales, y ciertas vías moleculares. La regulación a la 

baja de genes que están en relación con la inmunosupresión y la tolerancia inmune 

en pacientes respondedores sugiere la posibilidad de actuar sobre estas vías previo 

al tratamiento dirigido con el objetivo de inhibirlas y potenciar, de esta manera, la 

respuesta antitumoral. Surgen igualmente incertidumbres con respecto a la función 

de genes con acción antitumoral regulados al alza en no respondedores, o a la baja 

en respondedores, en términos de su impacto en el resultado terapéutico. Los genes 

protumorales presentes en respondedores podrían estar mediando el inicio de una 

resistencia al tratamiento, o incluso estar ejerciendo acciones que aún se 

desconocen en el ámbito del melanoma metastásico en tratamiento con iBRAF/

MEK. En consecuencia, este complejo escenario demanda futuros análisis para 

dilucidar la influencia de estos genes y desarrollar estrategias que permitan actuar 

sobre las vías de señalización que optimicen los resultados clínicos. 
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Figura 31. Resumen de los hallazgos de nuestros análisis, donde se evidencian los 

microorganismos y el gen CCL11 identificados en T0 según RC versus No-RC, y algunos de 

los genes identificados en respondedores (RC y RP) versus no respondedores (EE y PE). 

En la imagen, de acuerdo a la evidencia revisada, se aprecia la relación de la microbiota 

con el sistema inmune, el microambiente tumoral y, según nuestro estudio, el posible 

impacto en la vía BRAF/MEK. Además, en el centro de la imagen se observan los 7 genes 

que se mantienen persistentemente regulados a la baja en los pacientes respondedores, los 

cuales están relacionados principalmente con la tolerancia inmune y la promoción de un 

ambiente inmunosupresor. Cabe destacar también el incremento de TAP1 y PSMB8 en la 

expresión diferencial de T0 a T1 en respuesta a la terapia dirigida, que han demostrado un 

impacto detrimental en supervivencia.
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V.IV Correlación de la expresión génica y la microbiota con 

supervivencia 


	 	 El análisis univariante en la cohorte de expresión génica correlacionó con una 

mejor SLP a los genes SLAMF7 (HR 0.51, IC95% 0.28-0.95), UBE2L3 (HR 0.34, 

IC95% 0.12-0.93) e ITGB2 (HR 0.43, IC95% 0.19-0.96). La sobreexpresión de 

SLAMF7 también se asoció a una mayor SG, con una HR de 0.49 (IC95% 

0.25-0.98). Es importante destacar que tanto SLAMF7 como UBE2L3 se 

encontraban disminuidos en el tiempo basal en los pacientes respondedores y, en el 

caso de SLAMF7 también en T1. Por el contrario, los niveles de ITGB2 estaban 

incrementados en respondedores en el tiempo basal.


	 	 Aunque inicialmente pueda parecer contradictorio que el incremento de los 

niveles de SLAMF7 se asocien a una mejor supervivencia dada su sobreexpresión 

en no respondedores, la evidencia sugiere un papel complejo para este gen en el 

contexto del cáncer. SLAMF7 se ha descrito como promotor de la tolerancia inmune, 

la carcinogénesis y la resistencia a inmunoterapia (224, 225). Sin embargo, un 

estudio retrospectivo en cáncer de mama reportó un descenso en los niveles de 

SLAMF7 en tumores de características más agresivas e invasivas, y confirmó una 

mejor supervivencia en pacientes que presentaban sobreexpresión de este gen 

( ). Otro estudio remarcó el rol inmunomodulador de SLAMF7, observando un 277

descenso en el crecimiento tumoral de líneas celulares de CCR, así también como 

un incremento de la respuesta a la inmunoterapia con anti-PD1 en presencia de una 

sobreexpresión de este gen ( ). Por lo tanto, si bien la evidencia enfatiza la 278

acción de SLAMF7 como inmunosupresor que deriva en el agotamiento de células 

T, está descrito su papel inmunomodulador y antitumoral, lo que podría estar 

favoreciendo la supervivencia en el contexto del melanoma con mutación BRAF. 
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	 	 Asimismo, el gen UBE2L3, que codifica para una enzima conjugadora de 

ubiquitina y se encarga de la progresión del ciclo celular, también se ha visto 

asociado a una mayor supervivencia en nuestro estudio a pesar de su 

sobreexpresión en no respondedores en tiempo basal. Este gen ha sido 

previamente identificado como marcador de mal pronóstico en varios tipos de 

tumores, incluyendo cáncer de cabeza y cuello, hepatocarcinoma y cáncer de 

pulmón ( , , ). En melanoma no hay evidencia disponible que destaque el 279 280 281

rol de UBE2L3, lo cual resalta la necesidad de más investigaciones en el tema para 

comprender su función y su implicación en la respuesta y supervivencia en este 

contexto.


	 	 En relación a ITGB2, cuyos niveles se encontraron incrementados en los 

pacientes respondedores, este gen que codifica a una integrina ha sido previamente 

asociada a un incremento en la supervivencia en melanoma. Esto parecería estar 

relacionado con un mayor reclutamiento de células T y la restauración de la 

transición mesénquima-epitelial ( ). Un análisis de infiltrados inmunes en 119 282

muestras de melanoma también sugirió una asociación entre la sobreexpresión de 

ITGB2 y el incremento de células inmunes intratumorales, incluyendo células T 

CD8+ y CD4+, células B CD20+, entre otras ( ). Por lo tanto, el incremento de los 283

niveles de este gen en pacientes respondedores, que se correlacionan con una 

mejor supervivencia, y considerando el papel antitumoral sugerido por la limitada 

evidencia disponible, ITGB2 representa un posible biomarcador pronóstico, a 

considerar como diana terapéutica.


	 	 En el análisis univariante de la cohorte por protocolo de microbiota en relación 

a supervivencia no se observaron resultados significativos de los microorganismos 

asociados a RC y No-RC. En cuanto a los genes incluidos, se observó un impacto 
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significativo en detrimento de la SG de los genes TAP1, con un HR de 4.09 

(IC95%1.06-15.81), y PSMB8, con un HR de 11.60 (IC95% 1.40-96.04). Asimismo, 

PSMB8 se correlacionó negativamente con la SLP, con un HR de 7.19 (IC95% 

1.17-43.93). El análisis multivariante confirmó que la sobreexpresión de PSMB8 en 

T1 representa un factor independiente que impacta negativamente la SLP, con un 

HR de 8.23 (IC95% 1.05-74.32, p=0.045). Estos resultados generan incertidumbre 

en el papel de estos genes en el melanoma tratado con iBRAF/MEK. 


	 	 El análisis de expresión diferencial entre el tiempo basal y T1, demostró un 

aumento de los niveles de TAP1 y PSMB8 en los pacientes respondedores. Sin 

embargo, los niveles de ambos genes en T1 eran superiores en los no 

respondedores, a pesar del incremento observado de T0 a T1 en respondedores. En 

consecuencia, a pesar de que en melanoma la sobreexpresión de estos genes suele 

estar asociada a un mejor pronóstico y a una respuesta más eficaz y duradera, en el 

contexto del tratamiento con iBRAF/MEK podría ser contraria. Es evidente que el 

aumento de estos genes en respondedores durante el tratamiento nos induzca a 

considerar que podrían estar potenciando la respuesta al tratamiento, o actuando 

como biomarcadores de beneficio clínico. Sin embargo, los niveles 

comparativamente incrementados en T1 en los no respondedores respecto a los 

respondedores, junto con el impacto negativo en supervivencia estadísticamente 

significativo, plantean interrogantes sobre el papel que podrían tener en la 

resistencia al tratamiento con iBRAF/MEK. Resulta crucial remarcar que, como ya 

se ha mencionado previamente, TAP1 se ha asociado a resistencia a inhibidores de 

MEK en cáncer de páncreas, lo cual orienta a una posible interpretación de 

resultados en melanoma, reforzando su papel predictivo en la terapia con iBRAF/

MEK. Nuestros hallazgos permiten, en estas circunstancias, generar hipótesis que 
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orienten investigaciones futuras para determinar la actividad de estos genes en 

pacientes tratados con ITK. 


V.V Correlación de variables clínicas con supervivencia


	 	 El análisis de supervivencia con Log-rank confirmó una peor SLP y SG en 

pacientes con progresión extrapulmonar y en SNC. Este hallazgo se encuentra en 

línea con la evidencia previa, que destaca una menor supervivencia en estos casos. 

La presencia de metástasis en el SNC constituye una de las principales causas de 

muerte en melanoma, y a pesar de que la inmunoterapia ha mejorado el pronóstico, 

éste sigue siendo sombrío ( , ). En cuanto a la progresión extrapulmonar, 284 285

particularmente la presencia de metástasis hepáticas, se ha asociado a una 

disminución en la supervivencia en comparación con las metástasis ganglionares o 

pulmonares ( ). Un estudio con 1924 pacientes con melanoma reveló que 286

aquellos con metástasis en hueso, hígado y SNC tenían una menor supervivencia 

en comparación con aquellos que tenían metástasis subcutáneas, ganglionares, 

pulmonares o en tejidos blandos. Además, al analizar las muestras de tejido, se 

observó una menor infiltración de células T y una menor expresión de PD-L1 

intratumoral, lo que conduce a una resistencia a la inmunoterapia y a peores 

resultados clínicos  ( , ).  
287 288

	 	 En el análisis univariante de variables clínicas no se observó ninguna otra 

variable que impactara significativamente en la supervivencia. Para el análisis 

multivariante combinado con variables clínicas, microbiota y genes, se 

seleccionaron los microorganismos asociados a respuesta completa a los iBRAF/

MEK, el uso de antibioterapia durante la terapia dirigida y los dos genes que han 
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aumentado en respondedores durante el tratamiento: PSMB8 y TAP1, por su 

impacto en SG en el análisis univariante. Dada la limitada muestra de nuestro 

estudio, nos vimos restringidos en la cantidad de variables a considerar 

simultáneamente en el modelo estadístico. Agregar demasiadas variables en 

muestras pequeñas puede resultar en una estimación inestable de los parámetros y 

comprometer la validez de los resultados. 


	 	 El objetivo del análisis multivariante era identificar variables independientes 

que impactaran supervivencia, pero sólo los valores de PSMB8 alcanzaron la 

significancia estadística en el análisis de SLP. Al seleccionar las variables se incluyó 

el uso de antibióticos, tras revisar la evidencia que lo asocia a un impacto negativo 

en la homeostasis microbiana. Estos fármacos parecerían modificar hasta el 30% de 

las especies de la microbiota intestinal, lo que puede afectar no sólo la eficacia de 

los tratamientos oncológicos, sino también la incidencia de efectos adversos y la 

supervivencia (132, ). Un ejemplo de esto es la reducción de la eficacia del 289

tratamiento con Cisplatino y Ciclofosfamida, o el detrimento en la supervivencia en 

pacientes con melanoma y cáncer de pulmón tratados con inhibidores de EGFR, 

tras el uso de antibioterapia (97, 157). La literatura también resalta el impacto 

negativo de la antibioterapia en SG y SLP en pacientes con varios tipos de tumores 

tratados con ICI ( , ). 	 Sin embargo, es importante considerar varios factores. 290 291

Los antibióticos, además de su asociación con la presencia de disbiosis, pueden 

interaccionar con los ITKs u otros fármacos, al metabolizarse por los citocromos. 

Además, la necesidad de antibioterapia debido a una infección puede resultar en un 

detrimento en la supervivencia, no sólo por la disbiosis causante, sino también 

debido a la infección concomitante en el contexto inflamatorio y de inmunosupresión 

del cáncer. Por lo tanto, el análisis de la evidencia publicada debe hacerse con 
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cautela, y no atribuir la disminución de la supervivencia a la disbiosis ocasionada por 

el uso de antibióticos sin considerar el resto de factores.


	 	 En cuanto a las otras variables incluidas en el modelo multivariante, se ha 

seleccionado a Lachnospiraceae dada la evidencia que respalda a esta familia en 

particular, y al filo Firmicutes, en relación a respuesta al tratamiento. El rol de TAP1 

y PSMB8 ya se ha mencionado en el apartado previo. La presencia de PSMB8 

como único factor independiente que impacta SLP puede estar asociado al limitado 

tamaño muestral, que dificulta el poder estadístico.


	 	 En resumen, la evidencia disponible remarca la importancia de seguir 

explorando estos aspectos en estudios futuros para conocer el impacto de la 

microbiota, la antibioterapia y los genes de expresión inmune en la supervivencia de 

pacientes con melanoma tratados con terapia dirigida.


	 	 


V.VI Correlación de la composición de la microbiota y variables 

clínicas en relación a la aparición de toxicidad a terapia 

dirigida


	 	 Los resultados obtenidos en cuanto a la composición de la microbiota en 

pacientes con una toxicidad moderada-severa, es decir mayor o igual a un grado 2, 

son difíciles de correlacionar con la evidencia disponible. Los estudios se focalizan 

en los efectos adversos inmunomediados secundarios a ICI y, considerando que el 

mecanismo de acción por el cual se desencadenan estas toxicidades es distinto al 

de iBRAF/MEK, el análisis debe realizarse con precaución.


	 	 El género Oscillospira, enriquecido en pacientes con toxicidad moderada-

severa, se ha descrito disminuido en pacientes con obesidad, enfermedad 
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inflamatoria intestinal, y cáncer de pulmón. En consecuencia, se ha propuesto como 

un potencial probiótico debido a su asociación a un estado antiinflamatorio ( ). 292

Esto se atribuye fundamentalmente a su capacidad para secretar ácidos grados de 

cadena corta y butirato. Se ha observado que el butirato estimula a las células Treg 

y suprime la secreción de citoquinas proinflamatorias, lo que promueve la 

proliferación, diferenciación y apoptosis celular normal ( ). Además, este 293

microorganismo puede alterarse en respuesta a fármacos, como la 

hidroxicloroquina, así como a cambios en la dieta y el ejercicio ( ). Considerando 294

niveles taxonómicos superiores de Oscillospira, que pertenece al filo Firmicutes, 

estudios previos asocian la presencia de estos microorganismos a una mayor 

incidencia de efectos adversos inmunomediados (139, ). 
295

	 	 Esta aparente contradicción plantea interrogantes, ya que Firmicutes se ha 

relacionado con una mayor incidencia de efectos adversos y Oscillospira con 

propiedades antiinflamatorias. Por lo tanto, podría ser que la presencia de 

Oscillospira sea el resultado de la activación del sistema inmunológico por la 

administración de iBRAF/MEK, un factor contribuyente a la aparición de efectos 

adversos, o incluso un atenuante del efecto adverso desencadenado. Se requiere 

de investigación adicional para esclarecer la compleja interacción entre este 

microorganismo, los iBRAF/MEK y la ocurrencia de efectos adversos.


	 	 En cuanto a los microorganismos identificados en los pacientes sin toxicidad/

toxicidad grado 1 relacionada al tratamiento, se han identificado las familias 

Lachnospiraceae, Leuconostocaceae y Oxalobacteraceae, y el género Gemmiger. 

El género Gemmiger y la familia Lachnospiraceae, asociados en estudios previos a 

una mayor toxicidad por inmunoterapia, en nuestro estudio se han visto 

enriquecidos en los pacientes sin toxicidad o de grado 1 (139, 295, ). Ambos 296
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microorganismos pertenecen al filo Firmicutes, lo cual se asocia a una mejor 

respuesta a inmunoterapia, y está en concordancia con lo expuesto previamente de 

que a, mayor toxicidad inmunorrelacionada, mayor respuesta al tratamiento. En 

cambio, la presencia de estas bacterias en el contexto del melanoma tratado con 

inhibidores BRAF/MEK se desconoce. En cuanto a la familia Leuconostocaceae, 

ésta pertenece al orden Lactobacillales y se encuentra en productos lácteos y otros 

alimentos, donde han demostrado tener una función reconocida como probióticos y 

moduladores del sistema inmune ( , , ). La evidencia destaca 297 298 299

principalmente la función antiinflamatoria de las especies pertenecientes a la familia 

Leuconostocaceae, ya que inhiben la vía NF-KB y regulan la vía de las MAPK, lo 

que a su vez facilita la apoptosis de las células de CCR  ( , ). Por último, la 300 301

familia Oxalobacteraceae, también enriquecida en nuestro estudio en los pacientes 

que no presentaron toxicidad, se ha relacionado previamente con un mayor riesgo 

de cáncer de esófago y se vio enriquecida en estadios II y III de CCR ( , ). 302 303

Además, un estudio en colangiocarcinoma observó una abundancia de 

Oxalobacteraceae en el tejido tumoral, lo que sugiere un posible papel 

carcinogénico de esta familia bacteriana ( ). A día de hoy no existe evidencia 304

acerca de sus propiedades antiinflamatorias, por lo tanto su papel específico en la 

modulación del sistema inmune y su impacto en los pacientes que no presentan 

toxicidad aún no están claros.


	 	 Resulta crucial destacar la acción antiinflamatoria conocida del ácido butírico, 

secretado por las familias Lachnospiraceae y Leuconostocaceae, y por el género 

Gemmiger, que podría estar contribuyendo a la disminución de los efectos adversos 

en este subgrupo de pacientes ( , , ). Los ácidos grados de cadena corta, 305 306 307

incluido el butirato, pueden inhibir la secreción de citoquinas proinflamatorias, como 
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el TNFα y la IL-6, y la vía NFκB, razón por la cual se han propuesto como estrategia 

terapéutica para reducir la inflamación inducida por radioterapia o por la enfermedad 

de Crohn ( , ). Por lo tanto, estos microorganismos productores de butirato y 308 309

otros metabolitos podrían estar actuando como moduladores del sistema inmune, 

ocasionando una disminución de la inflamación sistémica y, en consecuencia, menor 

incidencia y repercusión de efectos adversos relacionados con el tratamiento.


	 	 En cuanto al análisis de las variables clínicas, donde se correlacionaron los   

efectos adversos con la respuesta mediante un likelihood ratio test, destaca un 

aumento de astenia en el subgrupo de respondedores (RC y RP). Al correlacionar la 

astenia con los niveles de Oscillospira para determinar si estaban incrementados en 

pacientes con astenia y por lo tanto, indirectamente, en los pacientes 

respondedores, no se encontró una asociación significativa. La asociación entre 

este efecto adverso, la microbiota intestinal, y la activación del sistema inmune no 

se conoce con certeza, sobre todo dado que la astenia constituye un síntoma 

subjetivo que puede estar relacionado no sólo con el tratamiento, sino con la 

enfermedad subyacente u otros procesos intercurrentes ( ). Si bien la evidencia 310

que relaciona la astenia con la presencia de diversos microorganismos es escasa, 

ésta respalda principalmente su asociación con una mayor inflamación y un peor 

pronóstico, a diferencia de los resultados de nuestro estudio, donde los pacientes 

respondedores eran los que presentaban este síntoma ( ). Resulta crucial 311

destacar que el género Oscillospira se encontró enriquecida en pacientes con 

efectos adversos relacionados con el tratamiento de al menos grado 2, y 77.8% 

(n=7) de los pacientes que presentaron astenia, que a su vez eran respondedores, 

tenían un grado 1 según CTCAE v5.0. En consecuencia, la ausencia de correlación 

entre la microbiota identificada y la astenia puede deberse a las diferencias en el 
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grado de toxicidad experimentada por estos pacientes, o incluso a factores más 

complejos en la interacción microbiota - sistema inmune - huésped.


	 	 Un estudio sugirió una posible correlación entre la composición de la 

microbiota y la aparición de astenia en pacientes con cáncer, atribuyendo este 

fenómeno a una mayor prevalencia de la Proteobacteria Cosenzaea myxofaciens, la 

cual podría promover un ambiente proinflamatorio, respaldando la evidencia previa 

que la vincula con predisposición a infecciones ( ). En pacientes diagnosticados 312

de cáncer de pulmón metastásico sometidos a tratamiento en primera línea, se 

observó también un enriquecimiento de bacterias del filo Proteobacteria, 

específicamente de la familia Enterobacteriaceae y el género Escherichia-Shigella, 

en aquellos con astenia severa ( ). Además, en pacientes con cáncer rectal 313

tratados con quimiorradioterapia se evidenció un incremento de Streptococcus, del 

filo Firmicutes, y Actinomyces, del filo Actinobacteria, microorganismos previamente 

vinculados a enfermedades inflamatorias como la colitis ulcerosa ( ). Por otro 314

lado, pacientes diagnosticados de carcinoma escamoso de cabeza y cuello con 

astenia severa mostraron un aumento de bacterias del orden Clostridiales 

relacionadas con la inflamación, incluyendo el género Family XIII AD3011, 

Clostridium ramosum y Eubacterium fissicatena ( ). Estos hallazgos sugieren que 315

la presencia de determinados microorganismos, como las Proteobacterias o los 

Clostridiales, podrían potenciar el entorno inflamatorio desencadenando una mayor 

astenia. Nuestro estudio no ha encontrado asociación entre la presencia de astenia 

y Oscillospira, pero sí se observó una correlación entre este efecto adverso y la 

respuesta. Se requiere una mayor investigación en el tema para esclarecer las 

posibles conexiones.
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V.VII Hipótesis de selección de mejores candidatos a terapia 

dirigida


	 El uso de la terapia dirigida en primera línea metastásica se utiliza, a día de 

hoy, en una minoría de pacientes, dada la eficacia de la inmunoterapia en primera 

línea, además de los resultados de los ensayos clínicos DREAMseq y SECOMBIT 

(37, 38). Los resultados publicados recientemente demostraron que la 

inmunoterapia con nivolumab e ipilimumab, seguido de terapia dirigida con iBRAF/

MEK a la progresión, representa la mejor secuencia de tratamiento para la gran 

mayoría de los pacientes. Nuestro estudio se inició previo a conocer estos 

resultados, razón por la cual todos los pacientes iniciaron iBRAF/MEK en primera 

línea y no se han incluido pacientes en segunda línea o subsiguiente. Sin embargo, 

a día de hoy, la terapia dirigida continúa siendo de elección en aquellos pacientes 

BRAF-mutado con enfermedad rápidamente progresiva o con riesgo para la vida, 

dada su rapidez de respuesta, o en pacientes con contraindicación a la 

inmunoterapia. Asimismo, resulta de importancia destacar que el 80% de los 

pacientes con RC habían recibido previamente inmunoterapia como tratamiento 

adyuvante, generando la incertidumbre de si este tratamiento previo pudo haber 

impactado en la presencia de la microbiota de estos pacientes y, en consecuencia, 

en la respuesta observada con la terapia dirigida. 


	 	 Los resultados de este estudio no sólo permiten seleccionar a los mejores 

candidatos a terapia dirigida, sino que también orientan a desarrollar estrategias que 

pueden optimizar los resultados. Por ejemplo, la intervención de la microbiota 

intestinal mediante probióticos o el TMF con Lachnospiraceae o Actinobacterias, 

microorganismos que se encontraron aumentados en pacientes con respuesta 

completa, son estrategias prometedoras que podrían favorecer la respuesta al 
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tratamiento. Otra opción a considerar sería la medición de ciertos genes de 

respuesta inmune previo al tratamiento para poder identificar a los que podrían 

beneficiarse de los iBRAF/MEK, o en caso contrario, planificar un abordaje más 

agresivo o plantear otra estrategia terapéutica. La evidencia científica destaca, a su 

vez, el papel pronóstico de los parámetros analíticos como el NLR o el dNLR, 

además de la LDH, si bien no han aportado datos significativos en nuestro estudio. 

Dada la facilidad para su obtención mediante el análisis de sangre de rutina, serían 

un complemento valioso en la evaluación pretratamiento. Estos biomarcadores 

aportan información clave sobre la actividad del sistema inmunitario y el estado 

inflamatorio del paciente. 


	 	 Además, resulta de importancia destacar que la estratificación de nuestro 

estudio, basada en la presencia o no de respuesta completa, representa una 

estrategia de crucial interés en pacientes tratados con inhibidores de BRAF/MEK. 

Estudios previos han destacado el aumento de supervivencia de los pacientes con 

melanoma que alcanzan respuesta completa con la terapia dirigida, con un 49% de 

los pacientes sin progresión a 5 años en comparación con 16% y 1% en pacientes 

con respuesta parcial y enfermedad estable, respectivamente ( ). Por lo tanto, la 316

identificación de microorganismos y genes que optimicen esta respuesta, buscando 

alcanzar la máxima respuesta posible, constituye una estrategia que podría impactar 

en la supervivencia de estos pacientes. Sin embargo, es esencial resaltar que el uso 

de la terapia dirigida en segunda línea o subsiguientes, tras la inmunoterapia, 

probablemente modificaría la microbiota y los genes de expresión inmune 

identificados en nuestro estudio, dificultando la aplicabilidad de nuestros hallazgos.


	 	 Otro punto a considerar es que la microbiota asociada a RC en nuestro estudio 

coincide con la observada en pacientes con MM en respuesta a inmunoterapia.  
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Asimismo, los genes de respuesta inmune identificados también se han asociado a 

supervivencia en múltiples escenarios. Estos resultados sugieren un papel 

pronóstico más que predictivo de las firmas microbiana y génica identificadas. Sin 

embargo, estudios adicionales podrían esclarecer si estos microorganismos y genes 

pueden actuar como biomarcadores predictivos de la respuesta a la terapia dirigida 

con iBRAF/MEK. Esto resultaría de especial relevancia en escenarios de:


• Resistencia primaria: Identificar aquellos pacientes con una microbiota  o 

un perfil de genes basal desfavorable para la respuesta a iBRAF/MEK 

podría evitar la exposición innecesaria a estos fármacos. No obstante, la 

modulación de la microbiota con técnicas como el TMF o la ingesta de 

probióticos podría ayudar a revertir esta resistencia. 


• Resistencia secundaria: La monitorización de la microbiota y los genes 

de expresión inmune durante el tratamiento con terapia dirigida podría 

identificar cambios asociados a la adquisición de resistencia a los 

iBRAF/MEK, permitiendo un cambio de estrategia hacia el uso de 

inmunoterapia o la modulación de la microbiota para mantener el control 

de la enfermedad. 


• Sensibilidad aumentada: Un perfil microbiano o génico que prediga una 

sensibilidad incrementada a la terapia dirigida podría ser de utilidad en 

algunos pacientes.


	 	 En resumen, tanto la modulación de la microbiota como la evaluación de genes 

relacionados con la inmunidad emergen como herramientas clave en el desarrollo 

de la medicina de precisión. En este contexto, la personalización de las estrategias 

terapéuticas permite mejorar los resultados e incluso la calidad de vida de los 

pacientes, con estrategias adaptadas y centradas en el individuo.
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VI. CONCLUSIONES


	 	 1. La microbiota intestinal previo al inicio del tratamiento en primera línea con 

inhibidores de BRAF/MEK en pacientes con melanoma irresecable/metastásico 

BRAF V600 mutado tiene potencial valor pronóstico, dado que coincide con los 

resultados observados en pacientes con melanoma tratados con inmunoterapia. La 

“firma microbiana” asociada a respuesta completa y con un potencial impacto en 

supervivencia estaría basada en los filos Firmicutes - familia Lachnospiraceae - y 

Actinobacteria - familia Coriobacteriaceae y género Adlercreutzia -.


	 	 2. La sobreexpresión de genes asociados a inmunosupresión y tolerancia 

inmune antes y durante el tratamiento con inhibidores de BRAF/MEK, incluidos 

LAG3, CD36, NOD1, SLAMF6, CX3CR1 e ICAM2, podrían ser predictivos de una 

peor respuesta y progresión de la enfermedad. 


	 	 3. Los genes TAP1 y PSMB8 se asocian a un peor pronóstico con un 

detrimento de la supervivencia, destacando PSMB8 como variable independiente 

que impacta en supervivencia libre de progresión en el análisis multivariante. Los 

niveles de estos genes son superiores en no respondedores durante la terapia 

dirigida, pero se ve un incremento progresivo en los pacientes respondedores. Esto 

podría indicar un potencial mecanismo de resistencia a los inhibidores BRAF/MEK.


	 	 4. Si bien los genes SLAMF7 y UBE2L3, regulados al alza en no 

respondedores, y con un aparente papel de tolerancia inmune, fueron asociados a 

una mayor supervivencia en el análisis univariante, se precisan de estudios más 

amplios para comprender su función en el melanoma irresecable/metastásico. 
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	 5. La sobreexpresión del gen ITGB2, incrementado en respondedores y asociado 

al reclutamiento de células T y a la restauración de la transición mesénquima-

epitelial, podría ser un biomarcador pronóstico prometedor en melanoma irresecable 

o metastásico.


	 


	 6. El gen CCL11, disminuido en pacientes que alcanzan respuesta completa, 

parece tener un rol en la activación de la vía de las MAPK, como se ha descrito en 

cáncer de pulmón y de próstata. Si se confirmaran estos hallazgos, sería una diana 

terapéutica interesante en pacientes con melanoma BRAF mutado.


	 	 7. La microbiota intestinal parecería correlacionarse con la presencia de 

toxicidad moderada-severa a la terapia dirigida. La presencia de microorganismos 

secretores de butirato y asociados a propiedades antiinflamatorias, como 

Lachnospiraceae, Leuconostocaceae y Gemmiger, podrían contribuir a una menor 

incidencia de efectos adversos relacionados con el tratamiento con inhibidores 

BRAF/MEK.


	 	 8. Hasta la publicación de esta tesis doctoral, no existía evidencia publicada 

acerca del impacto de la composición de la microbiota intestinal y la expresión de 

genes inmunes en pacientes con melanoma irresecable o metastásico tratados con 

inhibidores de BRAF/MEK en primera línea. Los hallazgos de este estudio son 

generadores de hipótesis. La posible aplicabilidad clínica precisa de investigaciones 

futuras con un mayor número de pacientes, que permita corroborar nuestros 

resultados.
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VI. CONCLUSIONS


	 	 1. Gut microbiota composition before first-line treatment with BRAF/MEK 

inhibitors in patients with BRAF V600-mutated unresectable or metastatic melanoma 

has a potential prognostic role, due to its concordance with previous evidence in 

melanoma treated with immunotherapy. The “microbial signature” associated with 

complete response and potentially impacting survival is characterized by the 

presence of Firmicutes phylum, particularly family Lachnospiraceae, as well as 

Actinobacteria phylum, including family Coriobacteriaceae and genus Adlercreutzia.


	 	 2. The overexpression of genes previously associated with immunosuppression 

and immune tolerance, both prior and during treatment with BRAF/MEK inhibitors, 

including LAG3, CD36, NOD1, SLAMF6, CX3CR1 and ICAM2, could predict an 

unfavourable response and disease progression.


	 	 3. Genes TAP1 y PSMB8 are associated with worse prognosis and survival, 

with PSMB8 as an independent variable that impacts progression-free survival in the 

multivariate analysis. Levels of these genes are higher in non-responders during 

targeted therapy. However, increasing levels are observed in responders, suggesting 

the development of resistance mechanisms to BRAF/MEK inhibitors.


	 	 4. Genes SLAMF7 y UBE2L3, overexpressed in non-responders and previously 

linked to immune tolerance, were associated with increased survival in univariate 

analysis. Further research in larger cohorts is needed in order to understand their 

role in unresectable or metastatic melanoma. 
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	 	 5. The overexpression of gene ITGB2 in responders, associated with T-cell 

recruitment and restoration of mesenchymal-epithelial transition, could represent a 

promising prognostic biomarker in unresectable or metastatic melanoma.


	 


	 	 6. In our study, complete responders exhibited a downregulation of gene 

CCL11, previously correlated to MAPK pathway activation in lung and prostate 

cancer. If our findings are confirmed in future studies, it would represent an 

interesting target in BRAF-mutated melanoma patients.


	 	 7. Gut microbiota may correlate with the presence of moderate-to-severe 

treatment related adverse events in patients treated with BRAF/MEK inhibitors. 

Microorganisms that secrete butyric acid and that are associated with antiinflamatory 

properties, such as Lachnospiraceae, Leuconostocaceae and Gemmiger, could 

contribute to a lower incidence of treatment-related adverse events.


	 	 8. Until the publication of this doctoral thesis, there was no published evidence 

regarding the impact of gut microbiota composition and immune-related gene 

expression in patients with unresectable or metastatic melanoma treated with BRAF/

MEK inhibitors in first-line. The findings of our study generate hypotheses. The 

potential applicability of these results requires further research with a larger number 

of patients.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO – INFORMACIÓN AL PACIENTE

 Título del proyecto: 
Estudio de marcadores predictivos y pronósticos del microbioma en pacientes con melanoma irresecable o 
metastásico con mutación BRAF V600, tratados con terapia dirigida.

Investigador principal:  
Miguel A. Berciano Guerrero

 Centro responsable: 
- Instituto de investigación biomédica de Málaga (IBIMA)
- Unidad de Gestión Clínica Intercentros de Oncología Médica (Hospitales Universitarios
Regional y Virgen de la Victoria de Málaga)

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la información que a
continuación se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza:

Quisiéramos solicitar su colaboración para participar en un proyecto de investigación cuyo objetivo son 
identificar cambios en marcadores inmunológicos tras la administración de terapia dirigida (inhibidores de 
BRAF en pacientes con mutación de BRAF) que son capaces de reinducir un buen estado inmunológico, así 
como identificar marcadores precoces de predicción respuesta para identificar largos supervivientes tras 
tratamiento con terapia dirigida, e identificar marcadores inmunológicos pronósticos de melanoma 
metastásico. Para ello, vamos a pedir la participación de pacientes a las que se les ha diagnosticado 
melanoma metastásico de estas características y en las que se realice algún tipo de actividad asistencial en 
relación con su tumor en alguno de los centros participantes.

Antes de nada, definir el concepto de microbiota: conjunto de microorganismos que habitan de forma 
habitual en cualquier parte de nuestro cuerpo. En concreto, nos centraremos en microbiota intestinal (la más 
importante y estudiada), microbiota cutánea y microbiota tumoral.

Para la realización de este proyecto, se utilizará una muestra sanguínea, un frotis cutáneo, una muestra de 
sus heces y parte de la muestra resultante de la biopsia o cirugía que se ha realizado previamente para el 
diagnóstico, tras la aceptación y firma del consentimiento informado. En ningún momento la obtención de 
muestras interferirá con el proceso diagnóstico de la enfermedad. En un pequeño porcentaje de pacientes la 
muestra sanguínea, la cutánea y la de heces se repetirá, a fin de conocer la evolución de la microbiota y sus 
alteraciones sanguíneas concurrentes.

Los datos de la historia clínica que se recogerán serán datos sociodemográficos básicos, como la edad y 
sexo, así como del estadio de la enfermedad tumoral y otras importantes características de su enfermedad. 
El equipo investigador garantiza que en todo momento se aplicaran las leyes y normativas referentes a los 
aspectos éticos y de protección de datos de carácter personal.
El paciente podrá solicitar la retirada y destrucción de sus muestras así como la revocación del 
consentimiento mediante solicitud al médico investigador clínico que le está tratando, en cuyo caso, el 
equipo investigador se compromete a la destrucción de las mismas.

Todos los datos (personales, clínicos, económicos y datos que procedan de la muestra de sangre o 
diferente microbiota) serán tratados de acuerdo con la “directiva de la protección de los sujetos con respecto 
al procesamiento de los datos personales” y la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de diciembre, de “protección de 
datos de carácter personal”. Para ello, todos los datos que puedan identificar al participante se mantendrán 
separados del resto de la información recogida en los diferentes cuestionarios del estudio y cada caso 
figurará en las bases de datos con un nº de identificación (código) que se le asignará en riguroso orden de 
inclusión en el estudio. Los datos personales se desvincularán de los datos clínicos y moleculares durante el 
estudio (Ley 41/2002 de 14 de noviembre; Ley 15/1999 de 15 de diciembre), no teniendo acceso ningún 
miembro del laboratorio a la identificación de la persona física de la que procede la muestra.

 Los potenciales resultados de esta investigación no tendrán efecto directo sobre el tratamiento o 
seguimiento del paciente, y los resultados de los análisis realizados no determinarán su terapia.
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Figura S1. Modelo de consentimiento informado escrito utilizado para este proyecto.
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Este proyecto de investigación no tiene ánimo de lucro y ningún participante será recompensado 
económicamente por su inclusión en el mismo.

Importancia:
Hay tratamientos que sólo se pueden aplicar en función del perfil mutacional del tumor. Sin embargo, este 
perfil puede ir cambiando a lo largo de la evolución del tumor y también entre las diferentes metástasis, lo 
que puede llevar a que la aplicación de estos fármacos no sea efectiva. El conocimiento de estas 
modificaciones en el perfil mutacional y por lo tanto de nuevos mecanismos de resistencia, puede generar 
hipótesis para mejorar la eficacia de estos tratamientos biológicos y, por tanto, plenamente aplicable a la 
práctica asistencial del tratamiento sistémico del melanoma metastásico. La identificación de pacientes que 
grandes respondedores y de aquellos que no respondan, con respecto a los cambios de expresión génica y 
su microbiota, puede ser muy importante para el futuro de la oncología.

Implicaciones para el donante/paciente:
• La donación/participación es totalmente voluntaria.
• El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando así lo manifieste, sin dar explicaciones y sin que 
esto repercuta en sus cuidados médicos.
• Todos los datos carácter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se tratarán conforme a 
la Ley Orgánica de Protección de Datos de Carácter Personal 15/99.
• La donación/información obtenida se utilizará exclusivamente para los fines específicos de este estudio.

Riesgos de la investigación para el donante/paciente:
No existe ningún riesgo para el paciente asociado al uso de estas muestras.
Si requiere información adicional se puede poner en contacto con nuestro personal (el investigador principal 
Dr. Berciano) en el teléfono: 951291523 o 951291425.

CONSENTIMIENTO INFORMADO – CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE
Estudio de marcadores predictivos y pronósticos del microbioma en pacientes con melanoma 
irresecable o metastásico con mutación BRAF V600, tratados con terapia dirigida.

Yo (Nombre y Apellidos): .............................................................................................................................
• He leído el documento informativo que acompaña a este consentimiento (Información al Paciente)
• He podido hacer preguntas sobre el estudio en cuestión.
• He hablado con el profesional sanitario informador:………………………………………………………
• Comprendo que mi participación es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.
• Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serán confidenciales y se
tratarán conforme establece la Ley Orgánica de Protección de Datos de Carácter Personal 15/99.
• Se me ha informado de que la donación/información obtenida sólo se utilizará para los fines
específicos del estudio.
•  Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de carácter personal que se obtengan en el
curso de la investigación, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir,
siempre que esta información sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis
familiares biológicos.
                                             Si              No
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
• Cuando quiera
• Sin tener que dar explicaciones
• Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado “Estudio de marcadores predictivos 
y pronósticos del microbioma en pacientes con melanoma irresecable o metastásico con mutación BRAF 
V600, tratados con terapia dirigida”.

Firma del paciente Firma del profesional
(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos:………………. Nombre y apellidos: ………..
Fecha: ……………………………… Fecha: ……………………….
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Tabla S1. Likelihood ratio test (LRT) en variables clínicas, analíticas y toxicidad al tratamiento para evaluar 
diferencias entre cohorte respondedora y no respondedora. Se evidencian diferencias significativas en la 
presencia de ASTENIA como toxicidad al tratamiento entre ambos subgrupos. Pct NA: porcentaje datos faltantes.
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Tabla S2. Tabla de características generales, analíticas y de tratamiento de la cohorte por 
protocolo de genes de expresión inmune, estratificada en R (Respondedores) y NR (No 
Respondedores). LSN: Límite superior de la normalidad, NLR: Ratio Neutrófilos/Linfocitos, dNLR: Derivada 
del NLR [Neutrófilos/(Leucocitos-Neutrófilos)], PCR: Proteína C Reactive, RC: Respuesta completa, RP: 
Respuesta parcial, EE: Enfermedad estable, PE: Progresión de la enfermedad, ORR: Tasa de respuesta objetiva, 
SLP: Supervivencia libre de progresión, SG: Supervivencia global.
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Características generales (n=24)

Tratamiento y toxicidad, n (%) R 
n=18

NR 
n=6

Inhibidor BRAF/MEK administrado

    Dabrafenib-Trametinib

    Encorafenib/Binimetinib

13 (72.2)

5 (27.8)

6 (100)

0 (0)

Toxicidad al tratamiento, cualquier grado

    Pirexia

    Astenia

    Diarrea

    Nausea/Vómitos

    Hiporexia

    Rash

    Mialgias

    Hiponatremia

    Hipertransaminasemia

    Uveítis

    Neutropenia

17 (94.4)

5 (29.4)

8 (47)


7 (41.2)

6 (35.3)

2 (11.7)

2 (11.7)

1 (5.9)

1 (5.9)

1 (5.9)

0 (0)


1 (5.9)

6 (100)

2 (33.3)


0 (0)

1 (16.7)

1 (16.7)

1 (16.7)


0 (0)

1 (16.7)


0 (0)

0 (0)


1 (16.7)

0 (0)

Toxicidad mayor o igual a grado 2

Toxicidad grado 3-4

    Pirexia

    Astenia

    Hepatitis

    Neutropenia

    Hiponatremia

8 (44.4)

4 (22.2)

1 (25)

1 (25)

1 (25)

0 (0)


1 (25)

3 (50)

5 (33.3)

2 (40)

1 (20)

1 (20)

0 (0)


1 (20)

Reducción de dosis

Interrupción del tratamiento por 
toxicidad

5 (44.4)

4 (22.2)

4 (66.7)

0 (0)

Respuesta al tratamiento

Respuesta RECIST v1.1

    RC

    RP

    EE

    PE	

5 (27.8)

13 (72.2)


0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)


6 (66.7)

2 (33.3)

Eventos

    Progresión

    Exitus

10 (55.6)

7 (38.9)

4 (66.7)

3 (50)

Supervivencia

SLP, mediana (IC95%) 23.0 
(10.9-35.2)

10.2 
(1.6-18.7)

Características generales (n=24)

Variables clínicas n(%) R 
n=18

NR 
n=6

Edad, mediana (rango) 54 (23-80) 55 (38-76)

Sexo

    Masculino

    Femenino

9 (50)

9 (50)

3 (50)

3 (50)

ECOG

    0-1

    2

16 (88.9)

2 (11.1)

5 (83.3)

1 (16.7)

Antibióticos

    30 days previos al tratamiento 

    Durante el tratamiento

3 (16.7)

11 (61.1)

0 (0)

3 (50)

Corticoides

    30 días previos al tratamiento

    Durante el tratamiento

6 (33.3)

12 (66.7)

1 (16.7)

4 (66.7)

Melanoma primario resecado 16 (88.9) 6 (100)

Tratamiento adyuvante 

    Inmunoterapia

    Interferon

7 (38.9)

6 (85.7)

1 (14.3)

2 (33.3)

2 (100)

0 (0)

Estadio TNM (AJCC 8th ed)

    III

    M1a

    M1b

    M1c

    M1d

0 (0)

4 (22.2)

2 (11.1)

5 (27.8)

7 (38.9)

0 (0)

2 (33.3)

1 (16.7)

2 (33.3)

1 (16.7)

Variables analíticas

Recuento absoluto neutrófilos 
≥7500/mL 4 (22.2) 1 (16.7)

LDH ≥LSN 7 (38.9) 2 (33.3)

NLR Severo >=5 6 (33.3) 1 (16.7)

dNLR severo (≥3) 6 (33.3) 2 (33.3)

PCR ≥LSN 10 (55.6) 4 (66.7)
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Genes a tiempo 
basal logFC p-valor qvalue

IL1RAP 0,63 0,042 0,42

HLA-B 0,7 0,01 0,37

CD244 -0,57 0,045 0,42

CD96 -0,61 0,039 0,42

TLR2 0,66 0,049 0,42

CD2 -0,84 0,009 0,37

SLAMF6 -1 0,0043 0,37

CCL5 -1,3 0,00092 0,34

ITGB1 -0,7 0,014 0,38

SIGIRR -0,57 0,042 0,42

CX3CR1 -1,5 0,0022 0,34

APP -0,6 0,048 0,42

PPBP -1,5 0,0088 0,37

PLAUR 0,87 0,015 0,38

IL13RA1 0,77 0,044 0,42

CSF3R 1,2 0,018 0,38

SLAMF1 -0,81 0,031 0,42

ICAM2 -0,66 0,022 0,41

Genes a tiempo 
basal logFC p-valor qvalue

LAG3 -0,78 0,041 0,42

ITGA6 -0,93 0,011 0,37

TP53 -0,75 0,017 0,38

KLRK1 -0,77 0,049 0,42

RELA 0,77 0,011 0,37

MAPKAPK2 0,89 0,0062 0,37

IL4R 0,63 0,035 0,42

TAL1 -1,1 0,0091 0,37

CD36 -1,2 0,017 0,38

CD45RA 0,69 0,044 0,42

LITAF 0,81 0,048 0,42

NFATC2 -0,6 0,044 0,42

TIGIT -0,87 0,023 0,42

NFKB2 1,1 0,0097 0,37

HLA-A 0,77 0,0078 0,37

STAT5A 0,56 0,018 0,38

LCK -0,74 0,049 0,42

BCL3 1,2 0,0022 0,34

SLAMF7 -0,94 0,025 0,42

PTK2 -0,77 0,0069 0,37

NOD1 -0,64 0,026 0,42

UBE2L3 -0,65 0,035 0,42

CD24 1 0,024 0,42

TNFRSF1B 0,88 0,013 0,38

CASP8 0,68 0,021 0,41

TNFSF4 -0,81 0,036 0,42

IL6ST -0,55 0,039 0,42

IRF1 0,72 0,036 0,42

KLRG1 -1,1 0,039 0,42

ITGB2 0,73 0,049 0,42

GP1BB -1,1 0,018 0,38

Tabla S3. Genes en tiempo basal T0 with con el correspondiente log-fold change, p-valor y p-valor 
ajustado (qvalue).
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Genes en 
T1 logFC P-valor qvalue DE-T1

KIT 0,85 0,041 0,52 No

LAG3 -1,5 0,0038 0,28 Downregulated

CD36 -0,93 0,039 0,52 Downregulated

CCR5 -1,5 0,0015 0,28 No

CISH -1 0,041 0,52 No

PSMB8 -0,69 0,047 0,52 No

IRF7 -1,4 0,011 0,4 No

GBP5 -1,7 0,02 0,45 No

SLAMF7 -0,95 0,038 0,52 Downregulated

ITGA4 -0,64 0,049 0,52 No

IFI16 -1,3 0,0034 0,28 No

NOD1 -0,8 0,016 0,45 Downregulated

GBP1 -2,3 0,0036 0,28 No

MSR1 -1,5 0,0089 0,35 No

JAK2 -1,1 0,018 0,45 No

IFI35 -1,7 0,0072 0,34 No

FCGR1A/B -1,6 0,015 0,45 No

CD274 -1,7 0,045 0,52 No

SOCS1 -1 0,047 0,52 No

SLAMF6 -0,88 0,021 0,45 Downregulated

STAT1 -1,2 0,022 0,45 No

STAT2 -1,4 0,0026 0,28 No

CX3CR1 -1,9 0,036 0,52 Downregulated

TRAF4 1,2 0,017 0,45 No

ICAM4 0,81 0,038 0,52 No

TAP1 -1,1 0,009 0,35 No

TNFSF10 -2,1 0,0022 0,28 No

LILRA3 -1,6 0,035 0,52 No

PRF1 -1 0,038 0,52 No

CYBB -0,93 0,047 0,52 No

FCGR2B -1,5 0,047 0,52 No

Tabla S4. Genes en T1 con el correspondiente log-fold change, p-valor y p-valor ajustado (qvalue).

Genes en T1 logFC P-valor qvalue DE-T1

TLR7 -1,4 0,0046 0,28 No

RARRES3 -0,95 0,013 0,43 No

CCR2 -1,5 0,045 0,52 No

IFIH1 -1,1 0,038 0,52 No

LILRB1 -1,1 0,038 0,52 No

IL8 2,8 0,0065 0,34 No

BST2 -1,4 0,0047 0,28 No

CASP1 -1,4 0,02 0,45 No

ICAM2 -0,77 0,041 0,52 Downregulated

LILRB4 -1,2 0,021 0,45 No
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Tabla S5. Expresión diferencial en longitudinalidad de genes de reinducción inmune, de T0 a T1.

Expresión diferencial 
T0 a T1

P-valor  
Respondedores

P-valor No-
Respondedores

ITGA6 0,129737854003906 1

TP53 0,83172607421875 0,5

KLRK1 0,181465148925781 0,5

RELA 0,865043640136719 0,75

MAPKAPK2 0,346549987792969 0,25

TAL1 1 0,5

CD36 0,733726501464844 1

CD45RA 0,0897674560546875 0,75

NFATC2 0,4171142578125 0,75

TIGIT 0,266712256717957 0,25

NFKB2 0,442298889160156 0,75

STAT5A 0,442298889160156 0,5

LCK 0,246208190917969 0,5

BCL3 0,898574829101563 0,75

SLAMF7 0,2645263671875 0,25

PTK2 0,609458923339844 0,75

NOD1 0,2645263671875 0,5

UBE2L3 0,369216918945313 1

TNFRSF1B 0,167350769042969 0,75

CASP8 0,303794860839844 0,75

IL6ST 0,550872802734375 0,75

IRF1 0,246208190917969 0,25

KLRG1 0,7987060546875 0,25

ITGB2 0,550872802734375 0,75

GP1BB 0,966117858886719 0,25

HLA-B 0,83172607421875 0,75

CD244 0,966117858886719 0,75

CD96 0,766029357910156 1

CD2 0,966117858886719 0,25

Expresión 
diferencial T0 a T1

P-valor 
Respondedores

P-valor No-
Respondedores

SLAMF6 0,7987060546875 0,25

CCL5 0,154045104980469 1

ITGB1 0,212142944335938 0,75

SIGIRR 0,176945075573857 0,75

CX3CR1 0,639694213867188 0,25

APP 0,154045104980469 0,25

PPBP 0,701881408691406 0,5

CSF3R 0,0814285278320313 1

SLAMF1 0,163385074154965 0,5

ICAM2 0,538293635901243 0,25
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Expresión 
diferencial de T1 

a T0
P-valor 

Respondedores
P-valor No- 

Respondedores

CD36 0,733726501464844 1

CCR5 0,442298889160156 0,25

CISH 0,246208190917969 0,25

PSMB8 0,0384902954101563 0,5

SLAMF7 0,2645263671875 0,25

ITGA4 0,932281494140625 0,25

NOD1 0,2645263671875 0,5

JAK2 0,966117858886719 0,25

SLAMF6 0,7987060546875 0,25

STAT1 0,303794860839844 0,25

CX3CR1 0,639694213867188 0,25

TRAF4 0,102399198063522 0,5

ICAM4 0,346549987792969 1

TAP1 0,0121459523645502 0,25

PRF1 0,141517639160156 0,25

CYBB 0,639694213867188 0,25

RARRES3 0,212142944335938 0,25

CCR2 0,442298889160156 0,25

LILRB1 0,924572011837841 0,5

ICAM2 0,538293635901243 0,25

Tabla S6. Expresión diferencial en longitudinalidad de genes de reinducción inmune, de T1 a T0.
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Tabla S7. Tabla de características generales, analíticas y de tratamiento de la cohorte por 
protocolo de microbiota, estratificada en respuesta completa (RC) y No-RC. LSN: Límite 
superior de la normalidad, NLR: Ratio Neutrófilos/Linfocitos, dNLR: Derivada del NLR [Neutrófilos/(Leucocitos-
Neutrófilos)], PCR: Proteína C Reactive, RC: Respuesta completa, RP: Respuesta parcial, EE: Enfermedad 
estable, PE: Progresión de la enfermedad, ORR: Tasa de respuesta objetiva, SLP: Supervivencia libre de 
progresión, SG: Supervivencia global, NR=No alcanzada 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Características generales (n=20)

Variables clínicas n(%) RC 
n=5

No-RC 
n=15

Edad, mediana (rango) 55 (49-65) 56 (36-80)

Sexo

    Masculino

    Femenino

3 (40)

5 (60)

6 (40)

9 (60)

ECOG

    0-1

    2

5 (100)

0 (0)

13 (86.7)

2 (13.3)

Antibióticos

    30 days previos al tratamiento 

    Durante el tratamiento

2 (40)

3 (60)

1 (6.7)

10 (66.7)

Corticoides

    30 días previos al tratamiento

    Durante el tratamiento

1 (20)

3 (60)

4 (26.7)

10 (66.7)

Inhibidores de la bomba de 
protones 1 (20) 9 (60)

Polifarmacia (≥ 5 fármacos) 0 (0) 6 (40)

Melanoma primario resecado 5 (100) 13 (86.7)

Tratamiento adyuvante 

    Inmunoterapia

    Interferon

4 (80)

4 (100)

0 (0)

4 (26.7)

3 (75)

1 (25)

Estadio TNM (AJCC 8th ed)

    III

    M1a

    M1b

    M1c

    M1d

0 (0)

3 (60)

0 (0)

1 (20)

1 (20)

0 (0)

2 (13.3)

2 (13.3)

5 (33.3)

6 (40)

Variables analíticas

Recuento absoluto neutrófilos 
≥7500/mL 1 (20) 3 (20)

LDH ≥LSN 2 (40) 5 (33.3)

NLR Severo >=5 1 (20) 4 (26.7)

dNLR severo (≥3) 1 (20) 5 (33.3)

PCR ≥LSN 2 (40) 10 (66.7)

Características generales (n=20)

Tratamiento y toxicidad, n (%) RC 
n=5

No-RC 
n=15

Inhibidor BRAF/MEK administrado

    Dabrafenib-Trametinib

    Encorafenib/Binimetinib

4 (80)

1 (20)

12 (80)

3 (20)

Toxicidad al tratamiento, cualquier grado

    Pirexia

    Astenia

    Diarrea

    Nausea/Vómitos

    Hiporexia

    Rash

    Mialgias

    Hiponatremia

    Hipertransaminasemia

    Uveítis

    Neutropenia

4 (80)

2 (40)

2 (40)

4 (80)

0 (0)

0 (0)


2 (40)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)


1 (20)

15 (100)

6 (40)

6 (40)

6 (40)

3 (20)


2 (13.3)

0 (0)


1 (6.7)

1 (6.7)

1 (6.7)

0 (0)

0 (0)

Toxicidad mayor o igual a grado 2

Toxicidad grado 3-4

    Pirexia

    Astenia

    Hepatitis

    Neutropenia

    Hiponatremia

2 (40)

1 (20)

0 (0)

0 (0)

0 (0)


1 (100)

0 (0)

8 (53.3)

5 (33.3)

2 (40)

1 (20)

1 (20)

0 (0)


1 (20)

Reducción de dosis

Interrupción del tratamiento por toxicidad

2 (40)

1 (20)

6 (40)

3 (20)

Respuesta al tratamiento

Respuesta RECIST v1.1

    RC

    RP

    EE

    PE	

5 (100)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

6 (40)

9 (60)

0 (0)

Eventos

    Progresión

    Exitus

2 (40)

2 (40)

9 (60)

5 (33.3)

Supervivencia

SLP, mediana (IC95%) NR 15.7 (4.3-27.1)

SG, mediana (IC95%) NR 28.9 (14.0-43.7)
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Abstract: Gut microbiome (GM) and its either pro-tumorigenic or anti-tumorigenic role is intriguing
and constitutes an evolving landscape in translational oncology. It has been suggested that these
microorganisms may be involved in carcinogenesis, cancer treatment response and resistance, as well
as predisposition to adverse effects. In melanoma patients, one of the most immunogenic cancers,
immune checkpoint inhibitors (ICI) and MAPK-targeted therapy—BRAF/MEK inhibitors—have
revolutionized prognosis, and the study of the microbiome as a modulating factor is thus appealing.
Although BRAF/MEK inhibitors constitute one of the main backbones of treatment in melanoma,
little is known about their impact on GM and how this might correlate with immune re-induction.
On the contrary, ICI and their relationship to GM has become an interesting field of research due
to the already-known impact of immunotherapy in modulating the immune system. Immune
reprogramming in the tumor microenvironment has been established as one of the main targets of
microbiome, since it can induce immunosuppressive phenotypes, promote inflammatory responses
or conduct anti-tumor responses. As a result, ongoing clinical trials are evaluating the role of fecal
microbiota transplant (FMT), as well as the impact of using dietary supplements, antibiotics and
probiotics in the prediction of response to therapy. In this review, we provide an overview of GM’s link
to cancer, its relationship with the immune system and how this may impact response to treatments
in melanoma patients. We also discuss insights about novel therapeutic approaches including FMT,
changes in diet and use of probiotics, prebiotics and symbiotics. Finally, we hypothesize on the
possible pathways through which GM may impact anti-tumor efficacy in melanoma patients treated
with targeted therapy, an appealing subject of which little is known.

Keywords: metastatic melanoma; gut microbiome; immune system

1. Introduction

1.1. Epidemiology and Risk Factors of Cutaneous Melanoma
Cutaneous melanoma is a malignant proliferation of melanocytes with an increasing

incidence over the last few years, probably because of higher sun exposure, longer survival
in elderly patients and changes in lifestyle [1]. Before the era of immunotherapy and
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Abstract: Metastatic melanoma (MM) is a pathological entity with a very poor prognosis that, until
a few decades ago, had a low response rate to systemic treatments. Fortunately, in the last few years,
new therapies for metastatic melanoma have emerged. Currently, targeted therapy and immunother-
apy are the mainstays of the therapeutic arsenal available for patients with unresectable or metastatic
melanoma. However, both clinical evolution and drug efficacy in melanoma patients are very dif-
ferent depending on the stage at which it is diagnosed. In fact, the aggressiveness of melanoma is
different depending on whether it debuts directly as metastatic disease or if what occurs is a relapse
after a first diagnosis at an early stage, although the biological determinants are largely unknown.
Another key aspect in the clinical management of metastatic melanoma at first diagnosis strives in
the different prognosis of melanoma of unknown primary (MUP) compared to melanoma of known
primary (MPK). Understanding the mechanisms behind this, and the repercussion of implementing
targeted and immune therapies in this specific form is crucial for designing diagnosis and treatment
decision algorithms that optimize the current strategies. In this review article, we recapitulate the in-
formation available thus far regarding the epidemiology and response to immunotherapy treatments
or targeted therapy in patients diagnosed with metastatic melanoma as a first diagnosis, with especial
emphasis on the emerging specific information of the subpopulation formed by MUP patients.

Keywords: metastatic melanoma; first diagnosis; MUP

1. Introduction
Despite representing 1% of skin tumors, melanoma represents 80% of skin cancer

deaths [1]. Nevertheless, 90% of melanoma patients are initially diagnosed as stages I
and II [2], with diagnosis of more advanced stages at a far lower incidence. Campaigns
for primary and secondary prevention of melanoma have progressively decreased the
incidence of thin melanoma [3].

Previously, many efforts have been made to understand patterns of disease progres-
sion, providing information on risks that have helped improve monitoring and the efficacy
of new adjuvant treatments [4–8]. More recently, additional studies are aiming to improve
not only survival in the initial stages, with better diagnosis and adjuvant therapies that
are more effective, but also the treatment of unresectable or metastatic disease, regardless
of the initial stage at diagnosis. The arrival of immune checkpoint inhibitors (ICI) and
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