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Antecedentes

|. ANTECEDENTES

La incidencia de cancer cutaneo ha aumentado de modo progresivo hasta
el momento actual y, en general, se espera que Io seguird haciendo en el futuro,
debido a la naturaleza acumulativa de factores inductores de fotocarcinogénesis,
como la radiacion ultravioleta (UV), unido al incremento en las expectativas de
vida y, probablemente, el descenso en la capa de ozono (Kelfkens y cols, 1990).
La forma més grave de céancer cutaneo es el melanoma, tumor maligno derivado
de los melanocitos. Hoy en dia, el melanoma se considera como un problema de
salud pdblica en numerosos paises (Marks, 2000).

Con los conocimientos actuales de Ia Medicina, el curso evolutivo del
evolucionan mejor de lo previsto y otros cuya enfermedad progresa de un modo
mas agresivo al esperado. El sistema inmunitario del individuo puede jugar un
papel importante en esta, aparentemente caprichosa, evolucion de! tumor
(Ackerman, 2000). En los Ultimos afos se han realizado multiples trabajos
encaminados a conocer mejor el mecanismo de accién y los efectos de los
distintos componentes del sistema inmunitario en su defensa frente a los tumores
en general, y al melanoma en particular (Nestle y cols, 1999). Ademas, en la
actualidad existe una presion creciente para comprobar si los conceptos
inmunolégicos desarrollados in vitro y en modelos de experimentaciéon animal
también son aplicables a los humanos y trasladabies a un contexto terapéutico
beneficioso para el paciente.

1. EPIDEMIOLOGIA

Aunque el melanoma solo representa el 3% de las neoplasias malignas
cutaneas, provoca el 65% de las muertes por cancer de piel y el 1,3% del total de
fallecimientos por cancer en general (Weinstock y Boyle, 1998).

La incidencia mundial de melanoma ha aumentado espectacularmente
durante los Ultimos decenios. La tasa de incremento anual en la incidencia de
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melanoma varia segun las distintas poblaciones de individuos, pero se considera
que ha sido del 3-7% para la poblacién caucasiana (Armstrong y Kricker, 1994).
Afortunadamente, en los Ultimos afios se ha producido una estabilizacion en la
incidencia de dicho tumor en Australia y el norte de Europa, tendencia que es mas
pronunciada en gente joven y en muijeres, quizas debido a las campafias publicas
de educacion para concienciar a la poblacion sobre los factores de riesgo. No
obstante, la incidencia de melanoma ha aumentado mas que la de ningtin otro
cancer en Estados Unidos, con un incremento desde los 5,7 casos por 100.000
habitantes y afio en 1973 hasta los 12,5 en 1994, lo cual supone un incremento
medio anual del 3,6% (Dennis, 1999). En este Ultimo pais, el riesgo de desarrollar
un melanoma ha crecido desde 1:1.500 individuos en 1935 hasta 1:135 en 1987,
y algunos estudios predicen que uno de cada 75 sujetos nacidos en el afio 2000
desarrollara un melanoma a lo largo de su vida (Rigel y cols, 1996).

Existen discrepancias sobre si el aumento en la incidencia de melanoma es
el resultado de un incremento en la vigilancia y/o un verdadero cambio
relacionado con la mayor exposicion a agentes nocivos como la radiacion solar u
otros factores carcinogenéticos ambientales. Algunos autores han descrito que ni
la tasa de mortalidad por melanoma ni la incidencia de melanomas en estadio
avanzado ha disminuido, lo cual implicaria que el incremento en la incidencia es
real y no solo provocado por una mejor vigilancia epidemioldgica y deteccién
precoz del tumor (Swerlick y Chen, 1997). Dennis describié un incremento anual
en la incidencia de melanoma entre 1988 y 1994 del 3,3% para tumores de menos
de 1 mm. de espesor, del 3,9% para los de espesor intermedio (1,00-2,99 mm.) y
del 4,6% para los de mayor espesor (3,00 mm. o més) (Dennis, 1999). Esto es
importante, pues las tasas de supervivencia son mas bajas para los melanomas
de mayor espesor (73% a los 2 afios y 48% a los 5 afnos) que para todos los
melanomas considerados en su conjunto (88% y 75% respectivamente) (Dennis,
7999). Quizas por ello, los indices de mortalidad por melanoma también han
crecido en los dltimos afios, aunque de forma mucho mas lenta que las tasas de
incidencia. Entre 1973 y 1994, ia mortalidad por melanoma creci6 desde 1,6 hasta
2,2 casos por 100.000 habitantes y afio (Dennis, 1999). Simultdneamente a estos
incrementos en la incidencia y mortalidad también se ha registrado un aumento en
los indices de supervivencia. La supervivencia a los 5 afios de los enfermos con
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melanoma era del 40% en 1940, 68% en 1970 y 81% en 1985 (Silvenberg y cols,
1990). Desafortunadamente, en Espafa todavia no disponemos de datos
fidedignos y actualizados sobre la incidencia y mortalidad por melanoma, vy la
mayoria de los datos disponibles proceden de estudios parciales y de calculos
indirectos (Ginarte y Toribio, 2000).

En general, la incidencia de melanoma es igual en ambos sexos. Si existen
diferencias, seglin el sexo, en cuanto a la localizacién anatémica del tumor
primario para los tipos histolégicos mas comunes de melanoma, con un
predominio de las lesiones localizadas en las piernas en la mujer y en la espalda
en el hombre (Crombie, 1981). No obstante, cada vez hay mas melanomas que
afectan a la espalda de las mujeres, lo que se ha atribuido a cambios de
comportamiento social (Hall y cols, 1999).

Aunque el melanoma puede aparecer en cualquier edad y cada vez se
diagnostica mas en individuos jévenes, la mayor frecuencia se produce en las
décadas medias de la vida (Aivarez-Mon y cols, 1997).

2. ETIOLOGIA DEL MELANOMA Y FACTORES PREDISPONENTES

En la etiologia del melanoma han sido implicados tanto factores genéticos,
o intrinsecos al individuo, como extrinsecos o ambientales. En algunos casos,
mas que de factores etioldgicos, seria mas correcto hablar de factores
predisponentes.

2.1. Factores intrinsecos
2.1.1. Fototipo

El fototipo cutaneo se define por la forma de reaccionar la piel ante la
exposicion solar. Existe mayor riesgo de desarrollar melanoma en individuos con

tendencia al eritema rapido tras la exposicion solar aguda y con escasa tendencia
al bronceado tras la exposicion crénica (fototipos | y i) (Rédenas y cols, 1996).
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2.1.2. Nevus melanociticos

El melanoma cutaneo ocurre con mas frecuencia en individuos con mayor
numero de nevus en la zona donde se origina dicho tumor (Roédenas y cols,
1997). Por tanto, un gran niimero de nevus se considera un marcador de riesgo
para desarrollar melanoma cutaneo. El niimero de nevus, al igual que la presencia
de efélides, puede ser un indicador de la sensibilidad de la piel al sol y de la
cantidad de exposicion solar recibida.

Los nevus displasicos se consideran tanto marcadores de riesgo como
precursores potenciales de melanoma. Estos nevus tienen una baja prevaiencia
en individuos sin melanoma, mientras que al menos el 17% de los pacientes con
melanoma, sin antecedentes familiares de dicho tumor, presentan uno o mas
nevus displasicos (Rhodes, 7999).

Clasicamente se consideraba que los nevus congénitos eran el principal
factor de riesgo para el desarrollo de melanoma en la infancia. Estudios recientes
indican que, como ocurre en el adulto, los nevus melanociticos adquiridos y las
efélides son los marcadores de riesgo para desarrollar un melanoma mas
importantes, también en la edad infantil (Whiteman y cols, 1997).

2.1.3. Factores hormonales

Se ha discutido mucho sobre la influencia de las hormonas, enddgenas o
exogenas, en la patogenia del melanoma. De hecho, se han publicado resultados
contradictorios sobre la relacion entre la ingesta de anticonceptivos hormonales y
la aparicion de melanoma (Jatoi y Gore, 1993; Travers y cols, 1995).

En 1976, se describid por primera vez la existencia de receptores
estrogénicos en el melanoma (Fisher y cols, 1976). No obstante, no siempre se
detectan dichos receptores (Lecavalier y cols, 1990) y actualmente se desconoce
el significado de su presencia, no habiéndose podido relacionar con el pronéstico
(Cohen y cols, 1990). Aunque algunos autores han observado que los melanomas
diagnosticados durante el embarazo tienen una evolucién clinica mas agresiva,
este hecho no ha sido corroborado en la mayoria de los estudios. Es posible que

la mala evolucién observada en algunos casos coincida con el pequefo
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porcentaje de melanomas que presentan receptores estrogénicos (Slingluff y cols,
1950).

2.1.4. Factores inmunolégicos

De modo andlogo a como ocurre con otros cénceres de piel, se ha
relacionado un estado inmunitario deficiente con un incremento en la incidencia
de melanoma. En este sentido, en pacientes transplantados con inmunosupresion
terapéutica se ha demostrado un aumento de 2 a 5 veces en la tasa de incidencia
de melanoma (Euvrard y cols, 1997; Leveque y cols, 2000). No obstante, no todos
los estudios han confirmado el aumento en Ia incidencia de cancer de piel tipo
melanoma en pacientes transplantados (Lindelof y cols, 2000).

2.2. Factores extrinsecos

2.2.1. Exposicién a la luz solar

Multiples estudios epidemiolégicos apoyan la importancia de la luz solar
como principal factor de riesgo para el desarroflo de meianoma. El melanoma se
asocia mas con quemaduras de la piel tras exposiciones agudas al sol,
especialmente las ocurridas durante la infancia, que con la exposicidén crénica al
mismo (Zanetti y cols, 1992). No obstante, |a frecuente localizacién det melanoma
en areas no fotoexpuestas plantea la posibilidad de gue pueden existir otros
factores etiolégicos adicionales.

Los queratinocitos entran facilmente en apoptosis después de la exposicién
a dosis eievadas de luz UV. Por el contrario, los melanocitos estén “protegidos" de
la apoptosis inducida por la radiacion UV mediante la expresion de niveles
elevados de la oncoproteina Bci2, de modo que tras la exposicion a la luz UV se
acumulan dimeros de timidina, los cuales estimulan tanto la capacidad de
reparacion del ADN como la melanogénesis. Los puntos mas susceptibles para
las mutaciones inducidas por luz UV durante la transformacién maligna del
melanocito se encuentran en los cromosomas 1p, 9p, 6q y 11q. Estas mutaciones
son contrarrestadas por los mecanismos de reparacion del ADN inducidos por la
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propia luz UV. Esto explicaria por qué las exposiciones agudas e intermitentes a
altas dosis de luz UV acarrean el mayor riesgo de desarrollo de melanoma, pues
en estos casos no hay tiempo suficiente para activar los mecanismos de
reparacion del ADN del melanocito, con lo cual los dafios en dicho material
genético se van acumulando favoreciendo la transformacion maligna (Nestle y
cols, 1999).

Ademas, la radiacion UV inhibe la capacidad de las células de Langerhans
para presentar el antigeno tumoral, tanto por citotoxicidad directa como,
indirectamente, a través de la liberacién por parte de los queratinocitos de
citoquinas inhibitorias (Ullrich, 1995). De este modo, la luz UV inhibe el primer
eslabon en la cadena de vigilancia inmunolégica de la epidermis. Adicionalmente,
los rayos UV tienen capacidad de destruir los linfocitos que acuden a la piel.

Noz y cols. analizaron la susceptibilidad al dafio celular inducido por
radiacion UVB sobre nevus displasicos, nevus melanociticos intradérmicos y
nevus localizados en prepucio. Antes del experimento, dichos autores observaron
que los nevus displasicos mostraban ya un dafio en el ADN superior a los otros
dos grupos. Y tras la exposicién a la luz UVB, se indujo el doble de dafio en el
ADN de los nevus displasicos que en el de los nevus melanociticos intradérmicos,
es decir, los primeros eran mas susceptibles a dicha luz. Tras practicar controles
con radiacion ionizante (rayos X), no encontraron diferencias significativas entre
los tres tipos de nevus, lo cual apoyaba e! papel de la radiacion UVB en la
alteracion de los nevus displasicos (Noz y cols, 1996).

También se ha observado que tras la exposicién a radiacién UVB de
cultivos de células de melanoma, disminuye la expresién de cadherinas E y P,
moléculas responsables de mantener la integridad epidérmica y de las
interacciones melanocito-queratinocito, postulandose su posible papel en la
progresion tumoral (Seline y cols, 1996).

2.2.2. Fuentes artificiales de luz UV

Aunque no existe unanimidad al respecto, resulta légico y cada vez son
mas los estudios que demuestran que el empleo de |dmparas bronceadoras
incrementa el riesgo de padecer un melanoma (Chen y cols, 1998). Parece ser
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que no hay evidencia suficiente de que los tubos de luz fluorescente puedan
favorecer la aparicion de melanoma (Rédenas, 7999).

3. CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS DEL MELANOMA

La presentacion clinica del melanoma cutaneo es muy variable, aunque
suele manifestarse como una lesién hiperpigmentada, policroma, asimétrica y de
bordes irregulares. Segun su presentacion clinica y caracteristicas histoldgicas

podemos distinguir cuatro tipos de melanoma cuténeo primario:

3.1. Léntigo maligno melanoma (LMM)

Representa entre un 4% y un 15% del total de melanomas (Langley y cols,
7999). Aparece sobre todo en la piel fotoexpuesta de cabeza y cuello, en
personas mayores de 60 afios. Comienza como una mécula hiperpigmentada que
crece lentamente y de forma no homogénea durante aios. Las areas de regresion
tumoral, caracteristicas de esta variedad de melanoma, se manifiestan
clinicamente como zonas grisaceas o con tonos mas claros.

Histopatol6gicamente, el LMM se caracteriza por una proliferacién de
melanocitos atipicos distribuidos a lo largo de la capa basal epidérmica,
intercalados entre los queratinocitos y agrupandose formando nidos. La masa
tumoral se extiende lateralmente de mode que los melanocitos atipicos van
reduciéndose pauiatinamente hasta confundirse con un incremento del niimero de
melanocitos normales. Pueden afectarse los foliculos y glandulas sudoriparas, lo
cual puede dar lugar a recidivas si se aplican tratamientos demasiado
superficiales. Suelen encontrarse cambios caracteristicos de piel fotoexpuesta,
como atrofia epidérmica, elastosis e incontinencia pigmentaria.

3.2. Melanoma de extensién superficial (MES)

Es la variante mas frecuente (40-70%) (Langley y cols, 1999), y su
localizacion mas habitual es la espalda en los hombres y las piernas en las
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mujeres. Afecta sobre todo a adultos jévenes, entre la cuarta y quinta décadas de
la vida. Clinicamente se manifiesta como una lesién pigmentada, de color variable
y borde irregular.

El estudio histopatoidgico demuestra una proliferacion de melanocitos
atipicos, distribuidos de forma aislada o formando nidos a lo largo de toda la

epidermis, que atraviesan ia membrana basal.

3.3. Melanoma nodular {(MN)

Es la segunda forma mas frecuente de melanoma (15-30%) (Langley y
cols, 1999). Al igual que el MES, puede aparecer en cualquier lugar de la
superficie corporal, con predileccién por el tronco en los hombres y los miembros
inferiores en las mujeres, y afecta sobre todo a adultos en la quinta década de la
vida. Comienza como un nddulo tumoral desde la fase mas inicial en que es
reconocible, el cual crece con rapidez, pues muestra desde su inicio una gran
capacidad de invasidon dérmica. En menos del 5% de los casos es acrémico,
aunque suele haber areas de tonalidad azul-grisacea dentro de la lesion.

El examen anatomopatolégico demuestra un nédulo de células cuboideas o
fusiformes, desarrollado a partir de la unién dermo-epidérmica. La epidermis
suprayacente esta adelgazada y la lateral no muestra melanocitos atipicos. La
epidermis solo se afecta cuando existe invasién por algun grupo de melanocitos
de la masa tumoral subyacente. Los bordes de! tumor estan bien definidos, con un
collarete de hiperplasia epidérmica que lo delimita. La ulceracién es un haltazgo
frecuente.

3.4. Melanoma lentiginoso acral (MLA)

En la poblacion caucasiana, el MLA es la forma mas infrecuente de
melanoma (2-8%) (Langley y cols, 1999). Afecta sobre todo a individuos en la
sexta y séptima década de la vida. Se localiza en palmas, plantas, y regiones
interdigitales y distales de los dedos, aunque un pequefio ntimero lo hace en las
areas sin pelo de las mufiecas y tobillos. No todas las lesiones situadas en estas
localizaciones corresponden a este tipo de melanoma; en algunas series sélo el
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68% son MLA y el resto corresponden a MN o MES. Dentro del MLA existe una
variante clinica muy caracteristica, que corresponde al melanoma subungueal con
pigmentacion de la matriz y la piel periungueal, lo cual es clave para su
diagnostico (signo de Hutchinson).

En las etapas iniciales, cuando el MLA se manifiesta clinicamente como
una macula hiperpigmentada, el estudio histopatoldgico demuestra una
hiperplasia de melanocitos atipicos con nlcleos grandes, hipercromaticos y
pleomorficos. En esta fase, el MLA presenta un patrén lentiginoso simitar al LMM,
pero sus células muestran una mayor capacidad invasiva y epidermotropismo.
Cuando las lesiones son papulonodulares, los melanocitos se extienden e invaden
la dermis. Aunque el MLA comparte numerosas caracteristicas histoldgicas con el
LMM, a diferencia de éste, no suele existir atrofia epidérmica ni elastosis, sino que
la epidermis es acantésica, como corresponde a las zonas donde se localiza, con

elongacion de las crestas interpapilares.

4. FASES DE CRECIMIENTO DEL MELANOMA CUTANEO PRIMARIO

El melanoma cutaneo primario avanza en dos fases en su proceso
expansivo: fase de crecimiento radial u horizontal y fase de crecimiento vertical.
La fase de crecimiento radial es una etapa bioldgica en la que las células
tumorales progresan de forma centrifuga, avanzando tanto hacia el estrato cérneo
como hacia el interior. Las células que crecen hacia el exterior son eliminadas con
las escamas del estrato corneo, mientras que las de la base del tumor pueden ser
destruidas en su mayor parte por la respuesta inmunitaria del huésped, siempre
que ésta sea eficiente. Las células intraepidérmicas que invaden el estrato
espinoso y basal son las que tienen mas facilidad para subsistir y adquirir
autonomia de proliferaciéon. Clinicamente, esta fase se traduce en un lento
aumento del diametro de la lesién. La duracién de la fase de crecimiento
horizontal es muy variable. Segun Clark y cols., el paso o transicion de la fase de
crecimiento radial a la de crecimiento vertical resulta critico, y es entonces cuando
el melanoma adquiere capacidad metastésica (Clark y cols, 1984).
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5. PRONOSTICO

Hasta el momento, los factores pronésticos mas estudiados en pacientes
con melanoma han sido clinicos y, sobre todo, histologicos. A continuacion se

detailan algunos de ellos.

5.1. Factores prondésticos clinicos

5.1.1. Estadio clinico

Para el estadiaje del melanoma cutédneo se han empleado basicamente dos
sistemas de clasificacion. El de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
practicamente en desuso, agrupa a los pacientes en tres estadios segin la
extension de la enfermedad sea local, regional o diseminada (estadios I, II y il
respectivamente). La clasificacion més empleada es la del AJCC (American Joint
Committee on Cancer), equivalente a la TNM (primary tumor, regional lymph node
metastasis, remote metastasis). Recientemente, los principales rasgos clinicos y
patologicos del melanoma que predicen el riesgo de metéstasis y la supervivencia
han sido revisados por dicho Comité, el cual ha propuesto un nuevo sistema de
clasificacion de los enfermos afectos de melanoma (Balch y cols, 2000) (tabla ).
Dicho sistema considera el espesor de Breslow y la ulceracién a nivel histolégico
como los principales criterios para definir la clasificacion T (segun el tamafio del
tumor). Ademas, en la clasificacion N (afectacion ganglionar), se diferencia segln
el nimero de ganglios linfaticos infiltrados por el tumor, valorando si se trata de
micro o macrometastasis y si aparecen metéstasis en transito o lesiones satélites.
Y en la clasificacion M (aparicién de metastasis), se separan las metéstasis a
distancia en piel, tejido celular subcutaneo o ganglios linfaticos de las metéstasis
viscerales, las cuales tienen peor prondstico, y se concede a las metastasis
pulmonares un prondstico intermedio entre ambas. Teniendo en cuenta todo lo
anterior, los enfermos con melanoma se pueden agrupar en distintos estadios, de
modo que los estadios | y Il engloban a los sujetos con melanomas cutaneos
primarios localizados, el Il a los que presentan metéstasis regionales, y el IV a los

que ya han desarrollado metastasis a distancia.
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TABLA I. Clasificacion TNM segin el Comité de Estadiaje de Melanoma de fa AJCC (Balch Yy
cols, 2000).

T1 N1 M1

< 1,00 mm 1 ganglio Metastasis a distancia
en piel, tejido celular

a: 1o ulceracion a: micrometastasis * subcuténeo o ganglios
b: ulceracion o b: macrometéastasis ¥ linfaticos, con LDH
nivel iV /V de Clark normal
T2 N2 M2
1,01-2,00 mm 2-3 ganglios Metastasis en pulmoén
con LDH normal
a: no ulceracién a: micrometastasis *

b: ulceracién b: macrometdstasis ¥

c: metéastasis en transito o
satelitosis  sin ganglios

T3 N3 M3
2,01-4,00 mm > 4 ganglios, 0 Metastasis viscerales
B combinaciones de ganglio(s) | (excepto pulmoén) con
a: no uiceracion linfatico(s) metastasico(s) y LDH normal, o cualquier
b: ulceracién metastasis en transito/sateli- | metastasis a distancia
tosis o melanoma ulcerado. con LDH elevada)
T4
> 4,00 mm

a: no ulceracion

b: ulceracion

* Las micrometastasis son diagnosticadas tras la linfadenectomia electiva o selectiva (ganglio
centinela).

Y Las macrometastasis se detectan clinicamente y se confirman por linfadenectomia terapéutica:
incluyen ganglios metastésicos con gran afectacién extracapsular.

* Las satelitosis son los nidos de células tumorales de mas de 0,05 mm de diametro situados a
menos de 2 ¢m del cuerpo principal del tumor y separados del mismo por colageno dérmico o
tejido celular subcutdneo normal. Las metastasis en transito son las que afectan a la piel o tejido

celular subcuténeo mas alla de 2 cm del tumor primario pero no mas allé de los ganglios linfaticos
regionales.
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Como ya se ha visto, el estadio clinico se determina mediante la conjuncién
de factores clinicos e histoldgicos, y cuanto mas avanzado, peor es e! prondstico.
Dentro de cada estadio, los factores que determinan el pronéstico varian. Cuando
la enfermedad es localizada, |a variable independiente con mayor valor prondstico
es el espesor tumoral, aunque también es importante la ulceracion o no del tumor.
Si existe afectacion ganglionar, el principal factor pronéstico es el ntmero de
ganglios linféticos infiltrados por células de melanoma, ademas del espesor o la
ulceracion del tumor primario. Los pacientes con un solo ganglio afecto tienen una
supervivencia a los 3 afios del 40%, frente al 26% si se afectan de 2 a 4 ganglios
y el 15% si existen metastasis en 5 6 mas ganglios (Balch y cois, 1981). Cuando
la enfermedad esta diseminada, la supervivencia estimada es inferior a seis
meses, de modo que menos de un 5% de pacientes sobreviven pasados 5 arios.
En este caso, los Unicos pardmetros con valor prondstico son el nimero de
metéastasis y la localizacion anatdémica de las mismas, que determinan su
resecabilidad (Barth y cols, 1995). La supervivencia es mayor cuando las
metastasis se localizan en piel, tejido celular subcutdneo o ganglios linfaticos
yuxtaregionales que cuando son viscerales (Balch y cols, 1983). En un estudio
con 1.521 pacientes con melanoma, se demostré que el valor prondstico de las
metastasis ganglionares era similar al de las cutéaneas, con una supervivencia
media de 12,5 meses, y una supervivencia estimada a los 5 afios del 14% (Barth
y cols, 1995).

5.1.2. Sexo

En general, parece que el melanoma puede tener un prondstico mas
favorable en la mujer que en el hombre (Vossaert y cols, 1992; Miller y Neil,
7997). En estudios multifactoriales, realizados en pacientes con. melanoma
cutaneo en estadic |, se ha confirmado el sexo femenino como un factor
prondstico independiente de otros parametros como la edad, el espesor tumoral y
la localizacion de la lesion primaria (Clark y cols, 1989; Sondergaard y Schou,
1985). Algunos autores han demostrado que el sexo posee valor pronéstico
independiente en pacientes con melanoma en estadio | y espesor comprendido

entre 0,76 y 1,49 mm., pero nc han encontrado que tenga valor predictivo en
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pacientes con estadios mas avanzados de la enfermedad (Il y IIl) (Balch y cols,
7992). Sin embargo, en otros estudios se ha descrito que las pacientes de sexo
femenino con melanoma metastasico presentan mayor tiempo de supervivencia
que los enfermos de sexo mascuiino con igual estadio de la enfermedad
(Richardson, 1999). Por tanto, es posible que el supuesto mejor pronéstico del
melanoma en la mujer sea independiente del estadio clinico de la enfermedad
(Cochran y cols, 2000).

5.1.3. Edad

Diversos estudios multivariantes en pacientes con melanoma no han
concedido a la edad un valor pronéstico independiente, ya que los pacientes de
mayor edad suelen poseer melanomas de mayor espesor, [0 cual podria estar
justificado por una respuesta inmunoldgica menos eficiente y un diagnéstico con
frecuencia mas tardio. Es decir, la edad podria estar estrechamente ligada al
espesor histologico de la lesion (Vollmer, 1989), y careceria entonces de valor
predictivo independiente (Sober y cols, 1991). En este sentido, se ha descrito que
el grosor medio de los melanomas diagnosticados a los 30 afios es de 1,1 mm,
mientras que a los 50 afios es de 1,5 mm y a los 70 afios de 2,8 mm. Quizés por
ello, los pacientes menores de 50 afios tienen una supervivencia a los 5 afios del
46% y los mayores de 50 afios del 35% (Popescu y cols, 1990). Sin embargo,
otros autores han encontrado, tras realizar un andlisis multivariante de 1.042
pacientes diagnosticados de melanoma, que la edad mayor de 60 afios puede ser
un factor independiente de mal pronéstico (Cochran y cols, 2000).

Aproximadamente un 2% de los melanomas ocurren en menores de 20
anos, y un 0.3-0.4% en la edad prepuberal. Las tasas de supervivencia son
similares a la edad adulta (Tate y cols, 1993; Ceballos y cols, 1995).

5.1.4. Localizacion

La iocalizacion anatomica de la lesién posee valor prondstico
independiente en estudios realizados con analisis multivariante (Clark y cols,
1989; Cochran y cols, 2000; Balch y cols, 1992). En lineas generales, las lesiones
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localizadas en extremidades y, dentro de ellas, las situadas en extremidades
superiores, poseen un mejor prondstico que las localizadas en cabeza, cuello,
tronco y areas palmoplantares y subungueales (Magnus, 1977). Dentro de los
melanomas de cabeza y cuello, los pacientes con lesiones localizadas en cuerc
cabelludo tienen peor pronéstico que las de cara o cuello, independientemente del
espesor de la lesion (Balch y cols, 1992).

También existe marcada diferencia en cuanto al pronostico segun la
localizacidén sea axial o en extremidades. Salman y Rogers sefalaron que las
tasas de supervivencia a los 5 y 10 afios eran del 94% y 87% respectivamente en
pacientes con lesiones en extremidades, y del 91% y 63% para aquéllos con
lesiones axiales (Saiman y Rogers, 1990). Para explicar este diferente prondstico
se ha sugerido que los melanomas de localizacién axial pueden tener un
diagnostico mas tardio, drenar a mas de un territorio linfatico y poseer mayor
irrigacion, lo cual favoreceria la aparicién de metastasis. Especial interés se le
concedio en su momento a las lesiones de localizacion BANS (zona superior de la
espalda: back; zona posterosuperior de! brazo: arm; zona posterior y lateral del
cuello: neck; y cuero cabelludo: scaip). La utilidad de este concepto ha sido muy
debatida, y diversos estudios no han validado su valor predictivo (Woods y cols,
1985, Cascinelli y cols, 1986). Algunos autores sefialan que tal vez el impacto
prondstico de la localizacién BANS esté ocasionado por la incorporacion de zonas
axiales (tronco, cabeza y cuello) (Salman y Rogers, 1990).

5.2. Factores pronésticos histologicos

La lista de factores histolégicos que se han relacionado con el pronéstico
del melanoma es muy extensa (Ahmed, 1997). En este capitulo se va a comentar
el espesor de Breslow, principal factor pronéstico en el melanoma no metastasico,

ademas de la ulceracion y otras caracteristicas anatomopatolégicas del tumor.

5.2.1. Espesor de Breslow

En 1970, se comenz6 a cuantificar el grosor del melanoma mediante el

llamado indice o espesor de Breslow, considerando como ta! el espesor del
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melanoma medido verticaimente con un micrémetro ocular desde la parte mas
alta de la capa granulosa hasta la parte més profunda del tumor (Breslow, 1970).
En las lesiones ulceradas, ia medicién se hace desde la superficie del crater hasta
el punto de maxima invasién del tumor. Numerosos estudios multivariantes han
demostrado que el valor pronéstico predictivo de otros paréametros histoldgicos
estéd realmente supeditado al espesor tumoral (Fortea, 71987), sobre todo en
melanomas en estadio | (Koh, 7997). Dicho espesor se correlaciona directamente
con la probabilidad de metastasis regionales y a distancia, asf como con la
supervivencia (Morton y cols, 1993; Van der Esch, 1981) (tabla Il).

TABLA Il. Supervivencia a los 5 afios en pacientes con melanoma
segtn el espesor de Bresiow (mm.).

<0,75 92-95%
0,76 - 1,50 82-85%
1,51-4 66-75%
>4 46-50%

Como se deduce de la tabla anterior, un 5-8% de los pacientes con
meianomas de espesor de Breslow menor o igual a 0,75 mm, mueren por el tumor
en los primeros 5 afios tras el diagnodstico, frente al 50-54% de los pacientes con
melanomas cuyo indice de Breslow es mayor de 4 mm. Por tanto, parece que el
prondstico debe ser multifactorial y puede depender de la interaccién de otros
parametros para un espesor tumoral determinado. Especial interés han suscitado
los melanomas de mas bajo espesor en los que el curso de la enfermedad es fatal
e impredecible por sus caracteristicas histopatolégicas. En una serie de 215
melanomas de espesor menor de 1 mm, se observé que las recurrencias estaban
directamente relacionadas con el nivel de invasion y la localizacién de la lesién en
cabeza y cuello (Pontikes y cols, 1993). En otra serie de 585 melanomas en
estadio | y con espesor menor de 0,8 mm, se vi6 gue la localizacién anatémica, el
espesor tumoral, el nivel de invasion y la existencia de regresién eran factores
prondsticos independientes (Mansson-Brahme y cols, 1994).
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5.2.2. Nivel de invasién (nivel de Clark)

&

Clark y cols, definieron unos niveles anatémicos de invasién que se han
venido empleando en la descripcion histolégica de los melanomas cutaneos
primarios (Clark y cols, 1969):

¢ Nivel |. Proliferacion estrictamente epidérmica (melanoma "in situ"). El
tumor se encuentra situado por encima de la membrana basal.

e Nivel Il. Las células tumorales atraviesan la membrana basal y ocupan
parcialmente la dermis papilar. La invasion de un foliculo se considera
un nivel Il.

o Nivel lll. Invasién completa de la dermis papilar.

e Nivel IV. Invasion parcial o completa de la dermis reticular.

¢ Nivel V. Invasion de la hipodermis.

Hoy en dia, el nivel de invasién de Clark ha pasado a ocupar un lugar
secundario como factor pronéstico. La subjetividad en el método de medicién, que
implica una menor reproductibilidad, y las limitaciones en el casc de tumores
ulcerados o localizados en zonas acras, han sido las principales criticas recibidas.
(Colloby y cols, 1991). A pesar de ello, el nivel de invasion aporta informacién

importante acerca del melanoma. Los niveles | y Il de Clark identifican melanomas
con patrén de crecimiento radial, y un nivel lll ¢ superior indica un patrén de
crecimiento vertical. No obstante, en estudios estadisticos multivariantes se ha
comprobado que el nivel de Clark carece de valor prondstico como parametro
independiente (Morton y cols, 1993).

5.2.3. Ulceracion

La ulceracion del melanoma es un buen predictor de afectacién ganglionar
metastasica (Ahmed, 7997). En una serie de 8.500 melanomas, se demostré que
la supervivencia a los 10 afios en pacientes en estadio | y Il de la AJCC, con

lesiones ulceradas era del 50%, frente al 79% si no existia ulceracién. También se

observé que, aunque estaba fuertemente asociada con el espesor tumoral, Ia
ulceracion presentaba valor pronéstico independiente (Balch y cols, 1992).
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Cuanto mas ancha es el area de ulceracién del tumor, peor es el
pronostico. Tan sdlo un 5% de pacientes con melanomas con ulceracién mayor de
6 mm sobreviven a los 5 afos, frente al 44% si la ulceracidn es menor de 6 mm
(Slingiuff, 1987).

5.2.4. Tipo histologico

Los analisis estadisticos multivariantes de series amplias de melanomas no
han encontrado que el tipo histolégico tenga valor prondstico independiente, ya
que al ser analizado junto con el espesor tumoral, con el que esté estrechamente
relacionado, se observa que para un mismo espesor carece de valor prondstico
(Koh y cols, 1984, Gordon y cols, 1991, Mansson-Brahme y cols, 1994).

5.2.5. Indice mitético

La tasa de mitosis del componente dérmico del melanoma cutaneo esta
correlacionada inversamente con la supervivencia dei paciente (Volimer, 1989).
Aunque la actividad mitotica esta relacionada con el espesor del tumor, tiene un
efecto independiente en andlisis multivariantes. Se ha demostrado una
supervivencia a los 8 arios del 79,4% en los pacientes con melanoma que tenian
un indice mitotico de menos de 6/mm?, y del 38,2% en los que tenian un indice
mitético de mas de 6/mm? (Clark y cols, 1989). En los enfermos con melanomas
de espesor intermedio (1,51-3,99 mm.), el 80% de los individuos que tenian
melanomas con indice mitético inferior a 6/mm? sobrevivian a los 5 anos, frente al
40% si el nimero de mitosis era superior a 6/mm? (Elder y cols, 1985).

5.2.6. Indice prondéstico

Es el resultado de multiplicar el espesor de Breslow por el indice mitético
(Schmoeckel y Braun-Falco, 1978). El valor del indice pronéstico como variable
independiente no ha sido demostrado en todos los estudios, por lo que algunos
autores lo consideran como un parametro prondstico de segundo orden (Volimer,
1989).
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5.2.7. Tipo celular tumoral

Los estudios realizados para valorar el valor prondstico del tipo celular en el
melanoma resultan contradictorios, quizas por la falta de criterios estandares para
encasillar los tipos celulares y también por la heterogeneidad celular dentro de un
mismo tumor. Mientras que para algunos autores la variante fusocelular es la de
mejor pronostico (Van der Esch y cols, 1981), para otros es la de células nevoides
(McGovern y cols, 19817). Segin lo descrito en la literatura, el tipo celular no

parece asociarse de manera importante con el pronéstico del melanoma.

5.2.8. Infiltrado inflamatorio

Clasicamente se ha aceptado que la presencia de un infiltrado inflamatorio
mononuclear en la base del tumor es un factor de buen pronéstico. Sin embargo,
estudios multifactoriales han demostrado que la intensidad de la respuesta
inflamatoria disminuye conforme aumenta el espesor de la lesién, con el cual esta
estrecha e inversamente relacionada (Day y cols, 1982), por lo que careceria de
valor prondstico independiente (Kopf, 1987).

Strohal y cols., observaron que la densidad y localizacion del infiltrado
variaba segun el tipo de melanoma, siendo significativamente mas intenso en el
MES que en el MN; en cuanto a las metastasis de melanoma, su infiltrado era
escaso o0 ausente. En todos los casos, el infiltrado estaba constituido sobre todo
por linfocitos CD3" (linfocitos T). En los melanomas finos (<0,75 mm de espesor
de Breslow) predominaban los linfocitos T CD4", y conforme se incrementaba el
espesor tumoral aumentaban los linfocitos T CD8" y las células CD16*, sugiriendo
un cambio en la respuesta antitumoral del huésped (Strohal y cols, 1994).

5.2.9. Regresion

La regresion espontanea de un tumor se define como su desaparicidn
parcial o completa en ausencia de tratamiento, y se ha descrito en el 10-58% de
los melanomas. Esta variabilidad se ha atribuido a los diferentes criterios

empleados para definirla (Salman y cols, 1990). Histolégicamente, la regresién
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tumoral se caracteriza por un estroma engrosado en dermis papilar, con ausencia
de células tumorales, y un nimero variable de melancéfagos v linfocitos. Las zonas
de tumor con infiltracién linfocitaria y macréfagos se consideran areas de
respuesta activa del huésped, pero no de regresion.

La regresion se asocia con mal pronéstico en los melanomas de menos de
0,76 mm de espesor, pues mas de un 20% desarrollan metastasis tras 6 afios de
seguimiento, frente a tan sdlo un 2% de los que no presentan signos de regresion
(Gromet y cols, 1978). También es importante la intensidad de dicha regresion, ya
que los melanomas finos con regresién de méas del 77% del tumor se han
asociado con una mayor frecuencia de metéstasis que los tumores con menor
grado de regresion (Ronan y cols, 1987). Una explicacion puede ser que las
lesiones posean un mayor espesor antes del inicio de los fendmenos de
regresion. Se ha observado que la frecuencia de regresion histolégica se
correlaciona inversamente con el espesor de la lesién: 46% en los melanomas
con menos de 1,5 mm de indice de Breslow; 32% si dicho indice es entre 1,5 y3
mm; y 8% si el espesor es mayor de 3mm (Blessing y McLaren, 1992). Shaw y
cols., sefialaron que los melanomas de bajo espesor con amplias zonas de
regresién solian poseer metéstasis linfaticas regionales en el momento del
diagnostico. Dichos autores especularon que el estimulo del sistema inmunitario
del huésped por parte de las células malignas a nivel del tejido linfatico podia
provocar la respuesta inmunolégica responsable de la regresién de la lesion
primaria (Shaw y cols, 1989). Sin embargo, otros autores no encontraron
diferencias significativas en cuanto a la aparicion de metéstasis entre los
melanomas finos, con regresién o sin elia (Kelly y cols, 1985). Estas discrepancias
podrian deberse a la falta de criterios estandarizados para considerar los
fendmenos de regresion.

5.2.10. Invasién vascular

La invasion de los vasos linfaticos o sanguineos, definida como la
presencia de células tumorales en cavidades tapizadas por endotelio, esta
intimamente relacionada con la existencia de satelitosis y, aunque su presencia

no esta unida invariablemente a la aparicion de metastasis, si que es un

19



Antecederites

impartante factor predictivo de la existencia de metéstasis ganglionares (Larsen y
Grude, 1979).

5.2.11. Satelitosis microscépica

Consiste en acumulos de méas de 0,05 mm de didmetro de melanocitos
tumorales en los alrededores del tumor, separados de éste por haces de colageno
o grasa. Debe diferenciarse de las recurrencias locales a partir de células de
melanoma que no han sido resecadas completamente, observandose en estos
casos proliferaciones de melanocitos atipicos en el interior o en continuidad con
las cicatrices de extirpacién de la lesion primaria. La satelitosis microscoépica
aumenta el riesgo de desarrollar metéstasis en los ganglios linfaticos regionales y
se asocia con una menor supervivencia del paciente. El 53% de pacientes con
satelitosis microscopica desarrollan metastasis de melanoma en los ganglios
linfaticos regionales frente al 12% de pacientes sin satelitosis (Harrist y cols,
7984). En un estudio de anélisis multivariante en una serie de 384 melanomas en
estadio | de la OMS (enfermedada localizada), se demostré que la presencia de
microsatelitosis tenia un valor predictivo independiente como marcador de mal
prondstico, con una supervivencia a los 5 afios del 36%, frente al 89% cuando no
aparecian microsatelitosis (Leon y cols, 1991).

6. INMUNIDAD TUMORAL

El sistema inmunitario es el encargado de defender af organismo frente a
agentes extranos a través de lo que se ha denominado vigilancia inmunolégica,
de modo que, potencialmente, dicho sistema puede reconocer antigenos
tumorales y dirigir respuestas, tanto de tipo celular como humoral, para intentar
erradicar las células malignas (Medina y cols, 1996). Dentro del organismo, la piel
no es una excepcion y, en ella, el desarrollo de tumores también parece estar
condicionado por el funcionamiento del sistema inmunitario. A favbr de esta

hipétesis se encuentra el aumento demostrado en la incidencia de tumores de piel
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entre los pacientes transplantados con inmunosupresién terapéutica {Lindelof y
cols, 2000).

6.1. El complejo mayor de histocompatibilidad

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) del ser humano, es una
region muy polimérfica, localizada en el cromosoma 6, cuyos productos génicos
se expresan en la superficie de la mayoria de las células. Este compiejo, se divide
en tres regiones, que dan lugar a las moléculas HLA (antigeno leucocitario
humano) de clase |, Il y lll. La regién de clase | incluye los locus HLA-A, -B y -C,
que contienen los genes que codifican para los antigenos HLA clasicos de
transplante (Lechler y cols, 1995). L.a regién de clase Il posee algunos de los
genes responsables de la respuesta inmunitaria, como HLA-DR, -DQ, y -DP
(Lechler y cols, 1995). En la regién de clase Ill se localizan genes que codifican
proteinas no relacionadas con la respuesta inmunitaria especifica.

En la respuesta inmunitaria frente a tumores, las moléculas codificadas por
los genes del MHC tienen un papel relevante en el reconocimiento de los
antigenos tumorales por las células inmunocompetentes, como se explicara mas
adelante en este capitulo.

6.2. La respuesta antitumoral

Dentro de la respuesta inmunitaria de tipo celular, la primera barrera
defensiva esta integrada por los efectores de ia inmunidad natural o innata:
células dendriticas, macrofagos y células “asesinas naturales” o NK (del inglés,
‘natural killer'). Las células NK, principales efectoras de dicha inmunidad natural,
poseen la capacidad de destruir células tumorales sin especificidad de antigeno,
fuera del contexto de las moléculas HLA.

Junto a la respuesta celular innata, también participan los componentes de
la respuesta celular adquirida, especifica de antigeno. Los linfocitos T citotdxicos
(CTLs) son los principales efectores de esta respuesta. Estas células no
reconocen a los antigenos intactos aislados, sino a los péptidos derivados de un

antigeno unidos nec covalentemente a moléculas codificadas por el MHC. Los
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CTLs poseen el receptor de célula T (TcR) y durante la fase de reconocimiento
del antigeno pueden requerir la participacién de distintas sefiales (Marin L, 1997:
Garcia y Minguela, 1997), entre las que destacan:

a) Senal de reconocimiento o cognitiva, que implica al complejo TcR-
antigeno-MHC. Las células presentadoras de antigeno (APCs), captan
y procesan el antigeno tumoral para obtener péptidos que después
presentaran a las células T CD8* 0 CD4", en asociacién con moléculas

HLA de clase | o Il respectivamente.

b) Sefiales coestimuladoras o segundas sefiales, que estabilizan la
unién del complejo TcR-antigeno-MHC, y son aportadas por las
moleculas CD28/CTLA-4, que se ligan a CD80/CD86, y por las
moléculas de la superfamilia del receptor del TNF (factor de necrosis
tumoral), como CD40 y CD95, que interaccionan con sus respectivos
ligandos.

Con respecto a la respuesta inmunitaria de tipoc humoral, est4 mediada en
parte por los anticuerpos secretados por los clones activados de las células B
especificas de antigeno. La destruccién de las células tumorales mediante
anticuerpos es posible gracias a mecanismos como la activacion del
complemento, opsonizacion y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Las vias celular y humoral de la respuesta inmunitaria no actdan de modo
independiente, sinc que estan relacionadas a través de la secrecién de citoquinas
y de las interacciones directas entre células (figura 1). Asi, las células del sistema
inmunitario inespecifico pueden fagocitar antigenos, procesarlos hasta conseguir
péptidos antigénicos y presentar éstos a las células T, las cuales, tras reconocer
dichas moléculas antigénicas, son activadas y se convierten en células T
efectoras citotéxicas (CTLs). Una vez activadas las células T, éstas poseen la
capacidad de producir factores solubles o citoquinas que, a su vez, estimulan la
funcion citolitica de las células de la respuesta innata y especifica, e inducen la
produccidn de anticuerpos por los linfocitos B (tras su diferenciacién a células

plasméticas) (Minguela y Alvarez, 1997).
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7. PRINCIPALES CELULAS QUE PARTICIPAN EN LA RESPUESTA
INMUNITARIA ANTITUMORAL

En la respuesta inmunitaria antitumoral intervienen de forma directa o
indirecta diversos tipos de células, entre las que destacan las que se detallan a

continuacion.

7.1. Linfocitos T

Los linfocitos T participan directamente en la respuesta especifica de
antigeno y regulan la actividad de otros tipos celulares mediante la secrecion de
citoquinas. En funcién de la distinta coexpresion de moléculas de superficie, los
linfocitos T se pueden clasificar en diferentes subtipos (Torio y Moya, 1997):

7.1.1. Linfocitos T colaboradores

Son ceélulas de fenotipo CD3'CD4". Poseen un receptor heterodimérico
formado por cadenas o y B. Estos linfocitos se activan tras reconocer el complejo
péptido antigénico-HLA de clase Il, tras lo cual liberan factores solubles o
citoquinas, que a su vez actan sobre otros linfocitos, Ty B, y APCs (figura 1). De
este modo, los linfocitos T colaboradores (Th) pueden regular las respuestas
inmunitarias celular y humoral. Los linfocitos Th también puede ejercer un efecto
citolitico directo, papel que hasta hace poco se consideraba reservado a los
linfocitos T CD8" (Brodsky y cols, 1996; Wang, 2001).

7.1.2, Linfocitos T citotéxicos/supresores

Poseen el fenotipo CD3*'CD8" y su receptor contiene cadenas o, y B. Estas
células reconocen los complejos péptido antigénico-HLA de clase |, tras lo cual se
activan y adquieren capacidad litica, proceso que permite la destruccién de
células tumorales (Bevan, 1995).
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FIGURA 1. Papel de las células T CD4" en la regulacién de la respuesta
inmunitaria antitumoral. Las células T CD4" juegan un papel primordial en la
regulacién de estas respuestas a través de diversos mecanismos: (a)
Colaboran en el estimulo inicial de las células T CD8’, a través de [a
activacion de fa APC tras reconocer ésta el antigeno tumoral (Ag). (b)
Secretan citoquinas necesarias para la funcién y proliferacion de la célula T
CD8". (c) Pueden producir la lisis del tumor de modo directo o indirecto. (d)
Colaboran &n la activacion de la célula B. (Modificado de Wang, 20071).

7.1.3. Linfocitos T y/d

Representan aproximadamente el 5% de las células T en sangre periférica.

Son células CD3'CD4°CD8’, cuyo TcR es un heterodimero formado por cadenas

de tipo y y 8. Su papel en la inmunidad antitumoral no esta totaimente definido.

7.1.4. Células NKT

Suponen alrededor del 5% de las células T en sangre periférica. Son

linfocitos CD3*CD56" que, a través del TcR, pueden responder ante antigenos

que producen estimulaciones crénicas del sistema inmunitario pero que no
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necesariamente son presentados en el contexto clasico del MHC (Quirds-Roldan
y cols, 1996).

7.2. Linfocitos B

Hasta fechas recientes, la principal funcién reconocida para los linfocitos B
(células CD19") en la respuesta inmunitaria era la produccién de anticuerpos tras
su diferenciacién a célula plasmética. Sin embargo, comienza a cobrar cada vez
mayor importancia la capacidad del linfocito B para ia captacion, procesamiento y
presentacion de antigenos, pudiendo actuar en determinadas circunstancias como
una APC no profesional. En este sentido, las células B aumentan su capacidad
coestimuladora tras ser estimuladas por la via CD40/CD40L (Ding y
Shevach, 1996) y pueden participar en el estimulo de los CTLs.

7.3. Células NK

Las células NK constituyen el 10-15% de los linfocitos de sangre periférica
y no expresan la molécula CD3 ni el TcR. Aungue no se conoce ningun antigeno
de superficie que identifique sin ambigliedad a estas células, la mayoria son
linfocitos CD3'CD16*CD56" (Rubio y Garcia, 1997).

El CD16 es el receptor de baja afinidad para {a regién Fc de la IgG (fraccion
constante de la inmunoglebulina G) y, aunque forma parte de una de las vias de
activacion de las células NK, no es exclusivo de las mismas, ya que también lo
expresan neutréfilos, eosindfilos, y algunos macrofagos y células T. A través de la
molécula CD186, las células NK pueden transformarse en células LAK (lymphocyte
activated killer), con mayor potencia antitumoral.

El CD56 es un antigeno de superficie que se encuentra en todas las células
que expresan citotoxicidad no restringida por el MHC. Sin embargo, no todos los
linfocitos CD56" son células NK tipicas. Como ya se ha sefalado, una pequena
fraccion de células citotéxicas de sangre periférica son CD3*CD56*, son las
células NKT. La mayor parte de las células CD56" expresan CD16, pero alrededor
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del 10% de las células NK de sangre periférica son de fenotipo CD56°CD16"
(Lanier y cols, 1986).

En general, las células NK constituyen una poblacién heterogénea que
durante afios se ha intentado clasificar en funcion de su fenotipo. Se han
considerado dos subpoblaciones de células NK en funcion de la mayor o menor
intensidad de expresién de la molécula CD56, de modo que las que expresan
CD56 con mayor intensidad serian menos citotdxicas (Cooper y cols, 2001).

Una caracteristica de las células NK es su capacidad de actuar
reconociendo y eliminando células anormales que no expresan moléculas MHC
de membrana y que, por tanto, no son accesibles a la respuesta especifica que
llevan a cabo los linfocitos T. Ademas de por su actividad citolitica directa, las
celulas NK también constituyen una parte importante de la respuesta antitumoral
por su capacidad de produccion de citoquinas, como IL-2, IL-12, TNF e INFy, que
potencian dicha respuesta (Rubio y Garcia, 1997).

7.4. Monocitos

La capacidad de los monocitos para lisar las células tumorales se debe a la
liberacion de enzimas lisosomales y radicales libres tras ser convenientemente
activados (Mantovani y cols, 1992). Ademas, tras la activacién de los monocitos,
se favorece la produccion de citoquinas como el INFy y el TNFa que amplifican
las respuestas de tipo celular frente a las células tumorales (Webb y cols, 1997).
Las células mielomonociticas pueden participar en reacciones de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (Holland y Gallin, 1998).

7.5. Células presentadoras de antigeno (APCs)

Las APCs son un grupo heterogéneo de células derivadas de la médula
Osea, con una amplia distribucion en el organismo, responsables de captar el
antigeno, procesarlo y presentarlo a los linfocitos T, en el entorno de las
moiéculas HLA. Para que dicha presentacién sea eficiente, ademas de la sefal

cognitiva TcR-MHC, deben aportar una serie de sefiales coestimuladoras gue
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contribuyen a la estabilizacion de la denominada “sinapsis inmunolégica” (figura 2.
Estas senales se producen gracias a la expresion de diversas proteinas en la
superficie celular y la secrecioén de otras moléculas al medio extracelular, que se
describiréan después con mayor detalle. Existen dos tipos de APCs (Marin, 1997):

7.5.1. APCs profesionales

Expresan HLA de clase If de forma constitutiva. Incluyen a las células
dendriticas (DCs), monocitos y linfocitos B activados, siendo las primeras las que
poseen mayor capacidad para estimular a los linfocitos T. Las DCs captan el
antigeno y migran a ios ganglios linfaticos, donde lo concentran y presentan al
linfocito T.

7.5.2. APCs facultativas

Pueden expresar HLA de clase |l después de la exposicién a determinadas
citoquinas, como IFNy y TNF (Adams y cols, 1992). Incluyen queratinocitos,
células endoteliales, e incluso a los propios linfocitos T activados, aunque parece
que la mision de estos Ultimos es actuar como APC negativa, de modo que
cuando presentan el antigeno a otros linfacitos T activados tienden a inducir en
ellos un estado de anergia o ausencia de respuesta (Pichler y Wyss-Coray, 1994).

8. MOLECULAS COESTIMULADORAS: CD28, CTLA-4, CD80, CD86.

Como ya se ha sefialado previamente, el modelo de la doble sefal para la
activacion linfocitaria postula que para activar de modo 6ptimo al linfocito T se
requiere una sefial antigénica especifica, dirigida al TcR, y una sedal
coestimuladora que incremente la adhesion del linfocito T a la APC. Las
moléculas coestimuladoras no son especificas de antigeno y se encuentran sobre
la superficie tanto de los linfocitos B y T como de las APCs. Dichas moléculas

modulan la calidad de las sefales desencadenadas por la unién al TcR, de modo
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que resultan determinantes para la activacion clonal de la célula T o, por el
contrario, cuando estan ausentes o en baja proporcién, para inducir tolerancia o
anergia (Clark y Ledbetter, 1994).

Una de las interacciones con funcién coestimuladora mejor estudiada y
mayor relevancia en la regulacién de la respuesta inmunitaria, es la que se
produce entre las moléculas CD28 y CTLA-4, presentes en la superficie del
linfocito T, y las moléculas de la familia B7, localizadas sobre la APC (figura 2).
Las moléculas B7.1 y B7.2 (también denominadas CD80 y CD86
respectivamente), se ligan al CD28 de las células T en reposo, y al CTLA-4 de las
células T activadas, y regulan la activacion o el silenciamiento de la respuesta

inmunitaria (Krummel y Allison, 1995).

FIGURA 2. Esquema de la “sinapsis” entre la APC y
ia célula T. La APC presenta el complejo constituido
por el peptido antigénico y la molécula MHC a la
célula T, a través del receptor de esta ultima (TCR).
Para que la activacion de la célula T sea efectiva, se
requieren una serie de sefiales coestimuladoras,
como las proporcionadas por la interaccion entre las
moléculas CD28 y CTLA-4 de la células T con las
moléculas CD80 y CD86 de la APC. También es
importante la colaboracién de la via CD40/CD40L.

8.1. Moléculas CD28 y CTLA4

La molécula CD28 es una proteina que pertenece a la familia de las
inmunoglobulinas, y se expresa en el 50% de las células T CD8", concretamente
en aquéllas con funcién citotoxica, y en el 95% de las células T CD4" (Van Gool y
cols, 1996). La coestimulacién a través de CD28 no solo es capaz de evitar la
anergia inducida en la célula T tras la sefalizacién por TcR, sino que estimula la
actividad citotoxica de dicha célula T y aumenta el ritmo de transcripcién de
citoquinas tanto de tipo Th1 como Th2 (Rulifson y cols, 1997). Sin embargo,
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cuando CD28 se liga en ausencia de estimulacion a través del complejo TcR/CD3,
no induce proliferacion ni produccién de citoquinas por las células T, sino que las
inhibe y disminuye la expresion de CD28 (Boussiofis y cols, 1996).

La molécula CTLA4 se expresa sobre los linfocitos T activados CD28",
tanto CD4" como CD8’, y sobre los linfocitos B activados (Chambers y cols,
1996). En humanos, existe un 31% de homologia entre CTLA-4 y CD28, y dado
que los genes de ambas moléculas tienen una localizacién préxima en el
cromoscma 2, se cree que pueden haberse generado por duplicaciéon de un gen
ancestral comun. La expresidon de CTLA-4 se produce tras la estimulacion del
complejo TcR/CD3, y se potencia por la coestimulacion de CD28 (Walunas y cols,
1996). La densidad maxima de expresion de CTLA-4 se alcanza a las 72 horas
del estimulo de la célula T, y supone soélo el 3% de la densidad de expresion de
CD28. Sin embargo, la avidez con que CTLA-4 se una a su ligando es 20 veces
superior a la de CD28. Mientras que CD28 conduce la fase de estimulacién de la
respuesta inmunitaria, activando las células T a través de su contacto con las
moléculas B7, CTLA-4 parece que inhibe dicha respuesta para hacerla terminar
(Liu, 1997).

8.2. Moléculas CD80 y CD86

La molécula CD80 (B7.1) tiene una estructura en dominios similar a la
familia de las inmunoglobulinas, y se expresa de forma constitutiva en las DCs.
No se expresa en monocitos, ni linfocitos T ni B, en reposo, pero si cuando estan
activados.

La molécula CD86 (B7.2) también tiene una estructura parecida a la familia
de las inmunoglobulinas, y se expresa en la membrana de monocitos en reposo y
en linfocitos B a las 24 horas de su estimulacién, mientras que CD80 no es
detectable hasta las 48 horas. Debido a estas diferencias en la cinética de
expresion de CD86 en el linfocito B, se ha especulado con la posibilidad de que
CD86 pueda estar implicado fundamentalmente en el inicio de la respuesta
proliferativa de la célula T, mientras que CDB80 estaria relacionado con la
ampliacion y mantenimiento de la misma (Boussiotis y cols, 1996; Natarajan y
cols, 2001).
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Tanto CD80 como CD86 pueden funcionar en humanos como moléculas
estimuladoras de la citotoxicidad mediada por células NK, de modo anélogo a lo
que ocurre en ratones, donde la expresion de B7.1 6 B7.2 por las células de
melanoma murino B16.F1 las hace mas susceptibles a la lisis por células NK
humanas. El estimulo de las células NK humanas por CD80 y CD86 parece ser
independiente de CD28 y CTLA-4, aunque es posible que las interacciones
tengan lugar con variantes de CD28 y CTLA-4 que no son reconocidas por los
anticuerpos monoclonales anti-CD28 o anti-CTLA-4 empleados para su deteccién
(Wilson y cols, 1999).

9. MOLECULAS DE LA SUPERFAMILIA DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL Y SUS LIGANDOS

Las moléculas incluidas en la superfamilia del receptor para el factor de
necrosis tumoral (TNF-R) son un grupo de proteinas transmembrana que incluye
el CD40, CD95 (Fas, APO-1), TNF-RI, TNF-RIIl, CD30, CD27, OX-40, 4-IBB y
otras. La mayoria de los ligandos para estas moléculas son proteinas
transmembrana que presentan analogia con la secuencia del TNF vy la linfotoxina
a (Richar y Armitage, 1994). De la mencionada relacién de moléculas, se van a

exponer a continuacion las dos primeras y sus correspondientes ligandos,

9.1. Moléculas CD95 y CD95L

La molécula Fas (CD95), es una proteina de superficie celular que se
expresa en ceélulas T activadas (CD45R0O*) de sangre periférica, pero no en
linfocitos T virgenes (CD45RA"), y también se puede expresar en linfocitos B,
monocitos y neutréfilos (Kias, 1993). Fas parece expresarse igual en los linfocitos
Th1 que en los Th2, mientras que su ligando (Fasl.) lo hace sobre todo en los Th1
activados.

La molecula Fas puede mediar la apoptosis, es decir, la muerte celular
controlada genéticamente, que sigue un patrén ordenado de cambios
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morfolégicos y bioquimicos. FaslL induce apoptosis mediante la activacion de Fas
en la células diana que expresan esta Gltima.

El sistema Fas es uno de los tres principales caminos empleados por los
CTLs para destruir las células diana, pero también es un elemento clave para
disminuir {a poblacion de linfocitos T como parte de la homeostasis de la
respuesta inmunitaria. La mayoria de las células del sistema inmunitario expresan
Fas y/o Fasl, constitutivamente o después de su activacién. La expresion de
CD95L en algunos tejidos normales, comoe el testiculo o el ojo, mantiene el estado
de tolerancia inmunitaria eliminando los leucocitos infiltrantes CD95". Ademas, en
algunas situaciones patoldgicas, como en la hepatitis alcohdlica, comienza a
expresarse CD95L en tejidos que no tenian esta proteina cuando estaban sanos,
a modo de control negativo para limitar la inflamacién {Galle y cbls, 1995). Los
ratones que no expresan Fas ni FaslL, o cuando éstas no son funcionales,
presentan un incremento en la poblacién de células linfoides y una mayor

frecuencia de fendmenos autoinmunes (Nagata y Suda, 1995).

9.2. Moléculas CD40 y CD40L

La glicoproteina CD40 se expresa en gran variedad de células, como
linfocitos B, DCs, monocitos, células del endotelio vascular, queratinocitos,
fibroblastos y, con niveles bajos, en los linfocitos T. Ef estimulo de la molécula
CD40 induce, en las células que la poseen, la expresion de HLA y de moléculas
coestimuladoras y de adhesion, asi como la produccién de citogquinas
proinflamatorias (Grewal y Flavell, 1998). De este modo, se amplifica la respuesta
inmunitaria y se evita la induccion de tolerancia o anergia. La via CD40 también
induce la diferenciacion y la funcién efectora de las células T, tanto CD4* como
CD8" (Noelle, 1998), y estimula la proliferacién y diferenciacion de las células B.
El estimulo de los monocitos via CD40 también podria aumentar su actividad
antitumoral (Sfout y Sufttles, 19986).

En resumen, la via CD40, igual que la interaccién de CD80 y CD86 con
CD28, es un elemento de regulacién tanto de la respuesta inmunitaria humoral
como de la mediada por células (Schoenberger y cols, 1998). Las interacciones
CD40-CD40L son criticas para conseguir la expansion de células T cooperadoras
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CD4" y células T citotéxicas CD8* asi como para la activacién y maduracion de
las celulas B y las DCs (Durie y cols, 1994; Carbone y cols, 1997: Diehl y cols,
1999).

El ligando del CD40 (CD40L 6 CD154), es una proteina transmembrana
expresada fundamentalmente en las células T CD4" activadas, aunque también
se expresa en las células CD8" activadas, linfocitos B, DCs, mastocitos y
eosinofilos (Grewal y Flavell, 1998).

10. CITOQUINAS

Las citoquinas son polipéptidos solubles que regulan las respuestas
inmunitarias del organismo. Sus acciones a menudo son redundantes, y pueden
ejercer efectos sinérgicos, aditivos o antagénicos. Aunque los linfocitos T, junto
con los monacitos, son la principal fuente de citoquinas, éstas también pueden ser
producidas por otras células y actuar sobre practicamente todos los tejidos para
regular su crecimiento, diferenciacion y funcion (Minguela y Alvarez, 1997).

Las citoquinas ejercen su acciéon uniéndose a recﬁeptbfes especificos
localizados en la membrana celular. Estos receptores tienen una afinidad muy alta
por sus ligandos, por lo que cantidades muy pequefias de citoquinas (10°-1072m)
son suficientes para ejercer su accion. Las células sobre las que actian pueden
ser las mismas que las producen (accién autocrina), células vecinas (accion
paracrina), c bien, células distantes (accién endocrina).

Inicialmente, los linfocitos Th del ratén se dividieron en dos subtipos en
virtud del patrén de citoquinas que producian, con diferentes propiedades
funcionales (Mosmann y Coffman, 1989). El subtipo 1 (Th1) libera interferony
(IFNy), interleuquina-2 (IL-2), IL-12, IL-15 y factor de necrosis tumoral & (TNFR). El
subtipo 2 (Th2) libera IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Janeway y cols, 1998). El
IFNy inhibe la respuesta Th2, mientras que la IL-4 e IL-10 inhiben la respuesta
Th1 (Powne y Coffman, 1993). En humanos, la distincién entre ambos subtipos de
linfocitos no es tan absoluta, de modo que, por ejemplo, la IL-10 también es
producida por los linfocitos Th1 (De/ Prete y cols, 1993).

En la actualidad podemos distinguir, dependiendo de la funcién que

desempefian, cuatro tipos de citoquinas (Minguela y Alvarez, 1997):
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a) Estimuladoras de la inmunidad natural, normalmente producidas por
monocitos. Median la respuesta inmunitaria contra virus y bacterias. A
este grupo pertenecen IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, INFa y B, v TNF.

b) Reguladoras de la activacion, crecimiento y diferenciacion de linfocitos
T especificos. Son secretadas por los linfocitos T CD4" tras activarse
en respuesta a su antigeno especifico. Engloban la IL-2, IL-4, IL-10,
IL-12, [L-13, IL-15, IL-16, IL-17 y el factor de crecimiento tumoral p.

c) Inductoras de la actividad de células inflamatorias inespecificas
estimuladas por la activacién, especifica de antigeno, del linfocito T.
Aqui se incluyen el INFy y la IL-5.

d) Estimuladoras de la hematopoyesis. Inducen el crecimiento y
diferenciacion de las células progenitoras de la médula dsea, lo cual
permite renovar las células consumidas durante las respuestas
inmunitaria e inflamatoria. A este grupo de citoquinas pertenecen IL-3,
IL-7, IL-8, IL-11, IL-14 y los factores estimuladores de colonias de

granulocitos-macrofagos, monocitos-macréfagos o granulocitos.

10.1. Interferén vy

El INFy puede ser secretado por los linfocitos T activados, tanto CD8* como
CD4", fundamentalmente del subtipo Th1, y en menor grado, por las células NK
tras la activacion de las mismas (Mosmann y Coffman, 1989).

El INFy colabora en la activacién y diferenciacién de los linfocitos T y B
(Maggi y cols, 1992). Dicha citoquina incrementa en muchos tipos celulares la
expresion de moléculas HLA de clase | y II, y de moléculas coestimuladoras (Kooy
y cols, 1999), facilitando asi la activacion de los linfocitos T. El INFy también es un
potente activador de la capacidad citolitica de los monocitos y las células NK, y de
la sintesis de otras citoquinas.

El papel del INFy como inhibidor del crecimiento de las células de
melanoma humano in vifro esté bien documentado (Garbe y cols, 1990; Garbe y
Krasagakis, 1993). Esta citoquina puede aumentar la expresién de moléculas del
MHC de clase | y li en células derivadas de melanomas primarios, pero no de

metastasis de melanoma (Andalib y cols, 1997); de este modo, las células
a3



Anfecedentes

malignas que expresan mas HLA se hacen mas sensibles a la lisis mediada por

CTLs, aunque menos susceptibles a la destruccion por células NK (Reiter, 1993).

10.2. interleuquina 15

La IL-15 es una citoquina de reciente descubrimiento que, aunque no
guarda homologia con la IL-2, requiere el uso de {as cadenas B y y. del IL-2R para
unirse y transmitir su sefial. No obstante, la IL-15 posee también un receptor
especifico, el IL-15R« (Giri y cols, 1995).

Mientras que la IL-2 es producida por los linfocitos T, la IL-15 se genera
sobre todo en tejidos no linfoides por monocitos y macrofagos, fibroblastos,
células del endotelio vascular y células epiteliales (Bamford y cols, 1997).

La IL-15 comparte actividades funcionales con la IL.-2, como el estimulo de
la proliferacion y activacién de las células T, B y NK (Gamero y cois, 1995). Pero,
ademas, la IL-15 realiza otras funciones bioldgicas no compartidas con la IL-2.
Esta dltima citoquina, a través de su papel en la muerte celular inducida por
activacion, esta implicada en la tolerancia periférica a través de la eliminacién de
las céluias T autorreactivas. Por el contrario, la IL-15 manifiesta acciones
antiapoptéticas, inhibe la muerte celular inducida por activacion mediada por IL-2
y estimula la persistencia de células T memoria CD8", incluyendo aquellas que
son autorreactivas (Waldmann y cols, 2001). Por ello, la IL-15 podria favorecer
enfermedades autoinmunes inflamatorias como la artritis reumatoide o la
enfermedad inflamatoria intestinal (Bamford y cols, 1997). Ademas, la IL-15
estimula la expresion de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-1 e IL-6. Por
todo ello, se han propuesto tratamientos basados en la inhibicién de la IL-15 para
el tratamiento de diversas enfermedades autoinmunes (Bamford y cols, 1997).

10.3. Interleuquina 6

La IL-6 es una molécula originariamente identificada como derivada de las
células T, pero que también puede ser sintetizada por otras células como
monocitos, células del endotelio vascular y fibroblastos. Dicha citoquina estimula a
los linfocitos T y timocitos, promoviendo la sintesis de IL-2, e induce la

maduracion del linfocito B hacia la célula plasmatica (Kishimoto, 1989). Las
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actividades biologicas de la IL-6 difieren segin las células donde actua. Asi,
puede actuar como factor inhibidor o estimulador del crecimiento celular,

dependiendo de la naturaleza de la célula diana (Hirano y cols, 1990).

710.4. Interleuquina 10

La IL-10 fue denominada factor inhibidor de la sintesis de citoquinas,
porque se asocid con la inhibicion de la produccion de citoquinas por las células
Th1 murinas (IL-2 e INFy, sobre todo) (Fiorentino y cols, 1989). En condiciones
normales, en humanos, la IL-10 puede ser producida por monaocitos, linfocitos T
CD8" y CD4", linfocitos B, células del estroma y queratinocites (Enk y Katz, 1992).

La IL-10 inhibe la proliferacion de las células T especificas de antigeno
directamente, mediante la inhibicién de la produccién de Il.-2 (Taga y Tosato,
1992), e indirectamente, por disminucién de la capacidad de los monocitos para
presentar antigenos tumorales a los linfocitos T a través de la reduccion en la
expresion de HLA de clase |l (de Waal Malefyt y cols, 1991). La IL-10 reduce la
expresion de moléculas de membrana como HLA-DR, CD80 y CD86 sobre las
APCs (Buelens y cols, 1985; Koppelman y cols, 1997). El tratamiento de las
células dendriticas con IL-10 las convierte en APCs tolerogénicas, las cuales
inducen un estado de anergia en los CTLs CD8" (Steinbrink y cols, 1999). La IL-
10 también bloquea Ila liberacion de citoquinas proinflamatorias por los
macrofagos activados (Kambayashi y cols, 1995).

Aungue la IL-10 parece trabajar como un supresor general de las
respuestas inmune e inflamatoria, también puede incrementar la actividad de los
CTLs (Chen y Ziotnik, 1991) y actuar como un potente factor de crecimiento y
diferenciacion de los linfocitos B (Rousset y cols, 1992).

11. POLIMORFISMO DE CITOQUINAS

Mediante estudios in vitro se ha visto que cuando las células de una serie
de individuos, no relacionados entre si, son estimuladas apropiadamente,

producen diferentes cantidades de una misma citoquina. Ademas, un mismo
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individuo puede ser alto secretor de una determinada citoquina y bajo productor
de otra, lo cual es regulado por mecanismos especificos de cada citoquina, y no
por un mecanismo global (Hufchinson y cols, 1999). Cuando un sujeto tiene una
capacidad de sintesis de una determinada citoquina, esta capacidad se suele
mantener mas o menos constante en el tiempo, como un rasge caracteristico de
cada individuo. En general, los niveles de produccién de un individuo alto secretor
para una determinada citoquina son unas 10 veces superiores a los niveles de
dicha citoquina en un sujeto bajo secretor, aunque en el caso de algunas
citoquinas se han encontrado diferencias mayores (Hufchinson y cols, 1999).

En la especie humana se han demostrado diferentes polimorfismos en los
genes que regulan el nivel de produccidén de citoquinas. Las diferencias alélicas
pueden estar localizadas en la region promotora (Turner y cols, 1997), en la
region intrénica (Pravica y cols, 1999), o en la region codificante para la citoquina
en cuestion (Awad y cols, 1997). Sin embargo, no todos estos polimorfismos se
traducen en un distinto nivel de produccién de citoquinas. Por ello, se ha prestado
mayor atencion al estudio de aquellos polimorfismos que pueden poseer mas
significacion funcional.

Tras la descripcidon de tres puntos de polimorfismo en la region promotora
del gen de la IL-10 (Turner y cols, 1999), se confirmé la asociacion entre dicho
polimorfismo y la actividad transcripcional del promotor de la IL-10 (Crawley y
cols, 1999). Es decir, se pueden distinguir varios genotipos que se traducen en
diferentes fenotipos segun la capacidad de secrecion de IL-10 sea alta, intermedia
o0 baja. Cada vez se van encontrando mas asociaciones entre el polimorfismo en
la regién promotora de la IL-10, y diversas patologias, como enfermedades
autcinmunes (Lazarus y cols, 1997, Crawley y cols, 1999) o, mas recientemente,
enfermedades malignas como el melanoma (Howell y cols, 2007).

También se han demostrado tres fenotipos distintos segun la capacidad de
secrecion de INFy, mientras que sélo se han descrito altos o bajos secretores para
la IL-6. Hasta el momento, las asociaciones entre el polimorfismo en los genes
reguladores de la secrecion de INFy o de IL-8, no se han relacionado con distinta
respuesta frente a células tumorales, pero si, por ejemplo, con enfermedades
autcinmunes como el lupus eritematoso (Schotte y cols, 2001).
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12. MECANISMOS DE ESCAPE A LA INMUNOVIGILANCIA EN EL
MELANOMA

Desde un punto de vista clinico, la intervencion del sistema inmunitario en
la lucha contra el melanoma se apoya en observaciones como los fenédmenos de
regresion; la aparicidn concomitante de halo nevus, uveitis y/o vitiligo; la
posibilidad de un prolongado intervalo libre de enfermedad entre la exéresis del
tumor primario y el eventual desarrollo de metastasis; y la existencia de
respuestas parciales o completas, aunque de corta duracidn, en pacientes que
han recibido inmunoterapia (Strohal y cols, 1994).

Los melanomas presentan antigenos tanto de diferenciacion melanocitica
(expresados en melanocitos, pero no en otros tejidos normaies) como especificos
de tumor (compartidos con otros tumores). Entre los primeros se encuentran
antigenos de la familia MAGE, BAGE y GAGE; entre los segundos, la tirosinasa,
Melan-A/MART-1, Pmel17/gp100, TRP-1/gp75 y TRP-2 (Boon y cols, 1997).

Junto a la expresién de antigenos tumorales ya referida, el melanoma es
capaz de expresar moléculas HLA, tanto de clase | como I, y puede ser infiltrado
por células T CD8" y CD4" (Robbins y Kawakami, 1996), por lo que es susceptible
a la lisis por los CTLs que reconocen péptidos derivados de distintos antigenos
especificos de melanoma asociados a HLA. Ademas, las células de melanoma
son susceptibles a la lisis no restringida por el MHC, por medio de las células NK,
monocitos/macrofagos, y células “asesinas” activadas por linfoquinas (Velde y
Figdor, 1991). Aunque se dispone de datos que indican la presencia de linfocitos
T, macrofagos y celulas NK en el infiltrado inflamatorio asociado al tumor (Brécker
y cols, 1988), existe controversia en cuanto a la funcién desempefiada por estas
familias de leucocitos y sus subpoblaciones.

En cuanto a la respuesta humoral, en el suero de pacientes con melanoma
se han demostrado anticuerpos reactivos contra componentes citoplasmicos,
nucleares o de superficie de las células de melanoma (Thomas y cols, 1983).

A pesar de la respuesta inmunitaria desencadenada por el melanoma, los
casos en que dicha respuesta es capaz de erradicar un tumor establecido son
limitados, debido a que las células malignas disponen de mecanismos de escape
de la vigilancia inmunologica (Geertsen y cols, 1999). El escape de la

inmunovigilancia por parte de los tumores, incluido el melanoma, es el resultado
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de eventos moleculares dentro de la compleja interaccién entre ias células del
tumor y los linfocitos reactivos y otros componentes del sistema inmunitario
(Nawrocki y Mackiewicz, 1999). Algunos mecanismos de escape sSon mas
dependientes de la célula tumoral, como:
- Crecimiento de clones de células tumorales no antigénicas (no
reconocidas por las células T).
- Expresidn inadecuada en las células malignas de HLLA o de moléculas
coestimuladoras, de adhesién o mediadoras de apoptosis.
- Secrecion de moléculas inhibitorias de la respuesta inmunitaria, como
IL-10, TGFB, prostaglandina E2 o neuropéptidos inhibitorios.

Otras causas del escape de la célula tumoral a la inmunovigilancia son
debidas a fallos propios del sistema inmunitario, como:

- Defectos en la maquinaria encargada del procesamiento de los
antigenos tumorales.

- Fallos en la respuesta citotéxica debidos a una disminucién en el
numero o la funcién de las células T y/o NK, y/o en las APCs.

Diversos estudios han demostrado la pérdida de HLA clase | en el
melanoma (Rivoltini y cols, 1995; Garrido y cols, 1997), lo cual se correlaciona
con un mal prondstico (Van Duinen y cols, 1988). Sobre esta base, se ha
especulado que la progresion tumoral y la capacidad metastasica pueden
favorecerse por la pérdida del reconocimiento de las células tumorales por los
linfocitos T citotoxicos, lo cual podria verse reflejado en un infiltrade inflamatorio
peritumoral minimo o ausente. Sin embargo, estos hallazgos deben ser
interpretados con precaucién, dado que la intensidad de tincién
inmunohistoquimica es un parametro subjetivo dificil de estandarizar. Ademas,
hay que tener en cuenta que el analisis de lineas celulares establecidas de
melanoma, cultivadas in vitro con mdltiples pases en ausencia de presién
inmunologica, podria no ser representativo del patron de expresiéon de moléculas
HLA sobre células neoplasicas in vivo.
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I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

En general, el curso clinico de un tumor esta influenciado por la interaccién
entre las células tumorales y el sistema inmunitario del huésped portador del
tumor. El melanoma maligno es uno de los tumores mas inmunogénicos,
caracterizado por una serie de antigenos asociados y una respuesta inmunitaria
mediada por linfocitos T especificos. Por tanto, es el arquetipo de tumor donde la
intervencion sobre el sistema inmunolégico podria aplicarse en beneficio del
paciente en la practica clinica. No obstante, las respuestas inmunitarias pueden
ser insuficientes para erradicar todas las células malignas, y el melanoma, como
otros tumores, puede escapar a los mecanismos de vigilancia inmunologica.
Dicho escape es el resultado de una serie de alteraciones, entre las cuales
destacan, la pérdida o disminucion de moléculas HLA en la superficie del tumor,
alteraciones en la expresion de los antigenos asociados al tumor, o deficiencias
en el sistema de procesamiento y presentacion de dichos antigenos.

Sin embargo, no hay que olvidar que puede existir un estado asociado de
inmunosupresion en el huésped portador del tumor que limite la capacidad de
respuesta antitumoral. En el control de esta respuesta, pueden ser de suma
importancia hechos adicionales como, las variaciones en el repertorio de linfocitos
T y B, la expresion de moiéculas coestimuladoras o de adhesién y la influencia de
diversas citoquinas. Hasta ahora, la mayoria de trabajos para estudiar este
aspecto han comportado el uso de experimentos in vitro que, aln siendo muy
informativos, pueden no ser reflejo exacto de lo que sucede in vivo. Por ello puede
resultar interesante estudiar la evolucién y el comportamiento de parametros
relevantes en el funcionamiento del sistema inmunolégico del individuo, como
puede ser la distribucién de ciertas poblaciones celulares en sangre periférica y
los niveles de distintas citoquinas en suero, ademas de la determinacion de
factores genéticos que puedan condicionar la capacidad de produccién de dichas

citoquinas.
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Resulta concebible que, si unc 0 mas de los mencionados factores se
modifica con |la enfermedad, podria ser considerado como un marcador con valor
prondstico, capaz de identificar pacientes con distinta capacidad de respuesta a
diferentes estrategias terapéuticas, y servir de base para el desarrocilo de nuevas
modalidades de tratamientos inmunorreguladores. Ademas, podria aportar una
informacién precoz para la indicacién del tratamiento, y se contaria con la ventaja
fundamental de que su medicidn es sencilla.

La medicion de estos marcadores podria, en un futuro no muy lejano, ser
aprovechable para controlar el efecto de la inmunoterapia u otros tratamientos,
con criterios mas funcionales y adaptados a cada paciente de manera
individualizada y, en funcién de su distinta cinética, servir de ayuda para detectar
falios terapéuticos y {a necesidad de un tratamiento alternativo.

Ademas, si se demuestra que la monitorizacion de ciertos marcadores
biolégicos es util en la definicién del prondstico y evoiucion del melanoma, se
puede pensar en su aplicacion para establecer una nueva 0 mas completa

clasificacidén de los enfermos con melanoma.
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, nos propusimos los
siguientes objetivos:

1. Analizar la relevancia que determinadas caracteristicas clinicas o

histoldgicas de los melanomas pueden tener sobre la evolucién de la enfermedad.

2. Monitorizar en sangre periférica de pacientes con melanoma la
evolucion de distintas subpoblaciones de células mononucleares que pueden
orientar sobre la eficiencia de |a respuesta inmunitaria frente al tumor. Investigar si
las diferencias en la expresién sobre dichas células de moiéculas implicadas en la
transmision de segundas sefiales, como CD28/CTLA-4, CD80/CD86, CD95 vy
CDA40, pueden relacionarse ¢on el curso de la enfermedad.

3. Analizar las diferencias basales y evolutivas de los niveles séricos de
citoquinas representativas de los fenotipos Th1 (INFy e IL-15) y Th2 (IL-6 e IL-10)
en enfermos con melanoma, para valorar si dichos cambios pueden traducir
modificaciones en la respuesta inmunitaria que puedan relacionarse con la

evolucion del tumor.

4. Investigar el polimorfismo de los genes reguladores de citoguinas para
los que ha sido establecida la existencia de mutaciones en puntos clave, como es

el caso de IL-6, IL-10 e INF+, con el fin de tratar de aproximar si algunos

genotipos o fenotipos pueden condicionar el tipo de respuesta inmunitaria frente al

melanoma.
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. MATERIAL Y METODOS

1. PACIENTES

1.1. Seleccidén y control de pacientes

Los pacientes estudiados procedian de las consultas externas de |a
Seccion de Dermatologia del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, de

Murcia, y fueron seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios:

Criterios de inclusién:
e Melanoma cutaneo primario presente en el momento de la primera
visita o extirpado durante los tres meses previos.

¢ Consentimiento informado del paciente.

Criterios de exclusion:
* Metastasis de melanoma en el inicio del estudio.
* Presencia o antecedente de otros tumores malignos.
* Inmunodeficiencia o tratamiento inmunosupresor.

Enfermedad autoinmune.

Enfermedad inflamatoria o infecciosa de caracter crénico.

Iniciaimente, se incluyeron 35 pacientes de los que visitaron sucesivamente
la consulta durante ios afios 1997 y 1998. Sin embargo, en el analisis final sélo se
han considerado 33 pacientes, puesto que uno abandoné el estudio y otro fue
retirado tras detectarse un carcinoma de colon durante el periodo de seguimiento.

En la visita inicial, o tras confirmar el diagnéstico, se realizé6 anamnesis a
todos los pacientes y se solicitd un estudio de extensidon consistente en
exploracion fisica completa, hemograma, velocidad de sedimentacion globular,
bioquimica general, urinoanalisis, radiografia simple de térax, ecografia abdominal
y estudio de sangre oculta en heces.
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En todos los casos, el melanoma cutaneo primario fue extirpado con un
margen quirdrgico de piel sana variable en funcién del espesor de Breslow,
profundizando cuando era posible hasta fascia muscular, respetando la misma.
Cuando la localizacién anatomica lo permitia, los margenes de reseccion de piel
sana perilesional fueron de 1 a 2 cm en el caso de los melanomas de menos de 4
mm de espesor de Breslow, y de 3 cm si el tumor tenia mayor indice de Breslow.

En 10 de los 33 pacientes se realizé biopsia selectiva del ganglio centinela,
tras inyeccién de **Tc (tecnecio) nanocoloide perilesional o alrededor de la cicatriz
de la biopsia excisional. El estudio histopatoldgico se realizd en el Servicio de
Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. En todos los
casos estudiados se descarté infiltracién maligna de dicho ganglio.

Las visitas de seguimiento se realizaron trimestralmente, e incluian
exploracién fisica completa, hemograma y bioquimica general. Ademas, los
pacientes se realizaban anualmente una radiografia simple de térax y una
ecografia hepatica. Dependiendo de la sintomatologia del enfermo y los
resultados de las pruebas complementarias rutinarias, se solicitaron otras técnicas
adicionales de diagnéstico, como tomografia axial computarizada, gammagrafia
0sea, transito gastrointestinal y/o endoscopia digestiva.

Las pruebas de evolucion inmunolégica, uno de los objetivos
fundamentales de esta tesis, requirieron la obtencién de muestras de sangre
periférica de manera cronolégica dentro del periodo total de seguimiento de los
pacientes. La primera muestra se recogié en el momento de inclusion de los
pacientes en el estudio (muestra basal o tiempo 0). Con posterioridad se tomaron
muestras cada 6 meses hasta conseguir un total de 4 muestras por cada paciente
(la dltima obtenida a los 18 meses de su inclusion en el estudio).

Tras concluir el periodo de obtencién de muestras, todos los pacientes se
mantuvieron en observacion clinica durante 12 meses adicionales, de modo que

el periodo total de seguimiento fue de 30 meses.
1.2. Variables analizadas

En cada paciente se consideraron una serie de variables clinicas e
histoldgicas, que se describiran a continuacion con mayor detalle. Estas variables

contribuyeron a la descripcidn clinica de los pacientes y a la definicién de las
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caracteristicas clinicas o histolégicas del tumor. Algunas de estas variables fueron
utilizadas para la clasificacion de los pacientes en distintos grupos de estudio. Ese
fue el caso de la edad y el sexo del paciente, y del espesor del melanoma, la
supervivencia a los 30 meses del diagnastico y ta aparicion de metastasis durante
el periodo de seguimiento. Una vez establecidos dichos grupos de estudio, sobre
ellos se evaluaron las posibles diferencias o cambios en las distintas variables

inmunolégicas analizadas.

1.2.1. Variables clinicas

Entre las variables clinicas se consideraron las siguientes:

a} Extension de la enfermedad: aparicién de metdstasis durante el periodo de
seguimiento:

¢ No metastasis.

» Metastasis regionales cutaneas o linfaticas.

o Metastasis viscerales.

b) Supervivencia: se consideré la muerte o fallecimiento durante el periodo de
seguimiento:
¢ Vivo.

¢ Fallecido.

c) Edad: se tuvo en cuenta la que tenia el paciente en el momento de la primera

visita:

¢ Menor de 40 afnos (< 40).

¢ Mayor o igual a 40 afios (> 40).
d) Sexo:

o Hombre.

o Mujer.

e) Localizacién del tumor:

¢ Cabezay cuello.
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Extremidades superiores.
¢ Tronco.

Extremidades inferiores.

Acral.

1.2.2. Variables histologicas:

En cuanto a la descripcion histopatolégica de los melanomas, se

seleccionaron los siguientes parametros:

a) Espesor de Breslow
Por una parte, para describir el espesor de los melanomas, se ha utilizado
la Gltima clasificacion propuesta por la AJCC:
e <1,00 mm.
e 1,01 -2.00 mm.
e 2.01-4.00 mm.
e >400mm.

No obstante, a la hora de analizar los datos relativos a los estudios
inmunolégicoes, parecié mas operativo agrupar los melanomas en sélo dos grupos
de espesor:

o Espesor menor o igual a 2 mm (< 2 mm).

» Mas de 2 mm de espesor (> 2 mm).

b) Tipo histolégico:
» Meianoma de extension superficial (MES).
e Melanoma nodular (MN).
e Melanoma lentiginoso acral (MLA).

e Léntigo maligno melanoma (LMM).
¢) Ulceracion de la superficie tumoral:

e Si.
¢ No.
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d) Infiltrado inflamaftorio:
e Nulo.
e Escaso.
¢ Intenso.

El infiltrado inflamatorio linfocitario peritumoral se definid6 como intenso
cuando se disponia en banda y con un espesor superior a 0,5 mm, en la base de
la lesion; escaso, cuando estaba constituido por focos linfocitarios préximos a la
lesion, con espesor inferior a 0,5 mm; y nulo, cuando como mucho se reducia a

focos aislados en la periferia de la lesidn.

&) Signos de regresion:
o Si.
e No.

1.2.3. Variables inmunolégicas

Para valorar la capacidad de respuesta inmunitaria de los pacientes, se
estudiaron tres aspectos principales:

a) Poblaciones y subpoblaciones celulares de sangre periférica.

Para un aprovechamiento méximo de las muestras de sangre periférica, se
prepard un protocolo de marcaje con anticuerpos monoclonales (AcMo), cuyo
metodo se detalla mas adelante (apartado 3.2.). Dicho método permitia analizar
diferentes celulas de estirpe leucocitaria y valorar la expresién de moléculas
constitutivas o que se pueden inducir en los distintos subtipos celulares.

b) Citoquinas en suero.

Se estudiaron cuatro tipos de citoquinas determinadas mediante técnicas
de enzimoinmunoanalisis (ELISA): INFy e IL-15, como representativas del fenotipo
Th1, e IL-6 e IL-10, del fenotipo Th2. Los reactivos utilizados se recogen en las
tablas [ll y IV.
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¢) Polimorfismo en los genes reguladores de la secrecién de citoquinas.

Para ello se evaluaron las diferencias puntuales en las regiones promotora
o intrénica, segun los casos, de los genes que codifican las citoquinas IL-6, I1L-10
e INFy.

1.3. Grupos de estudio

Se analizaron las diferencias existentes para las distintas poblaciones y
subpoblaciones celulares en sangre periférica y para las citoquinas séricas
seleccionadas, asi como los polimorfismos de los genes reguladores de la
secrecion de determinadas citoquinas. Para dicho andlisis se agruparon los

pacientes de acuerdo a tres criterios fundamentales:

a) Espesor de Breslow del melanoma
e <2 mm.

e >2 mm.

b) Supervivencia tras el periodo de seguimiento:
e Vivo.

e Fallecido,

c) Aparicion de metastasis durante el periodo de seguimiento:
¢ No metastasis (grupo NM).
o Metastasis regionales (grupo MR).
o Metastasis viscerales (grupo MV).
Cuando en un mismo enfermo aparecieron metastasis regionales y
viscerales, el paciente se incluyo en el grupo MV.

Adicionalmente se estudiaron las posibles diferencias debidas al sexo ¢ a
la edad del paciente. En este ultimo caso, se consideraron los dos grupos
definidos en el apartado de variables clinicas, es decir, sujetos menores de 40
afnos y de edad igual o superior a 40 anos.

Cuando se realizé e! andlisis de los valores absolutos de las distintas

poblaciones celulares o de los niveles de citoquinas, se estudiaron primero las
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diferencias intergrupo en cuanto a los datos basales. En segundo lugar, se

analizaron las diferencias intergrupo e intragrupo de los distintos valores

obtenidos durante el periodo de seguimiento; es lo que se ha denominado, en

este trabajo, diferencias en los valores globales o cambios globales.

2. MATERIAL GENERAL

2.1,

2.2,

Instrumental

Agitador de tubos VX 100 (Labnet International Inc, Woodbridge, NJ, USA)
Camara de flujo laminar (Telstar S.A., Tarrasa).

Camara de Neubauer (Exacta, Alemania).

Centrifuga Megafuge 2.0R (Heraeus Instruments, Alemania).

Citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).
Contador automatico de leucocitos T-540 (Coulter, Northwell Drive, Reino
Unido).

Equipo de ELISA (ADIL instruments, Strasbourg, Francia).
Espectrofofometro (Whittaker, Austria).

Microscopio optico (Leitz, Wetzlar, Alemania).

Tanque de nitrogeno liquido (Air-Liquide, Francia).

Termociclador (Perkin-Elmer-Cetus, USA).

Material fungible

Tubos de vidrio con EDTA, tipo Wintrobe (Becton Dickinson, Mountain View,
CA, USA).

Tubos de vidrio heparinizados (Becton Dickinson).

Tubos de vidrio no heparinizados (Becton Dickinson).

Ampollas de congelacion de 2 mL (Greiner, Alemania).

Pipetas desechables estériles de diferentes volimenes (LP ltaliana SPa,
Milan, Italia).

Placas de 96 pocillos con fondo redondo (Greiner).

Tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon, Becton Dickinson).
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Placas especiales para técnicas de ELISA (NUNC, Roskilde, Dinamarca).
Tubos Eppendorf (Hucoa-Erléss, Madrid).

2.3. Reactivos y soluciones

H2S04 (Panreac, Barcelona).

Tween-20 (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid).

2,2"-Azino-bis(acido etilbenztiazoline-6-sulfénico) (ABTS) (Sigma, St. Louis,
USA).

AcMo y estandares recombinantes, empleados en las técnicas de ELISA (ver
tablas lll y IV).

Avidina-peroxidasa (Sigma).

BSA (Sigma).

Estreptavidina-POD-conjugada (Béehringer-Mannhein, Mannhein, Alemania).
Trizma base (Sigma)

HCI concentrado (Merck, Darmstadt, Alemania)

MgCi, 1M (Merck)

KCI (Merck)

Sacarosa (Merck)

Proteinasa K (Béehringer Mannheim)

Triton (Sigma)

Gelatina (Merck)

NP-40 (Fluka, Madrid)

Acido bérico 89 mM (Sigma)

Taq ADN polimerasa (Béehringer Mannheim)

CFEEET]

Agarosa (Sigma)

Suero fisiolégico MEIN estéril (Fresenius Kabi Espafia, Barcelona)

PBS (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia)

Tampén NaHCO; 0,1M (Merck).

Tampon citrato-1, acido citrico anhidro 0,1M (Merck).

Agua bidestilada (B. Braun Medical, Rubi, Barcelona)

Tampon Tris-borato-EDTA (TBE) 1X, Trizma base 89 mM, dcido bérico 89
mM y EDTA 2 mM (Sigma).

Solucion de bromuro de etidio 50 ug/mL (Sigma).
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TABLA Hll. Anficuerpos monocionales (AcMo) utilizados para cuantificar IL-10 e IFNy por ELISA.

JES3-9D7 Pharmingen Purificado

JES3-12G8 Pharmingen Biotinilado
Pharmingen Recombinante

NiB42 Pharmingen Purificado

4S.B3 Pharmingen Biotinilado
- Pharmingen Recombinante

TABLA V. Reactivos usados para cuantificar IL-6 e IL-15 por ELISA.

CLB (Pelikine compact®),
Amsterdam, Holanda

R&D Systems Europe 1 pg/mL
(Quantikine®), Abingdon, UK

0,2 pg/mL

2.4. Anticuerpos monoclonales y reactivos especiales usados en citometria
de flujo

Los AcMo utilizados, se recogen en la tabla V, en la cual también se indica el
clon de origen, el proveedor y el tipo de fluorocromo con que se han
conjugado. Los cuatro fluorocromos usados fueron fluoresceina isotiocianato
(FITC), ficoeritrina (PE), proteina clorofila peridinina (PerCP) y aloficocianina
(APC), todos excitables a una longitud de onda de 488 nm (luz azul) con la
ventaja de que emiten a distintas longitudes de onda: 519 nm (luz verde) para
FITC, 578 nm (luz naranja) para PE, 660 nm (luz roja) para APC y 675 nm (luz
roja) para PerCP.

Solucion tamponada de fosfato (PBS, BioMérieux, Marci I'Etoile, France).

Se emplea para mantener el equilibrio osmético durante el proceso de lavado
de sangre y céiulas de cultivo.
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Solucion de lisado, FACS Lysing Solution (Becton Dickinson).
Esta solucién lisa los hematies y fija simultdneamente los leucocitos, después

de haber sido teflidos con los AcMo adecuados.

Solucion de lavado, FACS Flow Solution {Becton Dickinson), utilizada en el

proceso de adquisicion de las muestras para su analisis citométrico.

2.5. Preparacion de soluciones y tampones para el estudio del polimorfismo

de citoquinas

2.5.1. Soluciones madre

MgCil, 1M.

Se disolvieron 101,65 g de MgCl, en agua bidestilada (203,3 g/mol) hasta
alcanzar un volumen hasta 500 mL. Dicha solucién se autoclavé y almacend
a 4°C.

Solucion de proteinasa K.

El contenido de un vial de 100 mg de proteinasa K se disolvié en 10 mL de
agua bidestilada estéril (10 mg/mL), tras lo cual se prepararon alicuotas de 50
uL en tubos Eppendorff de 0,6 mL previamente autoclavados. Dichas

alicuotas se almacenaron a -20°C.

Solucion de bromuro de etidio 50 yg/mL

2.5.2. Soluciones tampoén

Tampon de lisis.

Se usa para lisar los hematies contenidos en las muestras de sangre
periférica. Para el mismo se preparé una mezcla conteniendo:

e Sacarosa 0,32 M

e Tris-HCI 10 mM pH 7,5

e MgCl, 5mM
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o Triton 1%.

En la mezcla se usaron 10,9 g de sacarosa, 1 mL de Tris-HCI 1 M, 500 pL de
MgCl2 1 M, 1 mL de Triton en un volumen final de 100 mL con agua destilada.
El tampén de lisis se autoclavé y posteriormente se conservé a 4°C hasta

nuevo uso.

Tampon para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se utiliza para romper la membrana celular. Es una solucién 50 mM en KClI,
10 mM en Tris-HCI pH 8,3 y 2,5 mM en MgCl,, que contenia 0,1 mg/mL de
gelatina, Tween-20 al 0,45% y NP-40 al 0,45%. Para 500 mL, se mezclaron: 5
mL de Tris-HCI 1 M pH 8,3; 1,86 g de KCI; 0,254 g de MgClx; 50 mg de
gelatina; 2250 ul de NP-4Q y 2250 puL de Tween 20. La mezcla se sometié a
esterilizacion en autoclave antes de su uso y en estas condiciones se
adicionaron 0,6 uL de 10 mg/mL de proteinasa K por cada 100 L de solucién.

Si no se iba a usar inmediatamente se conservaba a -20°C.
2.5.3. Soluciones de trabajo

Tris-HClI 1M pH 7,5 y pH 8,3.

Se utilizé Trizma base a una concentracion de 121,1 g/mol disuelto en 900 mL
de agua bidestilada, ajustando el pH mediante adicion de HC! concentrado
hasta 7,5 y 8,3, respectivamente, Posteriormente se completd el volumen a
1000 mL con agua bidestilada y la muestra esterilizada en autoclave se
almaceno a 4°C hasta su uso.

Solucion de TBE 0,5X, Trizma base 44,5 mM, é&cido bérico 49,5 mM y EDTA 1
mM. _

Para 1000 mL, se toman 500 mL de solucién 1X de TBE y se adiciona agua
bidestilada hasta compietar dicho volumen.
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TABLA V. Anficuerpos monocionales utilizados en el estudio de cifometrfa de flujo.

Panleucocitario
Todes fos leucocitos W6/32 Serotec PE, FITC
Céls B, Céls T-activadas, L-243 BD PE
monocitos

Céls B, T y NK, granulocitos, DX2 Pharmingen FITC
monocitos, timocitos

Todas las céls T BD PerCP, APC
Céls T, monocitos SK3 BD APC

CélsT UCHT2 Pharmingen APC

Céls Ty NK SKi1 BD PerCP

Céls T activadas NOK1 Pharmingen PE *

Todas las céls B

APC, PerCP

Céls B, T y NK, monocitos NKP15 BD FITC
Céls TYyNK NCAM16.2 BD FITC

Monocitos, granulocitos

Monocitos, céis B Pharmingen

Céls T TRAP1 Pharmingen PE
Céls B y T, monocitos L307.4 Pharmingen FITC
Céls B y T, monocitos iT2.2 Pharmingen PE
CéisT CD28.2 Inmunotech FITC
CéisT BNI3 Pharmingen PE

* Marcaje indirecto de CD35L-biatina con estreptavidina-PE.
Abreviaturas: Céls., células; CD, cluster de diferenciacién; NK, natural killer, BD, Becton Dickinson,

Proveedores: BD (Mountain View, CA, USA), Immunotech (Marseille, France), Pharmingen (San Diego, USA),
Serotec (Oxford, Reino Unido).
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3. METODOS

3.1. Protocolo de extraccion y recogida de muestras

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas mediante puncién
venosa y en condiciones de esterilidad. Se extrajo una primera muestra al inicio
del estudio y, durante el periodo de seguimiento, se repitieron las extracciones
cada seis meses, hasta compietar un total de cuatro muestras por paciente. En

cada extraccion se obtuvieron dos tipos de muestras:

a) Muestras anticoaguladas, recogidas en tubos con EDTA, tipo Wintrobe,
con ios que se recuperaba un volumen de 2 mL de sangre total. Estas muestras,
se utilizaban para realizar un hemograma y para el marcaje y estudio mediante
citometria de flujo de las poblaciones linfocitarias. Ademas, se obtenian muestras
en tubos heparinizados, y se utilizaban para separar células mononucleares de
sangre periférica, que se congelaban en nitrégeno liquido para crear un archivo
de muestras disponible para posibles anélisis posteriores. Los élementos formes
se separaban mediante gradiente de centrifugacion con Lymphoprep® a 680xg
durante 25 minutos, tras lo cual se sometieron a 3 lavados con suerc salino y
centrifugacion a 355xg, eliminando los sobrenadantes por aspiracion al vacio. Se
empleé Azul Tripan para analizar la viabilidad celular y contar las células en
camara de Neubauer por observacion directa al microscopio 6ptico. El plasma
remanente de cada tubo se alicuot6 en tubos de 1,8 cc y se congeld a -70°C.

b) Muestras no anticoaguladas para la obtencién de sueros, recogidas en
tubos de vidrio no heparinizados, que se mantenian a temperatura ambiente hasta
la retraccion del coagulo, tras lo cual se centrifugaban durante 10 minutos a
840xg. El suero, asi obtenido era alicuotado en dos tubos y congelado a -70 °C.

Todo el proceso seguido para la obtencién de células mononucleares,
suero y plasma, se llevo a cabo en condiciones de esterilidad, trabajando en una
camara de flujo laminar de alta seguridad biolégica.
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3.2. Estudios mediante citometria de flujo

Para estos estudios se dispuso de un citometro de flujo equipado con laser
de argdén de 488 nm y diodo rojo de 635 nm, con posibilidad de medir
simultaneamente cuatro colores de emision, {o que permitié detectar diversas

combinaciones de marcadores de poblaciones celulares (tabla V).

3.2.1. Preparacién y marcaje de las muestras para la citometria de flujo

En tubos de polipropileno de 10x75 mm, se distribuyeron 100 uL de sangre
total anticoagulada con EDTA y 10 uL de cada AcMo. Las combinaciones de
AcMo que se aplicaron segln el protocolo de estudio utilizado para el andlisis
fluorocitométrico de los distintos subtipos celulares y de la expresion de moléculas
de superficie en las células mononucieres, se exponen en la tabla V1. Una vez
mezclados homogéneamente, se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente y ambiente oscuro, y se fijaron con 3 mL de solucién de lisis/fijiacion
durante 5 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron en centrifuga
refrigerada a 4°C durante 5 minutos a 355xg. Tras decantar el sobrenadante, el
boton celular del fondo del tubo se agitaba, se lavaba con solucién de lavado y se
volvia a centrifugar a 4°C durante 5 minutos a 355xg, repitiendo todo este proceso
dos veces seguidas. Por ultimo el botdon celular se resuspendia en 0,5 mL de
PBS. En todos los casos se proceso en paralelo un tubo con el control de isotipo

de inmunoglobulinas para cada uno de los fluorocromos usados en el marcaje.

TaBLA vI. Combinaciones de anticuerpos monoclonales usados en los estudios de
citometria de fiujo.

CD16/56

CD28 CTLA-4 CD4 CD8
CD80 CD86 CD5 CcD19
CD95 CD95L CcD19 CD3

Controles de isotipo
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3.2.2. Adquisicién en el citbmetro de las muestras marcadas

Para que la adquisicion sea valida y reproductible es preciso que el equipo
se estandarice adecuadamente antes de iniciar cualquier proceso de adquisicion y
andlisis de una muestra. Por ello, los componentes fotoeléctricos del citbmetro se
ajustaron semanalmente utilizando el programa informatico ‘AutoCOMP” vy los
calibradores CALIBRITES (Becton Dickinson) (microesferas marcadas con
fluoresceina -FITC- y ficoeritrina -PE- y sin marcar), usados para minimizar el
posible solapamiento entre los distintos espectros de las sefiales de fluorescencia.
La intensidad media de fluorescencia (IMF) de las microesferas marcadas con
FITC y PE fue calculada diariamente, y séio cuando se observaron cambios
significativos en sus intensidades de fluorescencia, el citdmetro fue recalibrado.

Una vez controlada la calibracién, las muestras marcadas se adquirieron en
el citébmetro usando el programa informatico “CellQuest’ para la adquisicién de
datos. Para ello, una vez marcadas, las muestras se diluyeron en PBS, para
conseguir una velocidad de adquisicion de entre 200-1200 eventos por segundo.
Se adquirieron entre 20.000 y 30.000 eventos mediante una ventana adecuada a
células linfocitarias. El programa permitia el analisis simultdneo de seis
parametros en las células de las muestras adquiridas: FSC (“forward scatter”) y
SSC (“side-angle scatter’), que determinan el tamafo y la complejidad celular
respectivamente y, siguen una escala [ineal, mientras las distintas fluorescencias,

FL1, FL2, FL3 y FL4, siguen una escala logaritmica.

3.2.3. Analisis de los datos de citometria

Para calcular el porcentaje de células que expresaban las moléculas
marcadas para su estudio, se utilizé el marcaje para el control de fluorescencias
Simultest 1gG1-FITC/IgG2a-PE (Becton Dickinson) e IgG1-TRICOLOR (Caltag),
mediante el cual se establecieron los limites a partir de los cuales se consideraba
positiva la expresion de cada uno de los anticuerpos monoclonales empleados.
Los resultados se recogian como porcentaje de linfocitos positivos para una
determinada molécula reconocida por su anticuerpo monoclonal especifico.

En un analisis simultaneo, se determiné el numero de leucocitos totales

(células/uL) mediante un contador automatico (Coulter T-540), que sirvié para
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determinar los valores absolutos de cada una de las subpoblaciones celulares
estudiadas. De este modo, usando los porcentajes estimados por citometria de
flujo para cada poblacion y teniendo en cuenta el nimero total de leucocitos, se

pudo calcular el nimero absoluto de células/ul para cada subtipo celular.

Calculo de valores absolutos

Las formulas utilizadas para el calculo de los valores absolutos de

poblaciones y sus subtipos fueron respectivamente:

n° de linfocitos, (n° leucocitos/pL) x (% linfocitos o monacitos)
0 Monocitos =..
(por pi. de sangre) 10?

n° de células de una (n° leucocitos/ul.) x (% linfocitos) x (% de la subpoblacion)
subpoblacién linfocitaria =
(por plL de sangre) 10*

Calculo de la Intensidad media de fluorescencia (IFM) para un marcador dado.

La IMF de una molécula en una poblaciéon celular es proporcional al
nimero de moléculas detectadas sobre la superficie de dichas células, con lo que
se ofrece una estimacion de la intensidad de expresion de la molécula analizada.
El coeficiente de variacion (CV) es indicativo del grado de homogeneidad en la
expresion o distribucion de dicha molécula dentro de la poblacién estudiada. Para
su calculo se usaron los pardmetros proporcionados por el programa de andlisis
PAINT-A-GATE pro, IMF y CV, expresados en valores lineales de 1 a 10.000.

3.3. Cuantificacién de citoquinas en suero mediante una técnica de ELISA

El analisis de citoquinas se realizé mediante una técnica convencional de
ELISA. En el caso de la IL-10 y el IFNy, la determinacién se realizé mediante un

método preparado en el Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Virgen
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de la Arrixaca usando, como anticuerpos de captura, AcMo purificados anti-
interleuquinas humanas y, para el revelado, AcMo biotinilados que reconocian
diferentes epitopes de la interleuquina correspondiente (tabla lil). Como estandar
se utilizé cada interleuquina en su forma recombinante obtenida comercialmente.
Para el andlisis de la IL-6 y la IL-15, se usaron métodos comerciales disponibles

en el mercado (tabla 1V).

3.3.1. Cuantificacién de IL-10 e IFNy

La cuantificacion de IL-10 e IFNy en muestras de suero se realiz siguiendo
el protocolio recomendado por el la empresa suministradora de reactivos con

algunas modificacicnes, tal como se detalla a continuacion.

Fijacién del AcMo purificado y bloqueo de las placas.

El AcMo purificado se diluyd a una concentraciéon de 2,5 ug/mL en tampdn
bicarbonato y se distribuyeron 50 pL por pocillo. Una vez hecha la dispensacion,
las placas se incubaron a 4°C en agitador horizontal toda la noche y se lavaron 2
veces con PBS-Tween-20 al 0,05%, con una demoera de un minuto entre lavado y
lavado. Posteriormente las placas se secaron sobre papel secante, se bloguearon
anadiendo 200 uL por pocillo de PBS-BSA 3% y se incubaron durante dos horas
en reposo a temperatura ambiente. A continuacion se lavaron de nuevo 2 veces
con PBS-Tween-0.05%.

Realizacién del ensayo.

Para construir las curvas patrén se prepararon diluciones seriadas en PBS-
BSA-3% de las citoquinas recombinantes humanas: IL-10 (concentracién inicial
500 pg/mL vy final 7,8 pg/mL) e IFNy (concentracion inicial 500 pg/mL vy final 7,8
pg/mL). En cada pocillo se dispensaron 100 uL de cada dilucién del estandar y

otros 100 uL de cada suero a estudiar sin diluir.

Todos los puntos se analizaron siempre por duplicado, manteniendo los
pocillos correspondientes al “blanco” y al “cero” sélo con PBS-BSA-3%. Las
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piacas se incubaron toda la noche a 4°C en el agitador horizontal, y se lavaron 4
veces con PBS-Tween 0.05%. A continuacién se adicionaron 100 pL por pocillo
del anticuerpo monocional biotinilado especifico para cada citoquina diluido a una
concentracion final de 2,5 pug/mL en PBS-BSA-3%. Tras una incubacion de 45
minutos en agitacion a temperatura ambiente, las placas se volvieron a lavar 6
veces con PBS-Tween-0.05%, se les afiadieron 100 plL por pocilio de avidina-
peroxidasa diluida 1:400 en PBS-BSA-3%. A los pocillos del “cero’ no se les
afadié ni AcMo biotilinado ni avidina-peroxidasa, sino que se mantuvieron sélo
con PBS-BSA- 3%.

Desarrollo del color y medida.

Después de lavar 8 veces las placas con PBS-Tween al 0,05%, se
anadieron 100pL del correspondiente substrato previamente descongelado, ABTS
0,05 mM en tampén citrato-1 y 0,1% de H;0; (el H20, se afade al sustrato justo
antes de ser utilizado). Las placas se incubaron en agitacién y oscuridad hasta
que se desarrolld color (45-50 minutos), tras lo cual se leyeron a 405 nm en el

espectrofotometro.

La sensibilidad de cada uno de [os ensayos se consideré como el menor
cambio en la concentracion de citoquina que pudo ser detectado con fiabilidad, y
a efectos practicos, se calculd como el valor minimo de concentracion de
citoquina diferente al cero que era posible detectar en la curva estandar en un
valor equivaiente a 2 desviaciones estandar (limites de confianza del 95%). De
esta manera, la sensibilidad estimada para cada uno de los ensayos fue de 7,8

pg/mL para IL-10 e IFNy.

Para estimar la reproducibilidad de nuestros ensayos, se calculé la
variacion intraensayo, mediante el célculo del coeficiente de variaciéon de los
valores obtenidos en medidas repetidas (n=20) de la concentracion de citoquinas
de una mezcla de sueros con concentracion conocida, obteniéndose unos
resultados de 5,6% y 5,1% para los ensayos de IL-10 e IFNy, respectivamente.
Dicha mezcla se us6 ademas en cada uno de los ensayos realizados para evaluar
la variabilidad interensayo, que resuité ser 11,3% y 11,7% para cada uno de los

ensayos anteriormente mencionados. El coeficiente de variacion de los duplicados
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de las muestras, estandares y controles permanecié por debajo del 10% en todos

los casos.

3.3.2. Cuantificacion de IL-6 e IL-15

En

este caso, al ser el método de ELISA de procedencia comercial, se

siguieron las indicaciones de cada fabricante (Tabla IV).

3.4. Analisis del polimorfismo de citoquinas

3.4.1. Procedimiento de extracciéon de ADN

Para la extraccion de ADN se siguieron estos pasos:

1.

Partiendo del tubo de sangre anticoagulada con EDTA, se tomaron 500
uL de sangre total en un tubo Eppendorff de 1,6 mL y se mezclaron con
500 uL de tampén de lisis. La mezcla se centrifugd a 3700xg durante
unos 20 segundos. Tras decantar el sobrenadante, se resuspendié el
botdn celular en 1 mL de tampon de lisis. Cuando no se obtuvo una lisis
total en el primer paso, el proceso se repitid tantas veces como fuera

necesario hasta que el sobrenadante fuera transparente.

. Seguidamente, el botén celular resultante se resuspendié en 500 pl de

tampdn para PCR y se transfirié a otro tuboc Eppendorff de 0,6 mL,
anadiendo 3 L de proteinasa K y agitando bien. Esta mezcla se incubo
a 50-60°C durante 1 hora. Posteriormente, todas las muestras se
calentaron a 95°C durante 10 minutos para inactivar la proteinasa K.

De la preparacion anterior, se utilizaron 15 uL para cada amplificacion o
se almacenaron a -80°C hasta su uso. Se sabe que aproximadamente
25 pL del lisado equivalen a 1ug de ADN gendmico. No obstante, en

todos los casos se cuantifico la densidad ptica (DO) a 260 nm.
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3.4.2. Analisis por PCR mediante cebadores especificos de secuencia

a) Procedimiento de amplificacién.

Se utilizd una técnica preparada comercialmente (One Lambda, Los

Angeles, CA, USA), siguiendo el protocolo recomendado vy utilizando:

Solucién de amplificacién (PCR— D-mix), preparada por la casa
comercial y que contiene: tampén para PCR, mezcla de
desoxinucledtidos, glicerol y colorante de marcado del recorrido.

ADN problema, a una concentracién comprendida entre 50-100 ug/mL.

Taq ADN polimerasa, a una concentracion de 5 Ul/uL.

Se siguieron los pasos que se indican a continuacion:

1.

Descongelar los reactivos y la placa que contiene los cebadores.
Mezclar y agitar el ADN y la solucién D-mix mediante la ayuda de un
vortex. Aplicar la placa de cebadores sobre la gradilla o soporte del
termociclador. Afiadir con pipeta de desplazamiento positivo 1 pL de
agua destilada estéril al tubo control negativo (posicién H de la placa).
Este tubo debe contener sélo una mezcla de todos los reactivos con
excepcion del ADN problema, en lugar del cual se afiade un volumen
equivalente de agua bidestilada.

Anadir 2 uL. de Taq ADN poiimerasa a cada tubo, agitar durante 5
segundos y centrifugar a baja velocidad.

Afiadir 9 pL de la mezcla al tubo del control negativo y 39 uL de ADN al
resto de tubos. Agitar y centrifugar de nuevo. Dispensar 10 L de esta
mezcla en cada pocillo de la placa de PCR, excepto en el control
negativo. Tapar los tubos con tapones o con papel adhesivo
suministrado por la casa comercial; en este Gltimo caso, colocar encima
la almohadilla termorresistente.

Transportar la placa al &rea de post-amplificacién y colocar la gradilla en
el termaciclador. Se utiliza el programa numerado como 90, durante un
tiempo aproximado de 1,2 horas (tabla VII).
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TABLA VIi. Esquema de ciclos, temperatura y tiempo usados en el
termociclador durante el proceso de amplificacién del ADN.

W(._,." :y 5 "."
S 2 é

9 1 96 10
2 63 60

20 1 26 10
2 59 50

3 72 30

b) Visualizacién del producto amplificado

Se efectud electroforesis del amplificado como se explica a continuacion:

1. Se prepar6 un gel de agarosa al 2,5%, conteniendo 0,75 g de agarosa
en 30 mL de tampén TBE 0,5X. Tras agitar suavemente, se colocé en
un microondas durante 3-5 minutos hasta que el gel quedd
transparente. Después, se enfri6 hasta 60°C, agitando de vez en
cuando para conseguir un enfriamiento uniforme y evitar que la agarosa
polimerice por unas zonas éntes que por otras.

2. Una vez que el gel estuvo preparado, se afiadieron 10 mL de TBE 0,5X

y 3 uL de bromuro de etidio comprobando que todos los pocillos
estuvieran llenos.

3. Se transfirieron 10 uL del amplificado completo a cada pocillo del gel
sumergido en la cubeta de la electroforesis con tampén TBE 0,5X,
mediante un sistema de transferencia en blogue. Se colocé la cabecera

de los electrodos sobre el gel, y se conectaron del polo negativo al

positivo. Se mantuvo el recorrido durante unos 4 minutos a 140 V,
comprobando que el colorante migrara aproximadamente 0,5 cm.
4. Se desconect6 la fuente y se llevé el gel al transiluminador de luz UV

para visulizar los fragmentos de ADN y obtener una foto.
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3.5. Métodos estadisticos

Se realizd una estadistica descriptiva de variables clinicas e histoldgicas,
obteniendo su distribucion de frecuencias.

Para los valores absolutos de las poblaciones celulares y citoquinas en los
distintos grupos de pacientes, se calcularon los parametros descriptivos: media,
error de la media, desviacion tipica y varianza.

La comparacion de los datos basales referidos a las poblaciones celulares
y citoquinas, se llevé a cabo mediante el test de Mann-Whitney, prueba no
paramétrica para muestras independientes.

El analisis de la evolucion de las variables inmunolégicas se hizo aplicando
un analisis de varianza de medidas repetidas relativo a un disefio factorial
jerarquizado. Cuando dicho andlisis de varianza reveld que existian diferencias
entre un numero de grupes de pacientes superior a dos, caso de las metastasis,
se utilizd la prueba de Bonferroni, que utiliza pruebas t para realizar
comparaciones por pares entre las medias de los grupos.

La relacion entre variables cualitativas se contrasté mediante analisis de
tablas de contingencia con el test de la x? de Pearson, aplicando la correccion de
Yates, o utilizando el test exacto de Fisher cuando el nimero de casos fue

insuficiente.
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IV. RESULTADOS

Se expondran en primer lugar algunas caracteristicas clinicas de los
pacientes y determinados rasgos histolégicos de los melanomas estudiados.
Algunos de estos parametros clinicos e histoldégicos han servido de base para
establecer los grupos de pacientes sobre los que se compararan los resultados

inmunolégicos.

1. DATOS CLINICOS

1.1. Edad

La edad media de los enfermos en el momento de su inclusion en el
estudio fue de 55,8 afios (rango: 35-74 anos). La mayor parte de los pacientes

tenian una edad igual o superior a 40 afios (tabla VIII).

1.2. Sexo

El nimero de pacientes de sexo femenino y masculino fue

aproximadamente el mismo (tabla VIII).

1.3. Localizacion del tumor

En la serie estudiada, los melanomas se localizaron con mayor frecuencia
en las extremidades inferiores, seguidas, en orden decreciente, por el tronco,
cabeza y cuello, region acral y, por ultimo, las extremidades superiores (tabla 1X).
De los cinco melanomas acrales (palmo-plantares y subungueales), cuatro se
localizaban en las extremidades inferiores y uno en las superiores,
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En cuanto a la distribucién anatomica segun el sexo, la localizacion mas
frecuente en mujeres fueron las extremidades inferiores (58,8%), y el tronco en
los hombres (37,5%).

Los melanomas localizados en el tronco y los acrales tenian mayor
espesor, mientras que los mas delgados eran los que afectaban las extremidades
(tabla IX).

1.4. Desarrollo de metastasis

A los 30 meses del inicio del estudio, aproximadamente la cuarta parte de
los enfermos habian presentado metastasis de melanoma. De acuerdo a la
aparicion o no de metastasis, y a su localizacién, los pacientes se clasificaron en
tres grupos: a) sin metastasis (grupo NM); b) con metastasis regionales (grupo
MR), que incluia un paciente con afectacién ganglionar y otros tres enfermos con
metéstasis cutdneas en transito; y c) con metastasis viscerales (grupo MV),
constituido por cinco pacientes, dos de los cuales mostraron previamente
afectacion ganglionar, El tiempo medio hasta la aparicion de metéastasis

viscerales en el grupo MV fue de 14,65 + 6,30 meses (rango: 6,1 - 19,7 meses).

1.5. Supervivencia y su correlacion con otras variables clinicas.

Tras 30 meses de seguimiento, 29 pacientes (87,9%) permanecian vivos, y
el resto (12,1%) habia fallecido por el melanoma. El tiempo medio hasta el

fallecimiento fue de 26,37 + 2,88 meses (rango: 22,6 - 29,6 meses).
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TABLA VIIl. Supervivencia tras el perfodo de seguimiento, agrupando los enfermos segiin
el sexo, la edad y la localizacién anatémica del melanoma primario.

e T ar
i

5

16 (94,1%)

7 (100%)

20 (84.6%

1(5,9%)

0 (0%)

4 (15,4%)

7 (100%

3 (60%)

"2 (100%)

6 {85,7%)

14 (100%)

4 (80%)

2 (40%)

0 (0%)

1{(14,3%)

0 (0%)

1 (20%)

5 (100%)

2 (100%)

7 (100%)

14 (100%)

5 (100%)

TABLA IX. Distribucion anatémica de los melanomas y espesor medio

segun su localizacién.

2,32 +1,70
7 21,2 342+1,75
14 42,4 1,38 +1,19
2 6,1 0,80+ 0,42
5 15,2 3,11+ 2,01
33 100,0 218 +1,75

2. DATOS HISTOLOGICOS

2.1. Espesor de Bresliow

El espesor medio de los melanomas de este estudio fue de 2,18 + 1,75 mm

(rango: 0,20 - 6,70 mm). Los tumores de menos de 1 mm de espesor fueron los
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mas frecuentes, aunque la incidencia de los melanomas de 2,01 a 4 mm de

grosor estuvo muy préxima a la de aquéllos (tabla X).

TABLA X. Distribucién de los melanomas estudiados
en funcion del espesor de Breslow.

La (tabla XI) resume el valor medio del espesor de Breslow en relacion con
la edad, el sexo, la supervivencia y el desarrollo de metastasis. Dicho valor fue
mayor en los hombres, en los sujetos mayores de 40 afios, en los que fallecieron

y en los que desarrollaron metastasis viscerales.

TABLA XI. Valores medios de espesor de Breslow en funcién del sexo, edad, supervivencia o
aparicién de metdstasis.

e i 5 AT AR

G o e 2 Sl

o s el : : i

B i 2 S 5 e

EEee 2 i Zmato > 4&%’%%%%}5
:

e : . : e

;J 187+2.24 2,26+1,60 2,70+1,91 1,69 + 1,44
e
j*’f??; (0,20-5,50) (0,20-6,70) (0,20-6,70) (0,30-5,20)
v : ; S O 2 : T
et ) : @ 57 2 2 5 ﬁ::,

% o 2 2 R
7 £

e

27355 7 Mgfg

24 1,89+ 1,57 432+1,58 1,78 £1,54 1,656+ 0,48 4,56 + 1,48

A
,,;s,si:;:,ss.
e

(0,20-5,50) (2,95-6,70) (0,20-5,20) (1,00-2,30) (2,95-6,70)

7
=

NM, no metastasis; MR, metastasis regionales; MV, metastasis viscerales.

67



Resultados

2.2, Tipo histolégico

El melanoma de extension superficial (MES) fue el tipo histoldégico mas
frecuente (54,5%), seguido en orden decreciente de frecuencia por el melanoma
nodular (MN) (27,3%), el melanoma lentiginoso acral (MLA) (15,2%) y, por ultimo,
el léntigo maligno melancma (LMM) (3,0%).

2.3. Ulceracion

En la serie de melanomas estudiada, habia un claro predominio de las
lesiones no ulceradas (n=27; 81,8%) sobre !as que evidenciaban uiceracion en el

analisis histopatologico (n=6; 18,2%).

2.4. Infiltrado inflamatorio

En la mayoria de melanomas, el infiltrado inflamatorio peritumoral fue nulo
(42,4%) o escaso (39,4%), mientras que sélo unos pocos tumores mostraban un
infiltrado intenso (18,2%).

2.5. Regresion

Se llegaron a demostrar signos histolégicos de regresién en cinco
melanomas (15,2%), mientras que dichos signos estaban ausentes en el resto de
tumores (84,8%).
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2.6. Tipo celular

El tipo celular epitelioide mostré la mayor prevalencia (54,5%), seguido, en
orden decreciente de frecuencia, por los melanomas con predominio de células
atipicas (27,3%), de células fusiformes (15,2%) y, por ultimo, de células nevoides
(3%).

2.7. Correlacion de variables histolégicas con la supervivencia

En cuanto a la relacién existente entre determinadas caracteristicas
histopatologicas del tumor y la supervivencia del paciente (tabla Xll), a
continuacion se detallan varias asociaciones significativas y otras que, aunque en
esta serie no alcanzaron significacion estadistica, resultaron llamativas.

En el presente estudio se pudo observar que todos los enfermos que
fallecieron a lo largo del periodo de seguimiento, presentaron melanomas de mas
de 2 mm de espesor de Breslow, con ausencia de infiltrado inflamatorio
peritumoral y con predominio de células tumorales atipicas. En este sentido, se
demostré una correlacion positiva significativa entre el fallecimiento del paciente
y tanto el infiltrado nulo (P=0,02) como la variante de melanoma con celularidad
atipica (P=0,003).

El MN fue el tipo histoldégico que se correlacioné con mayor mortalidad, lo
cual resultd significativo (P=0,03), seguido por el MLA.

La ulceracién histolégica se asocid, de modo no significativo, con un
menor tiempo de supervivencia que la ausencia de ulceracion.

No se produjo el fallecimiento de ningln paciente cuyo melanoma mostré
signos de regresién a nivel histolégico.

A pesar del interés de las diversas caracteristicas histoldgicas de los
melanomas estudiados, a la hora de intentar asociarlas con las diversas variables
inmunoldgicas analizadas en los pacientes, no se pudo comprobar ningdn tipo de
correlacion, con excepcion del espesor de Breslow mayor o menor de 2 mm. Esto

se observé en andlisis estadisticos preliminares realizados con los datos
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procedentes del estudio de las distintas muestras de sangre obtenidas de los

pacientes.

TABLA XII. Supervivencia de los enfermos en funcién de las caracteristicas histopatolégicas
de los melanomas.

2

18 (100%) 6 (66,7%) 4 (80%) 1 (100%)
0 (0%) 3 (33,3%) 1 (20%) 0 (0%)
9 (100%) | 5 (100%) 1 (100%)

18 (100%) 11 (73,3%) 4 (66,7%) | 25 (92.6%)

0 (0%) 4 (26,7%) 2 (33,3%) 2 (1,4%)
18 (100%) 15 (100% 6 (100%) 27 (100%)
ALt 12508 LSty z T I T

b PR00000i0e
S
:
e e e
45 e
.

5

] 10 (71,4%) | 13(100%) | 6 (100%) | 5(100%) | 24 (85.7%)

. Gdo 1 4(286%) | 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (14,3%)
dapl 1 14 (100%) 6 (100%) | 5(100%) | 28 (100%)
e S e, Ry

Z

i
% ﬁﬁ,
A
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%
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gy
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18 (100%) 5 (100%) 5 (55,6%) 1 (100%)
0 (0%) 0 (0%) 4 (44,4%) 0 (0%)
18 (100%) 5 (100%) 9 (106%) 1 (100%)

Grado de significacién de la correlacion entre ia caracteristica histolégica sefalada
y el fallecimiento del paciente: «, P<0,05; s, P<0,01
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3. ESTUDIO INMUNOLOGICO DE LOS PACIENTES

Los estudios inmunolégicos, de acuerdo al tipo de analisis realizado, se

han dividido en tres apartados:

a)} Analisis de poblaciones celulares en sangre periférica.
b) Cuantificacion de citoquinas en suero.
c) Estudios del polimorfismo en las regiones reguladoras de los genes

de citoquinas.

Los resultados de los estudios inmunolégicos correspondientes a los dos

primeros apartados se han escindido para exponer por separado:

a) Las diferencias observadas en las determinaciones basales de las
poblaciones celulares y citoquinas estudiadas. El fin de este analisis
era determinar si existe algun factor inmunolégico cuyas
modificaciones se manifiesten tan precozmente como para poseer

valor prondstico desde la primera visita del paciente.

b) Los cambios globales experimentados por las distintas poblaciones
celulares y citoquinas a lo largo del estudio. En este caso se tendran
en cuenta todas las muestras obtenidas sucesivamente a cada

paciente, incluida la muestra inicial o basal.

En el analisis de los datos inmunolégicos, para estudiar si podian existir
diferencias entre los pacientes en relacién con la evolucion del proceso tumoral,
se agrupo a los enfermos en funcidn del espesor tumeral mayor o menor de 2
mm, de |a aparicion o no de metastasis y de su tipo (regionales o viscerales), y de
la supervivencia o no tras el periodo de seguimiento. Ademas, se intentd valorar

la existencia de posibles sesgos en relacién con la diferente edad o el sexo de
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los pacientes, consideradas como variables inherentes al individuo y no
dependientes de la enfermedad.

Tras agrupar a los pacientes en funcién del sexo y de la edad mayor o
menor de 40 afios, se pudo comprobar que las concentraciones basales de las
distintas poblaciones celulares estudiadas no experimentaron cambios
sustanciales en las sucesivas muestras que se fueron extrayendo a los enfermos.
Por este motivo, se considerd que dichos valores basales eran representativos de

los valores obtenidos en las muestras posteriores.

3.1. Analisis de poblaciones celulares en sangre periférica

3.1.1. Diferencias en las determinaciones basales de poblaciones celulares

en sangre periférica

En primer lugar se procedié a la cuantificacion de los leucocitos, linfocitos
y monocitos totales a la llegada del paciente a la consulta. Estas determinaciones
también se realizaron en todas las extracciones posteriores, como dato previo
para poder calcular los valores absolutos de cada subtipo celular estudiado.

El nimero absoluto de leucocitos totales, linfocitos y monocitos no mostré
diferencias significativas con respecto al espesor del tumor, la supervivencia del
paciente o la aparicion de metéstasis. No obstante, ia concentracién de estas
celulas era mas baja en el grupo de enfermos que fallecieron.

Tampoco se observaron diferencias significativas en los valores basales
de leucocitos totales, linfocitos y monocitos en relacién con la edad o el sexo del
paciente, aunque el nimero absoluto de monocitos era mas elevado en los

pacientes mayores de 40 afos.

3.1.1.1. Linfocitos T y sus subpoblaciones

En este trabajo, se han considerado como linfocitos T CD4* totales a
aquellas células con positividad para el marcador CD3 y negatividad para el CD8,
es degcir, las células CD3"CD8§".

72



Resulfados

En las muestras basales, la concentracion de células CD3" totales, CD4" y
CD8" era menor en los pacientes que fallecieron posteriormente que en los que
sobrevivieron al final del estudio, aunque en ningun caso la diferencia observada
fue estadisticamente significativa (tabla Xlil). Las diferencias en la concentracion
basal de estas células en funcién del espesor tumoral o de la aparicion de
metastasis eran ain menos evidentes (tabla Xlll y XIV). Logicamente, el estudio
aislado del valor basal del cociente CD4'/CD8" tampoco aportaba informacién
adicional de interés (ver muestra nimero 1 en figura 3a y, sobre todo, 3b).

En el momento basal, tanto el nimero de linfocitos CD3* como CD4*
totales era inferior en los pacientes de edad mas avanzada que en los mas
jovenes (P=0,011 y P=0,002 respectivamente) (tabla XV). Aunque los linfocitos
CD3"CD8" también eran menos numerosos en el grupo de pacientés mayores de
40 afos, dicha diferencia no llegé a alcanzar significacion (P=0,07). La influencia

del sexo no fue relevante para ninguna de estas poblaciones (tabla XV).
A) Expresién de CD28 y CTLA4 en células CD4"y CD8"

En las muestras basales, e! numero de células CD4'CD28* no varié
significativamente en relacion con las variables no inherentes al individuo (tablas
X'y XIV), si bien disminuyé rozando la significacién en los pacientes con
melanomas de mayor espesor (P=0,055) (figura 4a) y en los que fallecieron
(P=0,081) (figura 4b).

La concentracion basal de células CD4'CD28" si era menor en los
pacientes mayores de 40 afios que en los mas jovenes (P<0,0001), pero no
mostré cambios significativos en relacidn con el sexo (tabla XV).

En el momento basal, se observé un aumento en el nimero de células
CD4"CD28', en detrimento de las CD4*CD28", en los enfermos con melanomas
de mayor espesor, en los que fallecieron y en el grupo MV (en comparacién con
el grupo NM), aunque ninguna de esas diferencias aicanzé significacion
estadistica. El aumento en las cifras basales de las células CD4*CD28 también
se detectod en los pacientes de mayor edad, en comparacion con los mas jovenes,

pero fue todavia menos significativo.
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TABLA xil. Concentracion de células CD3', CD4', CD8', CD28', CTLA4' y CD95"
(células/uL), con respecto al espesor tumoral (s2mmvs>2mm)y la Supervivencia de los
pacientes.

866 + 284

745 + 298

436 + 152

512 + 301

o) 12741316 | 11144539 | 8304254 | 684+325 | 440+ 169 | 429+ 244
i 1268378 | 113214358 | 820+237 | 697 +219 | 425+ 188 | 426 + 181
77| 1262 +288 | 1066 +357 | 832+210 | 640+223 | 419+171 | 430+170

1277 + 322

1146 + 464

839 + 243

691 + 266
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Las cifras basales de las células CD8"CD28" se modificaron menos que
las de las células CD4"CD28" entre los distintos grupos de estudio (tablas XIIl y
XIV). Sélo se enconird significacion estadistica en la menor concentracion basal
de células CD8'CD28" en los enfermos de mayor edad en comparacién con el
grupo de pacientes mas jovenes (P=0,03) (tabla XV). No hubo diferencias
significativas en el nimero de estas células en relacién con el sexo (tabla XV).

Para diferenciar entre grupos de enfermos, se podia extraer mas
informacién cuando se comparaba el nimero basal de células CD8" segin su
expresion o no de CD28, mediante el cociente CD8'CD28" / CD8"CD28". Aunque
sin resultar significativo, los valores basales de dicho cociente eran mas bajos en
los enfermos con melanomas de mayor espesor (P=0,08), en los que fallecieron y
en los grupos MR y MV (ver primera muestra en figuras 5, 6 y 7 respectivamente).

El valor basal del cociente CD8CD28" / CD8*CD28" era inferior en los
pacientes de mayor edad que en los mas jovenes, aunque dicha diferencia tenia
aun menor significacién que los cambios descritos en el péarrafo anterior. Sin
embargo, si se estudiaba exclusivamente el grupo de enfermos mayores de 40
anos de edad, el mencionado cociente era significativamente mas bajo en los
pacientes con melanomas de mayor espesor (P=0,017); por el contrario, en el
resto de grupos, los cambios en dicho cociente seguian sin ser significativos.

El estudio de los linfocitos CD4" y CD8" que expresaban CTLA-4
demostro que se trataba de poblaciones escasamente representadas (tablas XliI-
XV). Debido a las limitaciones de la citometria de flujo para niveles tan bajos de

deteccidn, no se valoraron las diferencias en la conceniraciéon de estas células.

B) Linfocitos CD3" que expresan CD95" 0 CD16/56"

En cuanto a la expresion basal de la molécula APQO-1/Fas (CD95), no se
observé ninguna modificacion significativa entre los diversos grupos de pacientes
estudiados (tablas XIlI-XV). Lo mismo sucedié al analizar las diferencias en la
concentracion basal de células CD3'CD16/56" (tablas XV-XVI).

No se detecto expresion de CD95L en las muestras basales de ninguno

los pacientes estudiados.
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C) Células CD19°CD5" con expresién de CD80* o CD86"

Como consecuencia del protocolo de marcaje aplicado se pudo
determinar |a existencia de dos subtipos de linfocitos CD19°'CD5", en funcién de
la coexpresion de CD80 o CD86, sin que se pudiera demostrar una relacién
estricta entre su concentracién al inicio del estudio y el pronéstico o evolucion de

la enfermedad, ni tampoco con {a edad o el sexo (tablas XV-XVII).

3.1.1.2. Expresi6én de CD80, CD86 y CD95 en linfocitos B (CD19")

Paralelamente al estudio de linfocitos T, se estudié también la poblacién
basal de linfocitos B totales (células CD19") y sus subpobiaciones en funcién de
la coexpresion de moléculas a las que se les ha asignado un papel coestimulador
en la respuesta inmunitaria. Es decir, se analizaron tanto las células B totales
como las CD19'CD80*, CD19'CD86" y CD19°CD80'CD86". Ademas, se estudid
la poblacion CD19°CD95" (tablas XVIII y XIX).

El analisis realizado mostré que el valor de linfocitos B totales no ofrecia
cambios de interés al inicio del estudio, que pudieran orientar sobre la posterior
evolucion de los pacientes (tablas XVIII y XIX).

Al profundizar en el estudio de los subtipos de células B, se observé que
los linfocitos CD19"CD80" tenian una mas alta representacion, en el momento
basal, en los pacientes con melanomas de menor espesor, en los que tenfan
mayor supervivencia y en el grupo NM, siendo significativas ias diferencias,
respectivamente, con los pacientes con tumores de mayor grosor (P=0,003), los
que fallecieron (P=0,003) y, en menor grado, con el grupo MV (P=0,033).

Por el contrario, el nimero basal de linfocitos CD19°CD86" no se
maodificd ostensiblemente en funcion de los parametros anteriores.

Se demostré una poblacién residual de células CD19°CD80'CD86", que
descendia en relacién con el mayor espesor (P=0,021) y el fallecimiento del
enfermo (P=0,024), es decir, en el mismo sentido que las células CD19°CD80",

aungue con menor significacion. No obstante, en dicha poblacién doble positiva
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para CD80 y CDB6, no se demostraron cambios significativos en relacién con la
apariciéon de metastasis.

Las células CD19°CD95" no mostraron ninguna diferencia significativa
intergrupo en sus cifras basales, a excepcién de las observadas entre los dos
grupos de edad (tablas XV, XVIII y XIX).

Los linfocitos B totales, y la mayoria de sus subtipos, sufrieron una
disminucion significativa de sus cifras basales en relacién con la mayor edad de
los pacientes. La poblacion CD19'CD95" era la que mas disminuia en los
enfermos mayores de 40 afios en comparacion con los mas jévenes (P=0,003),
descenso también observado en ias cifras basales de los linfocitos CD19*CD80"
(P=0,015), CD19'CD86" (P=0,017), CD19" (P=0,025) y CD19*CD80*CD86"
(P=0,038) (ver tabla XV).

Para intentar distinguir si los cambios observados en las distintas
subpoblaciones de células B podian ser secundarios a la diferente edad de los
pacientes, se analizaron de nuevo dichos cambios tras eliminar a los pacientes
menores de 40 afios. Si el analisis estadistico se limitaba a los pacientes
mayores de 40 arios, con fo cual se limitaba el posible sesgo debido a la edad del
individuo, se pudo comprobar lo siguiente:

a) Seguian sin producirse diferencias significativas intergrupo en los
valores basales de células B totales (CD19").

b) Las diferencias en las cifras basales de células CD19'CD80" seguian
siendo significativas, aunque en menor grado, tanto en funcién del
espesor de Breslow, como de la supervivencia y del desarrollo de
metastasis. Asi, dichas células eran menos numerosas en los pacientes
con melanomas de mayor espesor {(P=0,015), en los que fallecieron
(P=0,023) y en el grupo MV frente al NM (P=0,026).

) Seguian sin poder demostrarse cambios significativos intergrupo en los
valores basales de céiulas CD19'CD86".

d) Se perdia la significacion de las diferencias observadas en las cifras
basales de las células CD19°CD80*CD86" que, no obstante, también

estaban menos representadas en los pacientes con melanomas de
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mayor espesor (P=0,06), en los que fallecieron (P=0,08) y en el grupo
MV frente al NM (P=0,086).

e) Tampoco habia cambios significativos intergrupo en las cifras basales
de las células CD19°CD95",

3.1.1.3. Células de fenotipo CD3 CD16/56" (células NK)

La concentracion basal de células NK totales, definidas por la ausencia de
CD3 y la expresion de CD16/56, no variaba significativamente en funcion del
espesor tumoral, la supervivencia o la extension de la enfermedad, ni tampoco en
relacion con la edad o el sexo.

Tampoco se observé ningun cambio significativo intergrupo en las cifras
basales de ninguno de los dos subtipos diferentes de células NK distinguibies en
funcion de la coexpresion o no de CD8 (tablas XV-XVII).

A pesar de todo, en las muestras basales, ya se pudieron observar
algunas tendencias no significativas en cuanto a la diferente distribucion
intergrupo de los referidos subtipos de células NK. Asi, los pacientes que
fallecieron y los que sufrieron metastasis viscerales tenian, respectivamente,
menos células NK CD8" que los enfermos que sobrevivieron y los pertenecientes
al grupo NM.

En consonancia con lo anterior, tomando los datos basales, el cociente
CD3'CD16/56"CD8" / CD3'CD16/56'CD8 fue mayor en los pacientes que
sobrevivieron (0,87 + 0,54) que en los que fallecieron (0,57 * 0,22) {P=0,29).
Ademas, dicho cociente era mas alto en el grupo MR y en el MV, en comparacion
con el NM (P=0,27 y P=0,16 respectivamente), debido fundamentalmente a la
expansion de la poblacién NK CD8" en el grupo MR y a la pérdida de células NK
CD8" en el grupo MV. Sin embargo, en los enfermos mayores de 40 afos, este
cociente no s6lo no disminuyd sino que aumenté ligeramente en comparacién con

los pacientes mas jovenes.
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TABLA Xv. Concentracion basal de los diversos fipos celufares estudiados (células/ul),
con respecto a la edad y el sexo de los pacienfes.

S _.
’y 1 7 2

S

cD3’ 1666 + 363 » | 1188 +422 1268 + 537 1310 + 368
CD3"CD95" 1096 + 386 754 + 390 822 + 444 830 + 385
CD3" CD16/56" CD8’ 108 + 62 122 + 112 144 + 130 96 -+ 64
CD3" CD16/56" CD8 51 + 56 37 + 61 49 +74 32 + 41
cD4’ 1041 + 186 s¢ | 749 + 287 oo 758 + 284 860 + 299
CD4" CD28" 996 + 177 sea | 678 + 254 sas 671 + 249 815 + 281
CD4" CTLAA" 3,44 + 6,03 5,05 + 3,60 225 + 124 277 + 140
cDg’ 597 + 191 437 + 232 505 + 290 438 + 160
CD8’ CD28* 363+ 144 o 222 + 115 » 225 + 124 277 £ 140
CD8 CTLA4™ 1,46 + 2,11 3,13+ 3,07 3,45 + 3,80 2,14 +1,72
CD19 CD5' CD80’ 8,60 + 5,00 5,50 + 3,40 6,24 + 4,88 6,14 + 2,96
CD19°CD5 CD86" 35 + 28 36 + 16 39+ 20 32+19

cD19" 215+ 67 o 148 + 69 o 162 + 90 162 + 56
CD19” CD80" 80+40e 41127« 48 + 36 51+ 33
CD19" cD86" 20+9s 19+ 8 e 22 +10 20+9
CD19" CD80" CD86" 19+10 1046 » 12+8 12+8
CD19' CD95" 53 + 20 eo 26 + 15 ve 27 +22 36+ 16

CD3 CD16/56" CD8" 116 + 43 157 + 114 148 + 96 148 + 112
CD3 CD16/56" CD8 195 + 122 214 + 134 254 + 131 166 + 118

CRCRICERCR

CD14" CD40’ 125 + 123 131 + 154 110 + 135 148 + 158
CD14  CD40" 234 + 77 160 + 85 170 + 91 181 + 87
CD14 CD40" HLA-P™ 101 + 38 = 57+33 e 71 + 49 63 + 26

CD14° CD40" HLA-IP* 132 + 62 102 £ 72 99 + 61 118 + 78

Diferencias significativas para la concentracioén basal de cada poblacion celular entre sujetos de
edad < 40 afios y > 40 afios: o, P<0,05; ¢¢, P<0,01; sss, P<0,0001
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3.1.1.4. Células CD14°CD40" y CD14CD40"

En las muestras basales, ni el espesar tumoral, ni la supervivencia ni la
extension de la enfermedad pudieron asociarse con diferencias significativas en
las cifras de las células CD14"CD40", es decir, monocitos con expresion de CD40
(tablas XVIII y XIX). La concentracién basal de dichas céiulas tampoco se vié
afectada por la edad ni el sexo (tabla XV).

Por otra parte, tampoco se demostraron diferencias significativas
intergrupo en la concentracién basal de células CD14'CD40" (probablemente
linfocitos B), cuando se analizaron de forma separada los dos subtipos
observados en funcién de la intensidad de expresion alta o baja de moléculas
HLA de clase | sobre dichas células (tablas XVIII y XIX). La tnica excepcion fue
el numero significativamente mas elevado de células CD14°40" con alta expresion
de HLA de clase |, en los pacientes menores de 40 afios en comparacién con los
de mayor edad (P=0,011) (tabla XV).

Se obtuvo informacién mas Util al analizar el cociente resultante de dividir
el valor basal de las células CD1440" con expresién alta de HLA de clase |
(CD14'CD40"HLA™) entre las de expresion baja (CD14'CD40"HLA™®), que era
significativamente mas alto en los enfermos que sobrevivieron que en los que
fallecieron (P=0,015). En estos {ltimos, la concentracion basal de las células
CD14'CD40"HLA® era mas del doble de la que tenian las células CD14
CD40"HLA®™. Por ello, en la muestra basal, el cociente CD14'CD40"HLA™ /
CD14'CD40"HLA™ fue < 0,5 en el 100% de los sujetos que fallecieron y > 0,5 en
el 80% de los supervivientes. Por el contrario, al comparar dicho cociente entre
los dos grupos de edad definidos en este estudio no se demostraron cambios
significativos (P=0,234).

De modo analogo a lo observado al estudiar la expresién de. CD95L en
células mononucleares, tampoco se detectaron células que expresaran CD40L en

las muestras basales de ninguno de los pacientes estudiados.
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TABLA xvI . Ndmero de células/ul. CD16/56", CD5'CD19CD80" y CD5'CD19 CD86" en los
distintos grupos de pacientes segtin espesor tumoral (<2 mmvs > 2mm) y la supervivencia.

155 + 132

28+£36 53 +84 94 + 81 126 +£ 100 +
33 + 51 41 + 61 87186 108 £70 1.8+14
28 +42 41+ 60 86 £ 81 125 + 87 28+22

128 + 99

94+140 | 11698 | 142+150
32+36 | 95+145 | 110£88 | 102+122 | 66474 | 251,11
30+42 | 85+109 | 92:+78 | 128+87 | 35+50 | 14:08
28436 | 76+113 | 103:87 | 109476 | 43+48 | 16+1,1
SELE110 | 10587 | 120+ 102

190 £ 102 232 + 157 140 £ 60 159 + 139
32+17 37+ 28 189 + 104 203 + 136 135 + 61 131 +132
24+12 33 +£23 198 + 105 194 + 107 123 + 68 104 + 89
180 + 116 179+ 108 131472 123 + 123
189 = 105 202 +127 132 + 64 129 + 121

E‘j’w 2 37420 28+9 217+135 | 164+87 | 158 + 107 82 + 24
_’;’..u 34 +23 33+25 207+122 | 116+23 | 145+100 50+ 10
f‘*"”” | 27+19 40 + 14 197 + 109 189 + 74 120 + 81 71+ 26
ﬁ%{&%‘?@% 27+27 43 + 21 188 +115 | 123+56 | 137 +100 57 +32
T | 31103 36 +17 202+119 | 148+865 140 + 97 65 + 25

3.1.2. Cambios globales experimentados por las poblaciones celulares de
sangre periférica durante el periodo de seguimiento

Al comparar los datos de las cuatro extracciones realizadas a cada
paciente, los valores absolutos de leucocitos totales, linfocitos y menocitos, como
ya ocurria en las muestras basales, no mostraron cambios globales significativos
relacionados con el espesor del tumor, la supervivencia o la aparicién de
metéastasis. No obstante, se apreciaron cifras més bajas de linfocitos totales en

los pacientes con melanomas de mayor espesor y en los que fallecieron. En
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cuanto a la posible influencia de la edad o el sexo, ninguno de estos dos factores
ocasioné cambios globales significatives en las mencionadas poblaciones. Los
monocitos se mantuvieron en cifras ligeramente mas elevadas en los pacientes

mayores de 40 afios, hecho también observado al analizar las muestras basales.

3.1.2.1. Linfocitos T y sus subpoblaciones

La cifra media de las poblacicnes CD3*, CD4” y CD8" no mostré cambios
significativos en relacién con el espesor tumoral, la supervivencia o la aparicién
de metastasis (tablas Xl y XIV). Estas células presentaron siempre valores mas
bajos y estables en los pacientes mayores de 40 afios que en los mas jovenes.
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria con los datos basales, los cambios
globales de las células CD3* y CD4" no llegaron a alcanzar diferencias
significativas entre ambos grupos de edad (P=0,07 y P=0,06, respectivamente).
Dichas diferencias eran todavia menos ostensibles en el caso de las células CD8"
(P=0,20).

Cuando se analizd el cociente CD4/CD8, se observé que estaba
significativamente mas bajo en los pacientes con melanomas de mayor espesor
(P=0,02). Estas diferencias eran patentes desde la primera muestra estudiada, y
se hicieron mayores a partir del primer afio de seguimiento (tabla Xill y figura 3a).
Adicionalmente, mientras que en el grupo de supervivientes dicho cociente
permanecia practicamente invariable a lo largo del estudio, en los pacientes que
fallecieron iba descendiendo progresivamente de manera significativa (P<0,0001).
No cbstante, las diferencias sélo fueron evidentes a partir del primer afo de
observacion de los pacientes (tabla Xl y figura 3b). Por tanto, la determinacion
seriada del cociente CD4/CD8 pedria orientar sobre la evolucién y prondstico de
los enfermos con melanoma.

A diferencia de lo observado con respecto al espesor de Breslow y la
supervivencia, no se demostrd ningin cambio significativo del indice CD4/CD8 en

relacidén con la presencia de metastasis (tabla XIV), la edad o el sexo.
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FIGURA 3. a) Evolucién del cociente CD4/CD8 en relacion con el espesor de Breslow.
Obsérvense los valores mas bajos de dicho cociente en los melanomas con espesor > 2
mm (P=0,02). b) Evolucién del cociente CD4/CD8 con respecto a la supervivencia.
Obsérvese el descenso del mismo en los enfermos que fallecieron (P<0,0001).

A) Expresién de CD28 y CTLA4 en células CD4" y CD8"

Los valores globales de las células CD4*CD28"* eran significativamente
mas altos en los pacientes con melanomas de menor espesor, en los que
sobrevivieron y en los de menor edad (P=0,02 en los tres casos) (tablas Xl y XV,
figura 4). El grupo MV mostré cifras méas bajas de estas células que los grupos
NMy MR, sin que estas diferencias liegaran a ser significativas (tabla XIV).

En general, en los pacientes de la serie estudiada, la mayoria de las
células CD4" eran CD28" mientras que las CD4*CD28" constituian una poblacién
residual (relacion aproximada de 10:1). Al comparar las cifras globales de células
CD4'CD28" y CD4*CD28", se mantuvo el mismo fenémenc observado en las
muestras basales, es decir, un aumento no significativo en el nimero de células
CD4"CD28", en detrimento de las CD4'CD28", en los pacientes con melanomas
de mayor espesor, en los que fallecieron y en el grupo MV (comparados
respectivamente con los enfermos con melanomas de menor espesor, con los
que sobrevivieron y con el grupo NM).
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A diferencia de las células CD4'CD28", los valores globales de las células
CD8"CD28" no sufrian modificaciones significativas en relacién con el espesor del
melanoma, la supervivencia del paciente o la aparicidn de metastasis (ver tablas
Xill y XIV). Sin embargo, las células CD8"CD28" mostraron valores globales mas
bajos en los enfermos mayores de 40 afos que en los mas jévenes (P<0,05).

Como ya ocurria con los valores basales, aunque sin llegar a obtener
resultados significativos, resulté algo mas informativo en cuanto a la correlacién
con el prondstico, el cociente CD8"CD28* / CD8'CD28". Este cociente descendia
en los pacientes con melanomas de mayor espesor (figura 5), en los que
fallecieron (figura 6), y en los grupos MR y MV (figura 7), es decir, en los grupos
con peor prondstico, en los cuales el nimero de células CD8°CD28" llegaba a
igualar, o incluso a superar, al de células CD8"CD28". Esto contrastaba con lo
visto con las células CD4°CD28", las cuales eran mas numerosas que las
CD4"CD28" en todos los grupos de pacientes.

El cociente CD28%/CD28" era mas bajo en los enfermos mayores de 40
afios que en el resto, tanto para las células CD4" como las CD8". No obstante, el
analisis estadistico demostré que las diferencias en dicho cociente con respecto a
la edad del paciente, eran menores que las observadas en relacion con el
espesor del tumor o la supervivencia del enfermo.

En cuanto al sexo, no se observé que afectara significativamente a la
concentracién de células CD4'CD28" ni CD8*CD28".

Con respecto a la expresién o no de CTLA4 en las células CD4" y CD8",
no se observé ninguna diferencia significativa intergrupo. No obstante, se aprecié
una tendencia al aumento del nimero de células CD8"CTLA4" en los pacientes
que fallecieron y en el grupo MV, a partir de valores basales practicamente
indetectables (tablas Xl y XIV). En cualquier caso, las concentraciones tan bajas
de las células CD4’CTLA4" y CD8'CTLA4" encontradas en sangre periférica,

impidieron poder establecer conclusiones sobre dichas poblaciones.
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FIGURA 4. Numero de células/ul CD4'CD28°. Estas células eran mas abundantes
en los pacientes con melanomas de menor grosor (figura 4a) y en los enfermos que
no fallecieron durante el seguimiento (figura 4b).
a) < 2mm b} > 2 mm
500 600
& Céls cDs'CcOzs' ggky Céls CD8'COz8’
450 - MR Cils CD8'CORS” 450 W Céls CD8'CI28

400 400

350 350 -
300 300
250 250
206 200 ~
150 150

100 100

NOmero absoluto (célulasi ul)
Numero absoluto (células/ pb)

50

1 2 3 4 1 2 2 4
Orden de recogida de muestra Orden de recogida de muestra

FIGURA 5. Ntimero de células/ul CD8*CD28" y CD8'CD28" : a) En los pacientes con
melanomas de < 2 mm de espesor; b) En los enfermos con melanomas de espesor
> 2 mm. En este ulimo grupo, a diferencia del primero, se observé un predominio de
las células CD8"CD28 sobre las CD8’CD28",

reymr
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FIGURA 6. Nimero de células/ul. CD8'CD28" y CD8'CD28" : a) En los pacientes que
sobrevivieron; b) En los que fallecieron, en los cuales, a diferencia del grupo anterior, se
. . . + - +
demostrd una igualdad o un predominio de células las CD8°CD28" sobre las CD8'CD28".
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FIGURA 7. Numero de células/uL. CD8'CD28" y CD8"CD28" : a) En el grupo de pacientes
que no desarrollaron metastasis (grupo NM); b) En el grupo que presenté sblo
metastasis regionales (grupo MR); c) En el grupo donde aparecieron metastasis

viscerales (grupo MV), que es donde se observd mayor proporcién de células
cD8'CD28".

EEe———

Para mostrar mejor las diferencias observadas en la expresién de la
molécula CD28 en las células CD4" y CD8', a continuacién se exponen los
graficos donde se puede comparar dicha expresién entre un paciente con

melanoma prototipo de buen prondstico (sobrevivia sin metastasis al final del
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estudio) (figura 8) y otro enfermo con melanoma prototipo de mal pronéstico

(fallecié con metastasis viscerales multiples) (figura 9).
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FIGURA 8. Representacion de la distribucidén de la expresién de
CD28 en relacion con la expresién de CD4 y CD8 en un enfermo
prototipo de melanoma con buen pronéstico.

Las dos figuras de la parte alta corresponden a la primera muestra
de sangre obtenida: a) representa la expresion de CD8 y b) la de
CD4. Ambos tipos de células son mayoritariamente CD28".

Las dos figuras de la parte inferior representan el mismo tipo de
células, pero en la dltima muestra obtenida: c) y d) representan los
datos de la expresion de CD8 y CD4 respectivamente. Obsérvese
que la distribucion de la expresion de CD4, CD8 y CD28 no se
modifica sensiblemente con respecto a la observada en la primera
muestra (a y b).
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FIGURA 9. Expresién de CD28 en relacién con la expresion de CD4 y
CD8 en un enfermo prototipo de melanoma con mal pronéstico.
a) y b) corresponden a la primera muestra de sangre. En a) se ve que
las célutas CD8'CD28" suponen el doble que las CD8'CD28", y en b)
se aprecia que las CD4" son mayoritariamente CD28",

¢) y d) corresponden a la ultima extraccién. En ¢) se observa que las
células CD8'CD28" y CD8'CD28" sufren una redistribucion llegando
casi a invertir la proporcion inicial. No obstante, se conserva un cifra
de células CD8'CD28 sensiblemente superior a la del paciente
prototipo de buen pronéstico. En d) se muestra que [a distribucion de
las células CD4*CD28" varia poco con el paso del tiempo.

B) Linfocitos CD3" que expresan CD95 o CD16/56

a) =) b
129%  63% D1 02%  4.1%
O =
AT .
= 1%
o
e R =] i
109 10" 102 10® 10 100 10' 102 . 10° 10
CD28 FITC CD28 FITC
c [=] d)
{64% 100% =}
: (&
E3=)
-
(]
05l
ol
100 10% 102 100 100 10° 100 102 100 10
CD28 FITC CD28 FITC

Como ya ocurria en las determinaciones basales, no se demostraron

diferencias significativas intergrupo en los valores globales de las células

CD3'CD95". La Unica excepcién fue que, los pacientes que fallecieron, aunque

partian de cifras basales mas bajas de células CD3'CD95" que los que
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sobrevivieron, experimentaron un ascenso progresivo y significativo (P<0,05) de

dichas células a lo largo del tiempo, en comparacién con los pacientes que

sobrevivieron, cuyas cifras de células CD3"CD95" se mantuvieron muy estables a
lo largo del tiempo. De este modo, la concentracién de células CD3'CD95" en los
enfermos con menor supervivencia, superaba o igualaba a la del resto de
pacientes tras un afio de seguimiento (tabla XIil). No se detectaron células
CD3*CD95L" en ninguna de las extracciones realizadas.

La concentracion global de células CD3"CD16/56'CD8" no se modifico
significativamente con ei espesor tumoral o la supervivencia (tabla XVI y figura
10a), ni con la aparicién de metastasis (tabla XVII y figura 10b). En cambio, las
células CD3"CD16/56"CD8" eran mas numerosas en los pacientes que fallecieron

que en el resto (P<0,05) (tabla XVI y figura 11a).

TABLA XVil. Niimero de células/ul. CD16/56", CD5'CD19°CD80" y CD5'CD19°'CD86" en
relacion con la aparicién de metastasis.
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FIGURA 10. Numero de células/ul. CD3'CD16/56°CD8": a) Evolucion en relacion con
la supervivencia; b) Evolucion en relacién con la aparicién de metastasis. Notese las
escasas diferencias en cuanto a las cifras medias de estas células entre grupos de
pacientes con distinta supervivencia y extensién de ia enfermedad.
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FIGURA 11. Namero de células/uL CD3'CD16/56"CD8™: a) Evolucion en relacién con
la supervivencia; b) Evolucion en relacién con la aparicion de metastasis. Obsérvese
la mayor concentracion de estas células en los enfermos con menor supervivencia y

con enfermedad mas diseminada.

91



T AR R AR YR PG AL T

Resultatlos

No se demostraron cambios significativos en los valores globales de
células CD3'CD16/56"CD8" en relacién con el espesor tumoral (tabla XVI). Por el
contrario, si se apreciaron cifras medias significativamente mas elevadas de
dichas células en los pacientes del grupo MV en comparaciéon con el resto
(P<0,05) (tabla XVIl y figura 11b).

Las cifras globales de linfocitos CD3"CD16/56"CD8" y CD3"CD16/56CD8"

no se modificaban significativamente con la edad o el sexo del paciente.
C) Células CD19°CD5" con expresién de CD80 o CD86

El valor global de células CD19°CD5'CD80" fue significativamente mas
bajo en los pacientes con melanomas de mayor grosor que en los que tenian
tumores mas finos (P=0,01) (tabla XVI). Dicho valor también era algo mas bajo en
los sujetos que fallecieron que en los que sobrevivieron (P=0,06) (tabla XVI y
figura 12).

Las cifras globales de células CD19°CD5°CD86" no mostraron diferencias
significativas intergrupo (tablas XVI). No obstante, resulté llamativo el descenso
progresivo de esta poblacién en el grupo de supervivientes frente al ascenso
paulatino en los que fallecieron (figura 12).

a) Vivos b) Fallecidos
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FIGURA 12. Evolucién de los valores absolutos de células CD5'CD19°CD80* y CD5°CD19"
CD86" con respecto a la supervivencia de los enfermos.
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Ni las cifras globales de células CD19°CD5'CD80" ni las de la poblacion
CD19°CD5'CD86" variaban significativamente en relacion con el desarrollo de

metastasis (tabla XVII), la edad o el sexo.
3.1.2.2. Linfocitos B (CD19")

La concentracion global de células CD19" no varié significativamente en
relacidén con el espesor del tumor, la supervivencia o la aparicion de metastasis
{tablas XVIII y XIX). Sin embargo, el nimero de linfocitos B fue siempre mas bajo

en los pacientes mayores de 40 afios (P<0,05).
A) Expresién de CD80 y CD86 en linfocitos B (CD19")

El valor global de células CD19°CD80" mostré bastantes diferencias
significativas intergrupo (tablas XV, XVIll y XIX). La concentracién de dichas
células era menor en los pacientes con melanomas de mayor espesor (P=0,002)
(figura 13a), en los que fallecieron (P=0,001) (figura 13b), y en los que padecieron
metastasis, con independencia de que éstas fueran regionales o viscerales
(P=0,01 en ambos casos, en comparacién con el grupo NM).

La edad también se relacion6 con una diferente concentracién de células
CD19'CD80", la cual era mas baja en los sujetos de mas de 40 afios de edad
(P=0,02).

En contraste con las células CD19°CD80", los valores globales de las
células CD19°CD86" no se modificaron significativamente en relacién con el
espesor, la supervivencia o la aparicion de metastasis (tablas XVIII y XIX). Sin
embargo, los pacientes menores de 40 afios presentaron valores globales mas
altos de células CD19°CD86" que los de mayor edad (P=0,01).

Se encontré también una subpoblacién CD19°CD80*CD86", cuyos valores
globales eran significativamente mas bajos en los enfermos que fallecieron que
en el resto (P=0,01), y en los mayores de 40 afios con respecto a los mas jovenes
(P=0,002). Sin embargo, sus cifras globales no se afectaban significativamente ni
por el espesor tumoral ni por la aparicion de metastasis (tablas XVIII y XIX).
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TABLA Xvill. Niimero de células/ul que expresan las moléculas CD19 y CD40 en los distintos
grupos de pacientes segin el espesor tumoral (<2 mm vs > 2 mm} y la supervivencia.
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Diferencias significativas entre valores basales: e, P<0,05; »», P<0,01
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FIGURA 13. Concentraci6n de células CD19CD80" (células/ul) en relacion: a) con el
espesor de Breslow; y b} con la supervivencia del enfermo. Nétese la presencia de
valores mas bajos de estas células en los enfermos con peor pronéstico.

B) Expresién de CDS5 en Linfocitos B (CD19")

Al comparar los pacientes que fallecieron con el resto, las cifras globales
de células CD19'CD95" fueron significativamente mas bajas en los primeros
(P=0,03) (tabla XVIll). Sin embargo, los valores globales de estas células no
experimentaron cambios significativos en relacion con el espesor del melanoma,
ni con el desarrollo de metastasis (tablas XVIII y XIX).

La edad se asocié con diferencias significativas en los valores globales de

la poblacién CD19*CD95", que fueron mas elevados en los pacientes mas
jovenes (P=0,002).

3.1.2.3. Células de fenotipo CD3'CD16/56" (células NK)

Las cifras globales de las células CD3'CD16/56" se modificaron poco en
relacion con el espesor tumoral a lo largo del pericdo de seguimiento. Este
subtipo de leucocitos si presenté diferencias significativas al comparar sus
valores globales entre los pacientes que sobrevivieron y los que fallecieron,
siendo la cifra media menor en estos Ultimos (P<0,05). En la comparacién por
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grupos de metastasis, las diferencias fueron atin mas relevantes, predominando
esta poblacion en el grupo MR respecto al MV (P<0,01).

En la comparacién por grupos de edad, se observaron cambios bastante
llamativos, consistentes en que los pacientes mayores de 40 afios tenian cifras
medias de células NK mas elevadas y constantes en el tiempo que los individuos
de menos de 40 afios de edad. Sin embargo, estas diferencias no llegaban a ser
signicativas.

Como ya se sefiald en los resultados basales, se pudieron establecer dos

subtipos de celulas NK en funcién de la coexpresién o no del receptor CD8:
A) Células CD3 CD16/56*CD8"

En general, en los pacientes con melanoma considerados en conjunto, la
concentracion de células CD3'CD16/56"CD8" siempre se mantuvo mas baja que
la de la poblacién CD3'CD16/56"CD8 (P<0,01), hecho también observado en los
distintos grupos de enfermos considerados por separado.

Con respecto al espesor del tumor, no se observaron diferencias
significativas en las cifras globales de las células CD3'CD16/56°CD8" (tabla XVI).

En cuanto a la relacion con la supervivencia de los enfermos y la aparicion
de metastasis, la concentracion de células CD3'CD16/56'CD8" siempre fue mas
baja en los enfermos que fallecieron que en los que permanecian vivos (P=0,048)
(tabla XVI y figura 14), y en el grupo MV que en los grupos NM y MR (P=0,02)
(tabla XVII y figura 15a).

Con respecto a la edad, Ias células CD3'CD16/56°CD8" se comportaron de
modo similar a como lo hacia la poblacion total de células NK, es decir, con
valores globales mas constantes y elevados en los pacientes de mas de 40 afios
de edad que en los mas jovenes, aunque sin que dichas diferencias liegaran a ser
significativas. No obstante, los cambios observados en el nimero de células CD3
CD16/56"CD8" en relacion con la edad eran mas ostensibles que los apreciados
para las células CD3'CD16/56"CD8’ (ver tabla XV).
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FIGURA 14. Valores absolutos de cé&lulas CD3'CD16/56"CD8’ y CD3'CD16/56°CD8"
en relacién con la supervivencia: a) En los pacientes que permanecian vivos al
final del estudio; b) En los enfermos que fallecieron. Observese el descenso en el
numero de células CD3'CD16/56"CD8" que se produce en b) en comparacion con
a). Ademas, en b) existe una mayor proporcion de células CD3'CD16/56'CD8” que
en a).

B) Células CD3 CD16/56"CD8

Con respecto al espesor, como ocurria con la poblacién anterior, no se
observaron diferencias significativas en las cifras globales de células CD3J
CD16/56"CD8 (tabla XVI).

En contraste con lo observado para las células CD3'CD16/56'CD8’, a
pesar de que los valores medics de las células CD3'CD16/56°CD8" estaban
siempre mas bajos en los enfermos que fallecieron que en los supervivientes,
dichas diferencias no resultaron significativas (tabla XVI y figura 14}).

En cuanto a la relacidon con la aparicion de metastasis, el comportamiento
también fue distinto al de las células CD3'CD16/56"CD8", de modo que en el
grupo MR las células CD3'CD16/56°CD8" se mantuvieron siempre mas altas que
en los grupos NM y MV (P=0,039) (tabla XVIl y fig. 15b).

En las sucesivas muestras que se fueron extrayendo a los pacientes, el
cociente CD3'CD16/56"CD8" / CD3'CD16/56"CD8" no variaba significativamente
entre los dos grupos de pacientes con melanomas de distinto espesor.
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El valor del cociente CD3'CD16/56°CD8" / CD3CD16/56°CD8 fue
significativamente mas elevado (P<0,05) en los pacientes que sobrevivieron (0,82
t 0,54) que en los que fallecieron (0,46 + 0,15). El valor mas bajo de dicho
cociente en los enfermos con menor supervivencia se debia, fundamentalmente,
a la menor concentracion de células NK CD8" (tabla XVI; figura 14b). Conviene
resefiar que el mencionado cociente fue inferior a 0,75 en todas las muestras
extraidas a los pacientes que fallecieron. Un numero de células CD3
CD16/56"CD8" inferior a 70 células/ulL era indicativo de mal pronéstico.

En el grupo NM, la distribucion de los dos subtipos de células NK (CD8" y
CD8’) fue similar a la del grupo de supervivientes. Por el contrario, tanto en el
grupo MR como en el MV se pudo comprobar un descenso no significativo en el
cociente CD3'CD16/56°CD8" / CD3'CD16/56°CD8’, debido sobre todo al mayor
numero de células NK CD8" en el grupo MR (figura 15b) y a la concentracion mas
baja de células NK CD8" en el grupo MV (figura 15a).

Los pacientes de mas de 40 arios de edad mostraron un cociente CD3
CD16/56'CD8" / CD3'CD16/56"CD8" mas elevado en comparacién con el de los
enfermos mas jovenes (sin alcanzar diferencias significativas). Estas variaciones
eran debidas, fundamentalmente, a que la mayor edad se asociaba con cifras
mas elevadas de células NK CDS".

Las células CD3'CD16/56°CD8" fueron las Unicas, dentro de todo el
estudio, que experimentaron cambios significativos en relacién con el sexo del
paciente, pues estaban menos representadas en las mujeres que en los hombres
(P<0,05). Sin embargo, la concentracién de células CD3'CD16/56'CD8" era
siempre similar en ambos sexos.

En las figuras 16 y 17 se representa la distinta expresién de las moléculas
CD8 y CD16/56 en los linfocitos de los mismos pacientes que fueron
considerados como ejemplo de buena o mala evolucion de la enfermedad al tratar
la expresion de CD28 en células CD4" y CD8” (figuras 8 y 9).
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FIGURA 15. Numero de células/ul CD3'CD16/56°CD8" y CD3'CD16/56'CD8" en
relacion con la aparicién de metastasis. El menor nimero de células NK CD8” se
daba en el grupo MV (figura 15a) y el mayor nimero de células NK CD8 en el
grupo MR (figura 15b).
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FIGURA 16. Datos obtenidos, por citometria de fiujo, de un paciente
prototipo de melanoma de buen pronéstico. En esta figura se
representa la distribucion de la expresion de CD8 y CD16/56 en los
linfocitos de dicho paciente. Entre las células CD16/56", se puede
observar una poblacién que no expresa CD8 y otra que expresa
CD8, la cual es mayoritaria. a) y b) representan, respectivamente, la
primera y dltima muestra analizada; las variaciones con el paso del

tiempo en la distribucién de la expresién de CD8 y CD16/56 fueron
minimas.
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FiGURA 17. Datos obtenidos, por citometria de flujo, de un paciente
prototipo de melanoma de mal pronéstico. En esta figura se
representa la distribucién de la expresion de CD8 y CD16/56 en los
linfocitos de dicho paciente. :

a) En la primera muestra obtenida, las células CD16/56" que no
expresan CD8 suponen un nimero equivalente o superior a las que
expresan CD8. Esto contrasta con el resultado del paciente de buen
prondstice. b) En la dltima muestra recogida, se conserva
aproximadamente la misma distribucién en la expresién de CD8 por
parte de las células CD16/56".

3.1.2.4. Células CD14°CD40" y CD14CD40"

En el conjunto total de pacientes, las cifras absolutas de monocitos totales
permanecieron practicamente invariables en el tiempo, mientras que los
monocitos que expresaban CD40 descendian de modo progresivo y significativo
(P<0,05) (figura 18). Esta evolucion descendente de las cifras de monocitos
CD40" fue mas evidente en el grupo de enfermos que fallecieron que en los que
sobrevivieron (P=0,127) (tabla XVIII),

Globalmente, no se apreciaron diferencias significativas en la cifra media
de monocitos CD40" en relacion con el espesor tumoral o la supervivencia.

En el momento basal, el nimero de células CD14°CD40" era mas elevado
en los dos grupos que desarroliaron metastasis que en el grupo NM, aunque las
diferencias no llegaron a ser significativas (ver figura 19). Sin embargo, la
concentracion media de estas células si fue bajando a lo largo del tiempo
significativamente en los grupos MR y MV (P<0,005), hasta igualarse con la
concentracion media del grupo NM (tabla XIX y figura 19).

101



Resultados

La mayor o menor edad del paciente no se relacionaba con ningin cambio
en la concentracion de células CD14°CD40" (figura 15).
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FIGURA 18. Evolucion en el tiempo del
100 nimero absoluto de células CD14°CD40"
en el total de pacientes de la serie. Se
produjo un descenso significativo y
progresivo de las cifras de estas células
(P<0,05).
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FIGURA 19. Evolucién en el tiempo de la
concentracion de células CD14'CD40"
(células/pL) en los distintos grupos de
pacientes en funcidn de la aparicion de
metastasis. Aunque, al inicio del estudio, las
cifras de esta subpoblacion eran mas altas
en los grupos de enfermos que desarrollaron
metastasis, transcurridos 18 meses, se
igualaron los valores medios de dichas
ceélulas en todos los enfermos, con 50
independencia de la aparicion o no de
metastasis.
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Cuando se estudid, en el total de pacientes, la evolucion de la expresién de
CD40 en las células CD14" (de estirpe no monocitaria), se comprobd que, a
diferencia de lo observado para los monocitos, la concentracion media de células

CD14CD40" no se modificaba, en sentido ascendente ni descendente, a lo largo
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del tiempo. Tampoco hubo cambios significativos en las cifras de estas células en
relacion con el espesor o la supervivencia (tabla XVIII). Por el contrario, con el
transcurso de los meses, la concentracion de células CD14'CD40" descendia de
modo significativo en el grupo MR (P<0,01) frente a los grupos NM y MV, los
cuales mantenian una concentracién mas estable y elevada de dichas células
(tabla XIX).

A diferencia de lo observado en el caso de los monocitos CD40", donde no
habia cambios de su concentracién en relacidn con la edad, las cifras globales de
linfocitos CD14'CD40" fueron mas altas en los sujetos menores de 40 afios que
en los de edad mas avanzada (P=0,031).

El andlisis de las células CD14°CD40", resulté especialmente interesante
cuando se estudié la intensidad de expresidn de moléculas HLA de clase | sobre
dichas células. Asi, se pudieron distinguir dos subtipos celulares, segun la
intensidad de expresion de HLA de clase | fuera alta o baja (CD14 CD40HLA-"®
0 CD14°CD40" HLA-I"® respectivamente). Tanto en el conjunto total de pacientes
con melanoma como en los distintos grupos de enfermos estudiados, la
concentracion de células CD14' CD40"HLA-" era inferior a la de células CD14"
CD40" HLA-IP°,

A) Células CD14 CD40 HLA-F"®,

Las cifras globales de esta subpoblacién no variaron significativamente en
funcién del espesor del melanoma. Sin embargo, si fueron mas altas y constantes
en el grupo de supervivientes que en los enfermos que fallecieron (P=0,013)
(tabla XVIil y figura 20a). En estos ultimos, a pesar de todo, se demostré un

12 en la Gltima muestra

incremento significativo de células CD14 CD40"HLA-
obtenida (P<0,05), aunque sin llegar a igualar las cifras de los supervivientes
(tabla XVIII y figura 20a).

Al comparar los distintos grupos de pacientes segln la aparicién de
metastasis, se observaron variaciones significativas en cuanto a la evolucion en el
tiempo de las cifras medias de la poblacién CD14 CD40"HLA-*"® (P<0,001). En el
grupo NM, el nimero medio de estas células apenas varié entre la primera y la

Ultima muestra, y fue siempre superior al nimero medio de dichas células en los
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grupos MR y MV, en los cuales se observd gradualmente un leve descenso y un
ligero ascenso, respectivamente (tabla XIX y figura 21a).
La poblacién CD14'CD40*HLA-1?® era mas numerosa en los pacientes

menores de 40 afios que en los de mayor edad (P<0,03).
B) Células CD14'CD40" HLA-I"¥*

Las cifras globales de estas células no se modificaron en relacién con el
espesor ni, a diferencia de las CD14°CD40*HLA-I*", tampoco en relacion con la
supervivencia (tabla XVIIl y figura 20b). Por el contrario, la poblacion CD14
CD40HLA-I?%° si variaba significativamente a lo largo del tiempo dependiendo
del desarrollc o no de metastasis (P<0,05). Tal como ocurria con las células
CD14 CD40"HLA-", las cifras medias iniciales y finales de las células CD14’
CD40" HLA-I?®° apenas variaron en el grupo NM. Sin embargo, se produjo una
caida progresiva, a partir del primer afio de seguimiento, en el nimero medio de
células CD14'CD40" HLA-IP® en los grupos MV y MR (tabla XIX y figura 21b).

En contraste a lo observado con la determinacion basal del cociente CD14°
CDA40HLA-® / CD14 CD40*HLA-I"° (significativamente mas elevado en los
enfermos que sobrevivieron), cuando se estudiaron los cambios globales de dicho
cociente no se pudieron establecer diferencias significativas intergrupo.

A diferencia de las cifras medias de la poblacion CD14 CD40 HLA-*"
(significativamente mas altas en los pacientes mas jovenes), los valores medios
de las células CD14'CD40"HLA-I°®® no se modificaban significativamente con la
edad del paciente (tabla XV).

En cuanto a la expresién de CD40L, tal como ocurria en las muestras
basales, no se detectaron células positivas para dicho marcador en las sucesivas

extracciones realizadas a cada paciente.
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FIGURA 20. Comparacién, en relacién con la supervivencia, de la evolucién de los
valores absolutos de células CD14'CD40" con alta intensidad de expresién de HLA
de clase | (células/uL) (figura 20a), y con baja intensidad de expresién de dicha
molécula (figura 20b)
En a) se aprecia la menor concentracion de células CD14'CD40"HLA- 1# en los
enfermos que fallecieron con respecto a los que scbrevivieron (P—O 013). En b) se
puede ver que la concentracion de células CD14'CD40 HLA-I P 1o variaba
significativamente en relacién con la supervivencia del enfermo.
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FIGURA 21. Comparacion, en relacion con la aparicion de metastasis, de la
evolucién de los valores absolutos de células CD14'CD40” con alta densidad de

expresién de HLA de clase | (células/uL) (figura 21a), y con baja densidad de
expresion de dicha molécuia (figura 21b).
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3.2, Estudio de los niveles séricos de citoquinas

Las citoquinas estudiadas en suero fueron, por una parte IL-15 e INFy,
como integrantes del fenotipo Th1 y, dentro de las citoquinas incluidas en el
fenotipo Th2, IL-6 e IL-10. Los andlisis de sus valores medios (expresados en
pg/mL), se exponen con el mismo criterio que se utilizé para las poblaciones
celulares, es decir, primero los relativos a las muestras basales y después los que

engloban a todo el periodo de seguimiento.
3.2.1. Determinacién de citoquinas séricas en las muestras basales

El estudio fue dirigido a determinar si los valores séricos iniciales de
citoquinas podian ser Utiles para ayudar a clasificar y predecir la evolucién
posterior de los pacientes. La determinacion de los niveles basales de citoquinas
de tipo Th1, INFy e IL-15, no reflejo modificaciones sensibles entre los distintos
grupos de pacientes (tablas XX y XXI). Por el contrario, los datos obtenidos para
las citoquinas de tipo Th2, IL-6 e IL-10, demostraban que mientras los niveles
basales de IL-6 no diferian significativamente entre los diversos grupos de
enfermos, los de la IL-10 si que variaban (tabla XX y XXI). En este sentido se
pudo observar que los niveles basales de IL-10 estaban mas altos en el grupo de
enfermos que fallecieron que en los que sobrevivieron, de modo que las
diferencias llegaban a rozar la significacion estadistica (P=0,053). Ademas, la
cifra media inicial de IL-10 resultd ser significativamente mas alta en el grupo MV
que en los grupos MR (P=0,01) y NM (P=0,02).

3.2.2. Cambios globales experimentados por las citoquinas séricas

Como en el caso de las determinaciones basales, se estudiaron por

separado las citoquinas de fenotipo Th1 y Th2.
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3.2.2.1. INFye IL-15

Como ocurria con los valores basales de estas citoquinas, tampoco aqui se
pudieron demostrar diferencias al comparar los niveles medios de INFy e IL-15
para ningun grupo de estudio a lo largo de todo el periodo de seguimiento (tablas
XXy XXI).

3222 IL-6eliL-10

Los niveles séricos de IL-6 se modificaron de modo distinto a lo largo del
tiempo en el grupo de enfermos que finalmente fallecieron, en comparacién con
los supervivientes (P<0,01). Mientras que en estos Ultimos, las cifras medias de
IL-6 permanecieron bastante estables en el tiempo, los individuos que fallecieron
experimentaron un aumento en los niveles medios de dicha citoquina al final del

periodo de seguimiento (tabla XX y figura 22).

R Mvos
1 4 W Fallecidos

FIGURA 22. Niveles séricos de IL-6 (pg/mL) en
pacientes vivos vs fallecidos. En la Ultima
muestra, se aprecia un incremento del nivel
medio de IL-6 en el grupo de enfermos que
fallecieron.

Niveles séricos de IL-6 (pg J mL)

1 2 2 4
Orden de recogida de muestra

Globalmente, los niveles séricos de IL-6 no se modificaron
significativamente en relacion con el espesor del tumor (tabla XX) o la aparicién
de metastasis (tabla XXI). No obstante, y como parece l6gico, en consonancia
con lo ya descrito en el grupo de enfermos que fallecieron, las cifras medias de

IL-6 tendieron a aumentar en las Gltimas muestras de los pacientes del grupo MV,
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En cuanto a la edad y el sexo, no afectaban significativamente a los niveles

de iL-6 (datos no mostrados).

Los niveles séricos de IL-10 no variaron mucho en relacién con el espesor
de Breslow. Curiosamente, si se observé un descenso significativo de las cifras
de IL-10 en el grupo de pacientes que fallecieron (P<0,05). También fueron
significativas las modificaciones experimentadas por los niveles medios de IL-10
al comparar los tres grupos NM, MR y MV entre si (P<0,01), destacando un
crecimiento gradual de dichos niveles en el grupo MR, mientras que en los
pacientes del grupo MV o NM, decrecian o se mantenian constantes,
respectivamente. Curiosamente, transcurrido el primer afio de evolucion, los
niveles séricos medios de IL-10 se igualaban en los tres grupos mencionados
(figura 23).

35
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FIGURA 23. Evolucion de los niveles séricos de
IL-10 en funcién de la aparicion de metastasis
(grupos NM, MR y MV).

Niveles séricos de IL-10 (pg f mL)
3 B
1 !

5 L 1 1 1
f 2 3 4

Orden de recogida de muestra

La IL-10 mantuvo valores bastante estables en relacion con la edad y el

sexo de los pacientes (datos no mostrados).
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TABLA XX. Niveles séricos de iNFy, IL-15, IL-6 e IL-10 {pg/mL}) con respecto al espesor de Breslow
(2 mm vs > 2 mm) y a la supervivencia de los pacientes.

155+98,5 13,1 +6,1 42417
16,0 £ 17,4 10,8 + 5.1 36+14
11,9+11,9 12,2+786 35+15
20,1 +18,1 136 £55 3.9+138
15,9 £ 14,7 12,4 1

12,0+25

147 +8,6

14,1 £14,2 98+22 3711
11,8 + 10,3 13,694 36+10
17,7+ 14,9 12,8 £ 4,3 38114
146 +12,3 12,0 + 5,1 39+12

08+03 1,0+04 17,8 +10,0 21,4+88
0,9+06 09+04 20,8 £16,7 15,6 +4,7
1,0+£0,7 0,8+03 18,1 +10,8 19.4+7,7
1,4+1,8 23+29 22,9+16,0 18,9 +8,2

18,8+7,6

e 09+£04 09+0.2 18,3+8,9 28,1+£10,9
i 0,8+0,5 1,2+0,7 18,4 £ 13,5 18,6177
09+0,5 08+04 18+8,8 23.8+13,5

1.3+15 501409 21,6 +13,8 17,5 +3,6

1,0+£0,9 20+28 19,1+11,4 21,8+97
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TABLA XXI. Niveles séricos de INFy, IL-15, IL-6 e IL-10 (pg/mL) con respecto a la aparicién de
metastasis (grupos NM vs MR vs MV).

2 1471886 10,8 +3,9 15,8 + 8,7 41+15 ,
14,8155 | 105+43 106+25 36+1,2 28+05 35+11
2 12,2+ 11,2 95+3,8 13,6+8.2 3,7+15 3,6+09 34£08
1 17,4+15,3 | 17,7+159 | 153+6,56

186+89+¢ [ 1264279 | 291+97%
09+05 09+05 1,1+0,6 199+143 [ 105632 175270
1,0£0,6 08+03 0,8+0,3 18,5+9,2 152+72 | 226+12,0
1.3+15 1.9+22 42+46 2041122 | 229+214 | 23+127
1,0+ 0,8 1,1+1,1 1,7£286 193+11,2 | 153+11,3 | 23+10,6

e, P<0,05 (diferencias significativas de los niveles séricos basales de la IL-10 entre los pacientes de los
grupos MV vs NM, y MV vs MR).

3.3. Estudio del polimorfismo de citoquinas.

Como complemento del estudio de los niveles séricos de citoquinas, se
analiz6 el polimorfismo en los genes reguladores de la sintesis de las citoquinas

estudiadas, excepto el de la IL-15 por falta de disponibilidad.
3.3.1. Polimorfismo de interferén-y

El punto de mutacion que determina el polimorfismo del gen regulador de
la secrecion de INFy se encuentra en la posiciéon +874 del intron 1, donde puede

aparecer una adenina (A) o una timina (T). De acuerdo a esto, pueden existir

individuos homocigotos, A/A o T/T, y heterocigotos, T/A.
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Tras analizar el polimorfismo del INFy en los pacientes de esta serie, no se
demostraron diferencias significativas entre distintos grupos de enfermos (tabla
XXIl). El genotipo T/A, correspondiente al fenotipo de secrecién intermedia de
IFNy, era el mas prevalente en el total de enfermos, seguido en orden
decreciente de frecuencia por el genotipo T/T, de secrecidn alta y, en ultimo
lugar, por el genotipo A/A, de secrecién baja. El genotipo T/A seguia siendo el
mas representado en los distintos grupos de pacientes definidos en relacién con
el espesor del tumor, la supervivencia y la aparicién de metastasis (en el grupo
MR, igualado con el fenotipe T/T). No se detectaron individuos con baja
capacidad de secrecién de INFy en los grupos MR y MV. El fenotipo alto secretor

de INFy estaba menos representado en el grupo MV que en el MR .

TABLA XXII. Polimorfismo en la posicién +184 del intr6n 1 del INFy.

R 3 .. T 7

- e -
e 2 ”éﬁ%’?

i i o

S 2 et /;?y s

TIT (alto) 5 (27,8%) 8 (40%) 10 (34,5%) 1 (25%)
T/A (intermedio) 11(61,1%) 7 (46,7%) 15 (51,7%) 3 (75%)
AIA (bajo) 2 (11,1%) 2 (13,3%) 4 (13,8 %) 0 (0%)
Total 18 (100% 15 (100% 29 (100% 4 (100%
2 % - 5

o % % 22 f 7 fﬁ%:

4 7 ’%
_ R
TIT (alto) 8 (33,3%) 2 (50%) 1 (20%) 11 (33,3%)
T/A (intermedio) 12 (50%) 2 (50%) 4 (80%) 18 (54,5%)
AIA (bajo) 4 (16,7%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (12,1%)
Total 24 (100%) 4 (100%) 5 (100%) 33 (100%)

En esta tabla, se recoge el nimero (absoiuto y relativo) de pacientes que expresan cada
genotipo, agrupados con respecto al espesor tumoral, la supervivencia y la apariciéon de
metastasis. También se representa la distribucién de genotipos en el total de enfermos de la serie
(parte inferior derecha).

3.3.2. Polimorfismo de IL-6
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El polimorfismo en la expresion del gen regulador de la secrecion de IL-6
se sitlia en la posicién —174 de ia porcién proximal de su promotor, donde puede
existir una guanina (G) o una citosina (C). De acuerdo a esto, pueden existir
individuos homocigotos, G/G o CI/C, y heterocigotos, G/C. Los sujetos de
genotipo G/G o G/C son considerados de fenotipo alto secretor de IL-6, mientras

que el genotipo C/C ocasiona un fenotipo bajo secretor de dicha citoquina.

TABLA XxiII. Polimorfismo en la posicién -174 del promotor de ia IL-6.

M

2 R : - 3 2
e , A5
* Site : 5 5 y /’ , , ,
; i e : 7
G/G (alto) 7 (38,9%) 4 (26,7%) 11.(37,9%) 0 (0%)
G/C (alto) 11 (61,1%) 11 (73,3%) 18 (62,1%) 4 (100%)
C/C (bajo) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 18 (100% 15 (100% 29 (100% 4 (100%
: o ’ -
o S i ,,«,;is\%%éf{
. % S 2 ’
S . e i 2 % }?g’
G/G (alto) 9 (37,5%) 2 (50%) 0 (0%) 11 (33,3%)
G/C (alto) 15 (62,5%) 2 (50%) 5 (100%) 22 (66,7%)
C/C (bajo) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 24 (100%) 4 (100%) 5 (100%) 33 (100%)

En fa tabla superior se indica el nimero (absoluto y relativo) de pacientes que expresan cada
genotipo, agrupados con respecto al espesor tumoral, la supervivencia y la aparicién de
metastasis. También se representa la distribucién de genotipos en el total de enfermos de Ia
serie (parte inferior derecha).

En los pacientes estudiados en esta serie, no se demostraron diferencias
significativas al analizar el polimorfismo de ia IL-6 (tabla XXIIl). Todos los
enfermos pertenecian al fenotipo secretor alto de IL-6, aunque se aprecid un
predominio de los heterocigotos sobre los homocigotos, tanto en el conjunto total
de pacientes como en los dos grupos creados en funcién del espesor tumoral. La
totalidad de enfermos que fallecian eran heterocigotos (G/C), mientras que esta
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caracteristica s6lo la presentaban el 62% de los que permanecian vivos al final
del estudio (P=0,17). Igualmente, fueron heterocigotos todos los pacientes del
grupo MV. La frecuencia de individuos homocigotos y heterocigotos en el grupo

NM era similar a la que existia entre los pacientes que sobrevivian.

3.3.3. Polimorfismo de IL-10

El polimorfismo en el gen regulador de la secrecion de la IL-10 es mas
complejo, ya que afecta a tres posiciones del promotor (-1082, -819 y -582),
dando lugar a 6 genotipos distintos y originando tres fenotipos de secrecion
{tabla XXIV).

La mayoria de pacientes estudiados pertenecfan al fenotipo de secrecién
intermedia de IL-10 (54,5%); por el contrario, el fenotipc secretor alto era el
menos frecuente (9,1%) (tabla XXIV).

No se observaron diferencias significativas en cuanto al fenctipo secretor
de IL-10 entre los distintos grupos de espesor, supervivencia o metastasis (tabla
XXIV). No obstante, no se encontré ningun secretor alto de IL-10 entre los
pacientes que fallecieron, en los cuales predominaba el fenotipo secretor bajo de
dicha citoquina (75%). Sin embargo, este Ultimo fenotipo estaba mucho menos
representado en los individuos que sobrevivieron (31%).

En ningdin paciente con metastasis se encontré el genotipo que favorece la
produccién elevada de IL-10 (GCC/GCC). Dicho genotipo se limitaba al grupo
NM. La prevalencia de los genotipos que condicionan baja expresion de IL-10 era
progresiva para los grupos NM, MR y MV (29,2%, 50% y 60% respectivamente).

En contraste con la falta de datos significativos al comparar los distintos
grupos de enfermos en funcidn del fenotipo productor de IL-10, si se demostrd
una correlacion significativa entre el genotipo del promotor de la IL-10 y la
supervivencia del enfermo. En concreto, el genotipo ACC/ATA se correlaciond
de modo significativo con un peor prondstico vital del melanoma que el resto de
genotipos (P=0,02), pues de los siete pacientes que presentaban dicho genotipo,
tres fallecieron antes de los 30 meses (tabla XXIV y figura 24). Dentro del grupo

de enfermos con melanomas de mas de 2 mm de espesor, el genotipo ACC/ATA
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también se asociaba con mayor nimero de fallecimientos, aunque sin liegar a

alcanzar significacion estadistica dicha asociacion (P=0,07) (tabla XXIV).

TABLA xXIv. Polimorfismo de IL-10 con respecto al espesor tumoral, la supervivencia y la
aparicion de metastasis, y para el total de enfermos.

TR, Z 5 %
, 2 . o S
4 , o

. . o
7 3
. .
= S

GCCI/GCC (a) 2 (11,1%) 1 (6,7%) 3 (10,3%) 0 (0%)

GCCIACC () 4 (22,2%) 4 (26,7%) 7 (24,1%) 1 (25%)

GCC/ATA (i) 7 (38,9%) 3 (20%) 10 (34,5%) 0 (0%)

ACCJ/ACC (b) 3 (16,7%) 1 (6,7%) 4 (13,8%) 0 (0%)

ACC/ATA (b) « 2 (11,1%) 5 (33,3%) 4 (13,8%) 3 (75%)

ATA/ATA (b) 0 (0%) 1(6,7%) 1 (3,4%) 0 (0%)
18 (100% 15 29-(100%)

iy

GCC/GCC (a) 3 (12,5%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (9,1%)
GCCIACC (i) 5 (20,8%) 2 (50%) 1 (20%) 8 (24,2%)
GCC/ATA (i) 9 (37,5%) 0 (0%) 1 (20%) 10 (30,3%)
ACC/ACC (b) 3 (12,5%) 1 (25%) 0 (0%) 4 (121%)
ACCJ/ATA (b) 3 (12,5%) 1 (25%) 3 (60%) 7 (21,2%)
ATAJATA (b) 1 (4,2%) 0 (0%) 0 (0%) 1(3%)
Total 24 (100%) 4 (100%) 5 (100%) 33 (100%)

Fenotipos de secrecion de IL-10: (a), alto; (i), intermedio; (b), bajo.
=, correlaci6n significativa entre el genotipo ACC/ATA y el fallecimiento del enfermo (P=0,02),
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a) Vivos b) Fallecidos

FIGURA 24, Representacién de la prevalencia de los distintos polimorfismos en el
promotor de la IL-10, con respecto a la supervivencia. Nétese el claro predominio
del genotipo ACC/ATA (asociado a fenotipo secretor bajo de IL-10) entre los
enfermos que fallecieron en los primeros 30 meses, lo cual contrasta con la menor
representacion de dicho genotipo entre los pacientes que permanecian vivos tras
dicho periodo de seguimiento. Ademas, el genotipo GCC/GCC (asociado a fenotipo
secretor alto de iL-10) s6lo se encuenfra representado entre los individuos que
sobrevivieron mas de 30 meses.

Fenotipo de secrecion de IL-10: (a), alto; (i), intermedio; (b), bajo.
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V. DISCUSION

1. CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS DE LOS MELANOMAS

En lo que se refiere a las caracteristicas propias del individuo analizadas en
este trabajo, dado que en la seleccidon de pacientes no se tuvo en cuenta ni el
sexo ni la edad, la distribucidn de los enfermos de esta serie en relacién con estos
dos parametros podria estar reflejando lo que ocurre en la poblacién general.
Como se ha sefialado en el capitulo de antecedentes, se estima que el melanoma
presenta la misma incidencia en mujeres que en hombres, io cual se ha cumplido
en la serie de enfermos aqui estudiada. Y como han descrito otros autores, la
localizacion mas frecuente del tumor han sido las extremidades inferiores en las
mujeres, y el tronco en los hombres (Crombie, 1981).

En nuestra serie, los tumores situados en el tronco y los de localizacién
acral fueron los de mayor espesar, lo cual podria explicarse por estar en zonas
menos visibles, con lo cual el diagnéstico seria menos precoz y el tumor tendria
mas tiempo para aumentar de grosor, hipotesis ya propuesta por otros autores
(Salman y Rogers, 1990).

Diversos trabajos han mostrado que, en el caso del melanoma, el sexo
femenino puede considerarse como un factor prondstico independiente de la edad
y localizacion de la lesion primaria, asi como independiente del espesor tumoral y
el estadio clinico de la enfermedad (Sondergaard y Schou, 1985; Clark y cols,
1989; Cochran y cols, 2000). De hecho, incluso se ha llegado a apuntar un posible
papel de las hormonas sexuales esteroideas en un comportamiento
aparentemente mas benigno de los melanomas en la mujer (Vossaert y cols,
1992; Miller y Neil, 1997). En la serie aqui estudiada, aunque se han encontrado
diferencias entre hombres y mujeres, en el sentido de una mayor supervivencia en
estas Ultimas, dichas diferencias no han resultado significativas. De cualquier
modo, el espesor medio de ios melanomas incluidos en este trabajo ha sido
menor en las mujeres que en los hombres, por lo que aunque las diferencias de
supervivencia hubieran resultado significativas, no se hubiera podido descartar
que fueran debidas a la influencia del espesor. No obstante, cabria la posibilidad

de que la supuesta mejor evolucién del melanoma en el sexo femenino fuera
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debida, al menos en parte, a diferencias en el comportamiento del sistema
inmunitario entre ambos sexos. En este sentido, si el sistema inmunitario de la
mujer se defiende de forma mas eficiente frente a las células de melanoma, ello
podria contribuir al menor espesor observado en el sexo femenino en nuestra
serie. Sin embargo, los resultados de nuestro estudio no apoyan esta idea, ya que
no se han demostrado diferencias sustanciales en los parametros inmunoldgicos
analizados, como se explicara después con mas detalle. Es decir, parece que de
la diferencia de sexo no se deriva ninguna variacion en cuanto al funcionamiento
del sistema inmunitario en la lucha antitumoral, por io menos en el caso del
melanoma cutaneo.

Con respecto a la edad, la mayoria de los estudios multivariantes no le han
concedido un valor prondstico independiente, pues la han ligado directamente al
mayor espesor tumoral (Popescu y cols., 1990), aunque algunos autores han
sefialado que el prondstico empeora en sujetos mayores de 60 afios (Cochran y
cols., 2000). En nuestra serie, la edad mas avanzada del individuo se asocidé con
un peor pronéstico, pues todos los pacientes fallecidos pertenecian al grupo de
més de 40 afios de edad. Sin embargo, no se puede atribuir solamente al espesor
tumoral esta distinta evolucion observada en relacién con la edad del paciente,
pues no se han encontrado diferencias ostensibles en cuanto al espesor de
Breslow entre los dos grupos de edad considerados.

Es un hecho constatado que, en general, la inmunidad del individuo decae
con la senescencia (Potestio y cols, 1999). Por ello, y de modo anélogo a como se
ha apuntado previamente en el caso del sexo, también se podria pensar que, al
menos en los grupos de mayor edad, el supuesto peor comportamiento del
melanoma podria ser secundario, por lo menos en parte, a deficiencias en el
sistema inmunitario del paciente. A este respecto, y en cuanto a los resultados
inmunolégicos, en la serie aqui estudiada se han podido obtener mas datos
interesantes en relaciéon con la edad que con el sexo. En este sentido, como se
discutirdA méas adelante, ciertas diferencias o variaciones en las variables
inmunolégicas estudiadas en esta tesis, podrian justificarse por la diferente edad
de los pacientes. Pero otras diferencias observadas, no parecen verse
influenciadas por este concepto.

La tasa de supervivencia a los 30 meses, observada en nuestra serie, ha

sido del 87,9%, lo cual se puede considerar superponible a lo descrito en la
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literatura para los pacientes con melanoma, sin distincién de espesor, en los
cuales se ha sefialado una supervivencia del 88% a las 24 meses (Dennis, 1999).

Aunque algunos autores han sefialado que el diagnéstico de melanomas
de bajo espesor puede ser responsable parcial del aumento en la incidencia de
dicha neoplasia observado en los lltimos decenios, en nuestra serie conviene
resenar que la prevalencia de lesiones con menos de 2 mm de espesor fue similar
a la de melanomas con mayor espesor. Por tanto, es posible que el aumento
descrito en |a incidencia global de melanoma se pueda deber al incremento tanto
de tumores finos como gruesos, hecho ya apuntado por otros autores (Swerlick y
Chen, 1997).

En el presente estudio, como cabia esperar, tanto las metastasis viscerales
como ios fallecimientos ocurrieron entre los pacientes que tenfan melanomas con
mayor espesor. La supervivencia a los 30 meses fue del 73,3% para los pacientes
con melancmas de mas de 2 mm de espesor, datc similar al 73% descrito por
Dennis con los melanomas de mas de 3 mm de grosor tras 2 afios de seguimiento
(Dennis, 1999).

En cuanto a los diferentes tipos histolégicos de los melanomas estudiados,
sus correspondientes incidencias fueron similares a lo ya publicado (Langley y
cols, 1999), con la salvedad del MLA, cuya incidencia fue 5 veces superior,
afectando a un 15% del total de enfermos. El MES y el MN fueron los dos tipos
histologicos mas frecuentes, por ese mismo orden, mientras que el LMM fue el
menos representado. Aunque se demostré una correlacién entre el MN y el
fallecimiento del paciente, si se tiene en cuenta lo descrito en estudios
multivariantes, la mayor agresividad del MN sélo se traduce en lesiones de mayor
espesor, el cual si posee valor pronéstico independiente, a diferencia del tipo
histolégico (Koh y cols, 1984, Gordon y cols, 1991; Mansson-Brahme y cols,
1994).

Al analizar la posible correlacion entre el resto de variables histolégicas
consideradas en este trabajo y la supervivencia del enfermo, podria resultar
Hamativo la falta de correlacion entre la supervivencia y la ulceracion,
caracteristica ésta Ultima a la que se ha concedido gran relevancia en la Gltima
clasificacién propuesta por el AJCC (Balch y cols, 2000) y que se ha descrito que
presenta valor pronéstico independiente (Balch y cols, 1992) en el caso del
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melanoma. Dicha falta de correlacion quizas pueda ser debida al tamafio reducido
de la serie de casos estudiada.

En cuanto al infiltrado inflamatorio perilesional, parece I6gico pensar que la
presencia del mismo no necesariamente significa una efectividad en la
erradicacion del tumor. Pero también parece evidente que si dicho infiltrado esté
ausente, la capacidad para destruir o, al menos, intentar limitar el crecimiento y
circunscribir el tumor, serd menor. Los resultados hallados en esta serie asi
parecen indicario, pues todos los fallecimientos ocurrieron en pacientes cuyos
melanomas no mostraban signos de infiltrado inflamatorio peritumoral. Por tanto,
la ausencia de infiltrado se podria considerar como un marcador de mal
pronostico.

En estudios multifactoriales se ha descrito que la intensidad de la respuesta
inflamatoria peritumoral disminuye conforme aumenta el espesor de la lesion (Day
y cols, 1982). Por este motivo se le ha negado valor prondstico independiente al
infiltrado inflamatorio que rodea al melanoma (Kopf y cols, 1987). Sin embargo, es
posible que el espesor esté, al menos en parte, condicionado por el infiltrado. Es
decir, cuando el infiltrado es nulo, la consiguiente incapacidad para limitar el
crecimiento del tumor puede permitir que éste alcance un mayor grosor.

Aunque diversos autores, y con diferentes explicaciones, han asociado la
regresion histolégica con un peor pronéstico (Blessing y McLaren, 1992; Shaw y
cols, 1989), en este trabajo no se ha encontrado ninguna correlacion significativa
entre la regresion y el fallecimiento del enfermo. Por el contrario, en ninguno de
los casos donde se produjo el fallecimiento se demostraron signos de regresion
en el estudio histoldgico de la lesion.

La mayoria de autores no coinciden en qué tipo celular se puede
correlacionar con el prondstico del melanoma (Van der Esch y cols, 1981;
McGovern y cols, 1981), de donde se ha inferido que el tipo celular no es un
marcador prondstico importante. Sin embargo, el estudio de! tipo histoldgico de
los melanomas de esta serie no parece corroborar esta idea, pues el tipo celular
que se denomind atipico se correlacioné de modo muy importante con el
pronostico vital. Resulté bastante llamativo el hecho de que casi la mitad de los
tumores que mostraban predominio de celularidad atipica provocaban la muerte
del huésped portador del tumor antes de los 30 meses del diagnéstico. Segtn
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estos datos, el tipo celular atipico podria considerarse como un marcador
predictivo de mala evolucién del melanoma.

2. MELANOMA 'Y SISTEMA INMUNITARIO

En la actualidad, es un hecho cominmente aceptado que el melanoma es
uno de los tumores con mayor capacidad inmunogénica. Esta circunstancia, junto
con la mayor facilidad de las células de melanoma para ser adaptadas a estudios
experimentales in vitro, ha facilitado la definicibn de un mayor nimero de
antigenos asociados con el melanoma que con otros tumores, asi como el anélisis
de su restriccion por el MHC (Nestle y cols, 1999; Houghton y cols, 2001). Todo
ello también ha permitido la identificacion de células citoliticas efectoras
especificas frente al tumor (Boon y cols, 1997; Lee y cols, 1999), y ha facilitado la
propuesta y experimentacion de nuevas estrategias inmunoterapéuticas mediante
el uso de vacunas disefiadas de manera especifica (Nielsen y cols, 2000).

En los Ultimos afios, una gran cantidad de estudios han ido dirigidos a
definir las caracteristicas de la célula tumoral que le permiten escapar a la
vigilancia inmunolégica. Este es el caso de numerosos trabajos relacionados con
la pérdida de expresion de moiéculas HLA en las células de melanoma (Carre! y
cols, 1985, Garrido y cols, 1997). Otros estudios se han centrado en la definicién
de antigenos propios de! tumor y la valoracion de su reactividad in vifro (Houghton
y cols, 2001) o en el analisis del infiltrado celular del tumor (Strohal y cols, 1994;
Becker y cols, 1997). Sin embargo, hasta el momento, son mas escasos los
trabajos encaminados a estudiar la importancia de los cambios sistémicos que
tienen lugar en el sistema inmunitario de pacientes con melanoma. Dichos
cambios pueden ser reflejo de la capacidad defensiva antitumoral propia de cada
individuo, probablemente modulada por elementos derivados de la actividad
biologica de las células malignas (Donawho y cols, 2001). Es decir, la capacidad
de rechazar o tolerar el tumor puede depender de la predisposicién individual para
elaborar respuestas inmunitarias antitumorales eficientes 0 no. Pero ademas,
puede ocurrir una merma en la eficacia del sistema inmunitario norma!, a causa

de la interaccion con células o factores derivados del tumor.
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La mayoria de los melanomas primarios se localizan en la piel, 6rgano en
el que la inmunidad es dominada por los linfocitos T, los cuales son mediadores
de las respuestas de hipersensibilidad retardada, encuadradas dentro de las
respuestas de tipo Th1 (Zierhut y cols, 1996).

Mediante estudios in vitro se ha demostrado que tanto las células T CD8"
como las CD4" participan en la respuesta inmunitaria frente al melanoma,
ejerciendo una actividad citotdxica, restringida por moléculas del MHC de clase | y
Il respectivamente. No obstante, la participacion en dicha respuesta inmunitaria
de las células T CD4" puede ser mas relevante debido a su papel amplificador de
la reactividad inmunolégica que a su propia actividad citolitica, sobre todo gracias
a la capacidad de secretar citoquinas de tipo Th1, como TNFa e INFy (Markus et
al, 1995). Sin embargo, este tipo de respuesta puede ser modificado por cambios
en el microambiente donde se desarrolla el tumor. Asi, en el caso del melanoma,
la radiacion UV puede inducir en los queratinocitos la produccién de determinados
patrones de citoquinas capaces de impedir la activacién de las células T
(Houghton y cols, 2001). En este sentido, en estudios experimentales, se ha
demostrado qgue la luz UV favorece la secrecién de citoquinas de tipo Th2, como
IL-4 y/o IL-10 (Shreedhar y cols, 1998; Beissert y cols, 1999). Por otro lado, puede
existir una disminucién de la respuesta inmunitaria antitumoral a consecuencia de
la anergizacion de las células T CD4", al ser estimuladas por células tumorales
que se comportan como APCs no profesionales, en las que la expresién de
moléculas coestimuladoras, como CD80 o CD86, es inadecuada (Becker y cols,
1993; Wang, 2007). El resultado final de todas estas interacciones puede ser una
insuficiente cooperacion de las células T CD4" para inducir células T CD8"
citoliticas.

Otras células, aparte de los linfocitos T, como los linfocitos B, los monocitos
y las células NK también tienen una funcién de interés en la respuesta inmunitaria
frente a tumores (Ding y Shevach, 1996; Cooper y cols, 2001; Holland y Gallin,
7998). Por este motivo, dichas células también han sido objeto de estudio en este
trabajo.
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3. MONITORIZACION DE POBLACIONES CELULARES EN SANGRE
PERIFERICA.

Las determinaciones basales de las distintas poblaciones celulares en
sangre periférica, se llevaron a cabo con la doble finalidad de conocer la situacion
basal en la que se encontraba el paciente en el momento de la primera consulta e
investigar si podia existir algin factor que desde una fase temprana pudiera
orientar sobre el prondstico, y para disponer de unos valores iniciales de
referencia sobre los que poder comparar los posibles cambios experimentados
por las distintas poblaciones celulares durante la progresiéon del tumor. Estos
estudios constituyeron la primera parte del segundo objetivo planteado en esta
tesis.

En general, al comparar los resultados del analisis de las primeras
muestras con los de las muestras sucesivas, se observé que el niimero absoluto
de leucocitos, linfocitos y monocitos totales se mantenia practicamente constante
durante todo el periodo de seguimiento en los pacientes con melanoma. Por el
contrario, la distribucién de algunos subtipos de linfacitos, células NK y monocitos
s experiment6 cambios, que en algunos casos resultaron de interés.

Como ya se ha descrito, el envejecimiento del individuo se asocia con
alteraciones en su sistema inmunitario, tanto en el numero, como en la
prevalencia de distintos subtipos y en la capacidad proliferativa de los linfocitos T
(Miller, 1996, Potestio y cols, 1999). Asi, la denominada inmunosenescencia se
asocia con un descenso en el numero de los linfocitos T, tanto CD4' o
colaboradores como CD8" o citotdxicos (Effros, 2000). En nuestra serie, se
detectd un descenso de los linfocitos T CD3", y de sus subtipos CD8* y CD4*, en
los pacientes con mayor edad (ver tabla XV). Sin embargo, estas diferencias en el
namerc de linfocitos T no fueron tan patentes al comparar grupos de enfermos
con distinta supervivencia o con melanomas de distinto espesor. Esta informacion
debe ser tenida en cuenta, para no generar confusion, a la hora de evaluar el
posible efecto inmunosupresor inducido por el tumor. En los pacientes estudiados
en este trabajo, el descenso en el nimero de linfocitos T en sangre periférica
podria estar reflejando el envejecimiento del individuo y de su sistema inmunitario.
Es decir, a la vista de nuestros datos, la presencia del melanoma no parece

ejercer sobre los linfocitos T CD3*, CD8" o CD4" un efecto que supere a los
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cambios propios de la edad. Es probable que se requieran largos periodos de
contacto entre las células del melanoma y el sistema inmunitario del paciente para
que se produzca un descensc en el ndmero de determinadas poblaciones
celulares en sangre periférica, en ocasiones equiparable al provocado por la
iInmunosenescencia.

Si se estudia la relacion existente entre el nimero de algunos subtipos de
linfocitos T, como ocurre con el cociente CD4/CD8, la informacion que se obtiene
puede tener mayor poder orientativo sobre el prondstico del paciente con
melanoma que si se analizan por separado dichos subtipos celulares. En nuestros
pacientes este cociente no se alteraba con el envejecimiento, ya que ia edad del
enfermo parecia afectar de la misma forma a los linfocitos CD4" que a los CD8".
Sin embargo, al agrupar a los pacientes en funcién del espesor del melanoma, el
valor del cociente CD4/CD8 resulté inversamente proporcional a dicho espesor,
es decir, cuantoc mayor era el indice de Bresiow menor era la relacion CD4/CD8.
Ademas, con el transcurso del tiempo, las diferencias en dicho cociente entre los
pacientes con melanomas mas gruesos y mas finos se fueron incrementando,
hasta hacerse significativas, observandose un descensc progresivo del
mencionado cociente en los pacientes con melanomas de peor pronéstico (mayor
grosor) (ver figura 3a).

Algo similar a lo observado con el espesor tumoral, se observé al comparar
el cociente CD4/CD8 entre los dos grupos de pacientes creados segun la
supervivencia a los 30 meses. Aunque en este caso los valores de partida eran
practicamente idénticos en las muestras basales, se produjo una profunda caida
después del primer afio de seguimiento en los pacientes que posteriormente
fallecieron (ver figura 3b). Por tanto, la monitorizacién del cociente CD4/CD8
podria ofrecer informacién sobre el grado de malignidad de la enfermedad, de
modo que si va descendiendo progresivamente por debajo de 2, puede ser un
indicador de mal prondstico. No obstante, no parece que dicho cociente pueda
considerarse un factor con caracter predictivo desde el inicio de la enfermedad.

El descenso observado en el cociente CD4/CD8 en los pacientes con peor
evolucién, es decir, en los que fallecieron, no parecé que tenga su origen en un
aumento de la poblacion de linfocitos CD8", sino que mas bien parece debido a la
pérdida de linfocitos CD4". Esta disminucién podria deberse a distintos

mecanismos: a) a una sustraccion producida por un trasvase de células CD4" al
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infiltrado inflamatorio peritumoral; b) a que con la progresiéon tumoral se liberen
factores solubles o citoquinas, como la |IL-10, que inhiban el crecimiento de las
células CD4" (Taga y cols, 1993); ¢) a la presencia en la célula tumoral de
moléculas capaces de inducir muerte celular por apoptosis, via CD95/CD95L
(Maeda y cols, 1998), o por otra via independiente de procesos de apoptosis; y d)
a una predisposicién constitucional de pacientes que sufren melanoma para
secretar determinadas citoquinas, o inducir expresién de CTLA-4, que pueden
inhibir el crecimiento de linfocitos CD4". En cualquier caso, todas las situaciones
anteriores redundarian en una mayor facilidad del paciente establecer tolerancia
frente al tumor.

La accion efectora de las células T CD4" sobre tumores es peor conocida
que la de las células T CD8", pero cada vez existen mas evidencias gue subrayan
la importancia de los linfocitos T colaboradores en el estimulo de la respuesta
inmunitaria antitumoral (Houghton y cols, 2001). Asi, se ha revelado la
especificidad de los linfocitos T CD4" para el reconocimiento de antigenos de
diferenciacion melanocitica (Topalian y cols, 1996; Wang y cols, 1999; Wang
2001). Y la falta de respuesta de las células T CD4" especificas frente a un tumor
podria ser responsable del fracaso de protocolos de inmunocquimioterapia (Wang,
2001).

Como ya se ha sefialado, ia accidn de los linfocitos CD4" se ha relacionado
con la secrecidn de citoquinas de tipo Th1, contribuyendo a la regresion del tumor
a través de mecanismos independientes de la induccién de apoptosis sobre la
célula de melanoma (Lowes y cols, 1997; Thomas y cols, 1998). Un ejemplo de
ello podria ser el reclutamiento, por parte de los linfocitos T CD4" infiltrantes del
tumor, de células efectoras, como es el caso de los macréfagos (Hung y cols,
1998).

4. CAMBIOS EN LA ViA DE SENALIZACION DE CD28 Y MOLECULAS
COESTIMULADORAS

El reconccimiento de un antigenc por el TcR resulta eficiente cuando se
acompana de segundas sefiales que contribuyen a estabilizar la denominada

sinapsis inmunoldgica. Aunque cada vez se amplia el nUmero de pares de
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moleculas que contribuyen a dicha estabilizacion, en esta memoria se han
analizado las sefiales coestimuladoras mas clasicas y mejor conocidas, que
implican a las moléculas CD28 y CTLA-4, sobre la célula T, y a sus ligandos de la
familia de moléculas B7 (CD80 y CD86), los cuales se expresan normalmente
sobre las APCs. Ademas, se han estudiado otros dos pares de moléculas, el
CD95/CD95L y el CD40/CD40L, que se discutiran en el siguiente apartado.

Los datos resultantes de la monitorizacién del nimero de células que
expresaban la molécula CD28, reflejaron que la disminucion gue experimentaban
las células CD4"CD28" en los pacientes de mayor edad era similar, en términos
absolutos, al descenso que se observaba en los linfocitos CD4" totales en esos
mismos individuos (tabla XV). Esto hace pensar que la disminucién del niUmero de
células CD4" con el envejecimiento debe ser secundaria, sobre todo, a Ia pérdida
de células CD4"CD28". Se ha postulado que los cambios fenotipicos en las
células T y, en consecuencia, las alteraciones en sus funciones efectoras, pueden
explicar muchas de las disfunciones inmunologicas relacionadas con la edad.
Entre dichos cambios se encuentra una disminucion en la expresiéon de CD28
sobre las células T CD4" (Vallejo y cols, 1998).

En nuestra serie, también se observd una disminucion en el ndmero de
células CD4"CD28" en los pacientes con melanomas de mayor espesor y en los
que fallecieron. Dichas diferencias no resultaron significativas para las muestras
basales, pero si al considerar todas las muestras extraidas sucesivamente a cada
paciente (valores globales) (ver figura 4). En éste ultimo caso, el nivel de
significacion fue igual al obtenido para las diferencias observadas en las
concentracion de células CD4*CD28" entre los dos grupos de edad establecidos
en este trabajo, consistentes en un descenso de dichas células en los pacientes
de mayor edad. Esto quiere decir que los cambios en la concentracién de las
células CD4"CD28" observados en relacién con el espesor del tumor o la
supervivencia pueden ser debidos, al menos en gran medida, a la diferente edad
de los pacientes que pertenecen a cada grupo. Sin embargo, se sabe que tras la
activacion celular (como la que puede provocar un tumor) pueden aparecer
fluctuaciones en la expresion de CD28 sobre las células T CD4" y CD8*, en el
sentido de un aumento de las células CD28" (Metzler y cols, 1999). Por tanto, en
el caso de un tumor inmunogénico, como el melanoma, se deberia producir

activacion celular con el consiguiente aumento en el niimero de células T CD28',
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independientemente de los cambios en dicha poblacién relacionados con el
normal envejecimiento del individuc. No obstante, es probable que el nimero de
replicaciones inducidas sobre las células CD4*CD28" por antigenos derivados del
tumor en etapas mas tempranas de la enfermedad, sea bajo o no asocie una
caida en la expresién de CD28 tan inmediata o importante como para traducir un
efecto distinguible y superior al observado en relacién con la edad del individuo.
Es posible que se requiera un mayor tiempo de centacto de las células tumorales
con la poblacién CD4*CD28" para que, debido a un mayor nimero de divisiones
celulares, se produzca una pérdida progresiva de células CD4*CD28". Es decir,
los cambios fenotipicos inducidos por el tumor en ia poblacién CD4", requeririan
multiples estimulaciones, tal como ha sido sugerido por otros autores en trabajos
muy recientes (Goronzy y Weyand, 2001).

Segun nuestros resultados, aungue la monitorizacion de la poblacién
CD4*CD28" pueda ser de interés para el seguimiento de los pacientes con
melanoma, no parece que se trate de un parametro que pueda predecir
precozmente la evolucidén de la enfermedad. Para confirmar esta propuesta seria
preciso realizar estudios adicionales, ya que hasta ahora no hemos encontrado en
la literatura disponible informaciones que permitan contrastar este aspecto.

La ausencia de estimulos a través de la via CD28 o la caida en su
expresion, se ha asociado con la transmision de sefales incompletas que generan
escasa o nula coactivacion, lo cual conduce al fendmeno denominado paralisis o
anergia de linfocitos T (Harding y cols, 1992). Dicha anergia, es uno de los
mecanismos mas importantes implicados en la induccién de tolerancia periférica y
puede afectar, tanto in vifro como in vivo, a linfocitos T CD4* y CD8* (Pérez y cols,
1997, Dubois y cols, 1998).

Existen estudios que han demostrado que, en pacientes con melanoma,
dentro de las células CD8*CD28" existen algunas con funcién efectora especifica
frente al tumor, que ademas de ser CD28™ expresan receptores de inhibicion. Es
probable que dichas células estén implicadas en mecanismos de regulacion
periférica y eviten la aparicion de una respuesta inmunitaria eficiente, sobre todo
después de largos periodos de activaciéon (Speiser y cols, 1999; Becker y cols,
2000). Otros autores han detectado células de este tipo con especificidad para

antigenos de melanoma en sujetos sanos, sugiriendo para ellas un papel en el
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control de la tolerancia periférica de las células T a algunos antigenos periféricos
(Huard y Karlsson, 2000).

Las células CD8*'CD28*, a diferencia de las CD4°CD28*, mostraron
cambios de concentracion poco ostensibles en relacion con el espesor tumoral y
la supervivencia del enfermo, tanto en sus valores basales como en los globales.
Ademas, aunque los pacientes con mas de 40 afios de edad mostraron cifras
significativamente mas bajas de células CD8'CD28" que los sujetos mas jovenes,
estas diferencias también fueron mas leves gue las observadas en el caso de las
células CD4'CD28 en relacién con la edad.

En nuestra serie, la caida en el niumero de células CD8°CD28" era paralela
a un aumento o expansion de la poblacién CD8'CD28". Esto parecia deberse mas
a una pérdida de expresién de CD28 que a un proceso de eliminacion de fas
células CD8'CD28*. El estudio de las células CD8*CD28 ayudaba a ofrecer
desde la primera consulta una valoraciéon prospectiva de la evolucién de
enfermedad. Esta informacién era mas clara si se tomaba como indicador el
cociente CD8'CD28"/ CD8'CD28", el cual se modificaba de forma inversamente
proporcional al espesor del tumor y al tiempo de supervivencia. Para este cociente
se pudo establecer un umbral o punto de corte, de modo que cuando alcanzaba
valores superiores a 1,5 se asociaba con un mejor prondstico, con la ventaja de
que la informacién que derivaba del andlisis de esta poblacién se hacia patente
desde el momento en que el paciente acudia a la consulta por primera vez (ver
figuras 5 a 7). En consecuencia, el estudio de las poblaciones CD8'28"y CD8"28"
desde fases tempranas de la enfermedad podria plantearse como un parametro
util para indicar el grado de resistencia o tolerancia al tumor y para la prediccion
precoz de un mejor o peor prondstico del proceso. Asi, mientras la abundancia de
células CD8'CD28" favoreceria la respuesta frente al melanoma, la escasez de
éstas, asociada a aumento de la poblacion CD8'CD28', facilitaria Ia extensién de
la enfermedad de donde se derivaria una supervivencia mas corta.

En general, los linfocitos CD8'CD28" estuvieron siempre asociados con un
peor prondstico del tumor, hasta tal punto que el predominio de las células
CD8'CD28" sobre las CD8'CD28 en los enfermos con melanomas de menor
espesor y con mayor supervivencia, se convertia en una mayor concentraciéon de
células CD8'CD28 que de CD8'CD28" en los pacientes con melanomas de

mayor espesor y en los que fallecieron (figuras 5 y 6).
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Quizés el hecho mas relevante sea que este subtipo de células ofrecia
patrones de comportamiento que permitian establecer diferencias sobre el curso
de la enfermedad, cuya visualizacién grafica se ofrece en las ilustraciones de la
figuras 8 y 9, que representan respectivamente los resultados del analisis por
citometria de flujo de dos pacientes prototipo de melanoma con buen y mal
prondstico. Hasta ahera no se ha encontrado en la bibliografia ningtin trabajo que
contemple de modo prospectivo los cambios de concentracién experimentados
por las células CD8'CD28" y CD8°CD28 en sangre periférica de pacientes con
melanoma, por lo que seria recomendable continuar este estudio en orden a una
caracterizacion mas precisa de estas células y de las funciones que realizan en
estos pacientes. Ademas, su conocimiento podria aportar informacion de interés
para el establecimiento de nuevas terapias antitumorales.

La expansion de la poblacién CD8'CD28™ no podia justificarse sélo por un
proceso de envejecimiento celular, ya que el aumento en las células CD8'CD28
relativo a la mayor edad del sujeto, como mucho conseguia igualar los valores de
las células CD8CD28". Ademés, los cambios en el cociente CD8'CD28"
/CD8CD28" fueron siempre menores en relacion con la edad del sujeto que en
relacién con el espesor tumoral, la supervivencia o la aparicién de metastasis. En
este sentido, en pacientes con peor evolucién, los linfocitos CD8*CD28 podian
llegar a representar el doble que los CD8*CD28"*.

Conviene recordar que tanto en pacientes con melanoma como en
individuos sanos se ha demostrado la expresién de receptores inhibidores de
células NK (KIR), pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas, en la
superficie de una fraccidn pequefia pero consistente de célufas T CcD8"
especificas frente a antigenos de diferenciacion melanocitica (Huard y Karlsson,
2000). Parece que la expresion de los KIR es mas frecuente en los linfocitos CD8*
que expresan CD56 (Fittef y cols, 2000), subtipo que en nuestra serie parece
relacionarse con un peor prondstico y cuya expansion se inicia desde estadios
tempranos de la enfermedad. Estas células podrian ser CD8'CD56'CD28,
aungue por las combinaciones de anticuerpos monoclonales usadas en el
protocolo de analisis de esta memoria, no se ha podido demostrar que se
corresponda con una poblacion CD28", ni tampoco se ha estudiado la expresién
de KIR en la misma. Es interesante también hacer notar aqui, que un segundo

tipo de receptores de inhibicién, pertenecientes a la familia de las lectinas, como
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CD94, también se pueden expresar sobre linfocitos T de manera dependiente del
estado de diferenciacion durante la respuesta inmunitaria frente a tumores sélidos
(Becker y cols, 2000). Asi, estas células T se han encontrado tanto en el ganglio
centinela, expresando altos niveles de CD28 y bajos de CD94, comoc en el
melanoma primario, con expresién baja o nula de CD28 y elevada de CD9%4
(Becker y cols, 2000). Por tanto, parece que en las fases iniciales de activacion
(por ejemplo, en los estimulos primarios del ganglio linfatico), las células T no
expresan CD94, mientras que los mismos clones de células T si expresan altos
niveles de CD94 una vez que han alcanzado la fase efectora en el sitio donde
estd ubicado el tumor. Es posible que la modulacién negativa de CD28 en las
células T conlleve una modulacién positiva de los KIR, quizas dirigida inicialmente
a controlar la homeostasis (Speiser y cols, 1999).

Contrariamente a lo que sucedia con los estudios sobre la expresién de la
molécula CD28, el analisis de la expresién de CTLA-4 no ofrecié6 resultados
concluyentes. No obstante, en [os pacientes con menor supervivencia y en los
que desarrollaron metéastasis viscerales parecia generarse una poblacién residual
CD8*CTLA-4" (tablas XIll y XIV). De confirmarse este hecho, la expansion de
células T que expresen la molécula CTLA-4 podria considerarse un factor de mal
prondstico. De todos modos seria necesario profundizar en estos estudios,
mediante induccion de estimulos in vitro sabre células de estos pacientes, ya que
la molécuia CTLA-4 no es detectable en las células T en reposo, pero aparece
tempranamente después de la activacion, a partir de las 24 horas, alcanzando un
maximo entre las 36-48 horas (Krummel y Allison, 1995; Chambers y Allison,
1997). Aunque estos Ultimos autores reconocen que la cinética y expresion de
CTLA-4 en los distintos subtipos de células T no esta bien definida (Chambers y
Allison, 1999), parece que la sobreexpresién de CTLA-4 inhibe sobre todo la
expansidn de linfocitos T CD4" (Yu y cols, 2000).

Por todo lo anterior, seria interesante determinar si la estimulacion de las
células T in vivo, lo cual conduce a una expansion clonal de celulas T implicadas
en el desarrollo de tolerancia y/o anergia, se puede asociar con la induccién de la
expresion de CTLA-4 sobre estas células. Para justificar la participacion de
células CTLA-4 en estos procesos, Chambers y cols. propusieron un modelo
segun el cual existiria un predominio de las sefiales inhibitorias mediadas por
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CTLA-4 sobre las células T, cuando las APCs con baja expresion de moléculas
B7 presentan los antigenos a dichas células T (Chambers y cols, 1996).

Las sefiales transmitidas por las moléculas coestimuladoras CD28 y CTLA-
4, que se expresan en los linfocitos T, se producen después de la interaccién con
sus ligandos especificos, CD80 y CD86 (moléculas de la familia B7), que se
expresan normalmente en las APCs maduras, aunque en determinadas
situaciones pueden hacerlo scbre otras células, como los linfocitos T (Azuma y
cols, 1993; Hollsberg y cols, 1997, Jeannin y cols, 1999).

Los linfocitos B, cuando poseen una buena expresién de moléculas CD80
y CD86, pueden funcionar como APCs e interaccionar con sus ligandos
especificos (CD28 y CTLA-4) sobre las células T; por el contrario, la pérdida de
CD80 y CD86 limita su habilidad como APCs (Croft y cols, 1997). Esto puede
convertir a los linfocitos B en células colaboradoras de buenas o malas
respuestas. Por este motivo, el analisis de estas células constituyd una parte
importante del segundo objetivo de esta tesis.

La expresion de CD86 es rapida y temprana, siendo suficiente para ello tan
s6lo la sefalizacidén a través del receptor de célula B (BcR) (Nafarajan y cols,
2007), por lo que a la molécula CD86 se le han atribuido funciones en el inicio de
la respuesta inmunitaria, desempefiando un papel critico en la activacion de
células T y en el desarrollo de anergia (Liu y cols, 1999). En cambio, CD80 se
expresa mas tarde y necesita segundas sefiales de coestimulacion del B¢R, por lo
que serviria para amplificar la respuesta inmunitaria (Boussiotis y cols, 1996,
Natarajan y cols, 2001).

El estudio del ndmero de linfocitos B que expresaban CD80 en los
pacientes de esta serie, reflejé la existencia de una mayor concentracion de
células CD19°CD80" en aquellos enfermos con mejor prondstico y evolucion (ver
tablas XVIll y XIX, y figura 13). Es decir, se demostraron cifras mas altas de
dichas células en los enfermos con melanomas de menor espesor, en los que
tenian mayor tiempo de supervivencia y en los que no desarrollaron metastasis,
en comparacion, respectivamente, con los pacientes que presentaban metanomas
de mayor espesor, los que fallecieron y los que padecieron metéstasis viscerales.
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas y se pudieron observar
desde el primer andlisis, es decir, en las muestras basales. Las muestras

procedentes de extracciones posteriores también revelaron cambios similares en
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las cifras de células CD19"CD80" entre los distintos grupos de estudio, aunque
con menor nivel de significacion.

En los sujetos mayores de 40 anos, la concentracion de células
CD19*CD80" era significativamente mas baja que en el resto de enfermos. Todos
los pacientes que fallecieron durante el estudio pertenecian a dicho grupo de
mayor edad, el cual ademas englobaba a enfermos con melanomas de mayor
espesor. Por tanto, se podria plantear la cuestion de si las diferencias observadas
en las cifras de estas células en relacion con el espesor tumoral, la supervivencia
o la aparicion de metastasis podrian atribuirse, al menos en parte, a la diferente
edad media de los pacientes de cada grupo. Aunque la edad puede ejercer
influencia sobre la concentracion de las células CD19°CD80" en sangre periférica,
produciendo un descenso de la misma, podrian existir otras causas adicionales
que justifiquen dicho descenso en |os pacientes con melanoma de peor pronoéstico
o evolucidén. A favor de esta Ultima hipétesis esta el hecho de que cuando el
analisis estadistico se limitaba a los pacientes con mas de 40 afios de edad,
seguian demostrandose diferencias significativas intergrupo en cuanto a la
concentracion de células CD19°CD80", con un nivel de significacién cercano al
obtenido con el total de pacientes.

Al contrario de lo observado con la poblacién CD19"CD80°, ni los valores
basales ni los globales de las células CD19°CD86" se pudieron relacionar con el
prondstico o la evolucion del tumor. No obstante, si se aprecid el posible efecto
del envejecimiento del individuo sobre dichas células, cuyo nimero descendia
significativamente con la mayor edad del sujeto.

En nuestro estudio, se detectd una poblacién CD19°CD80'CD86", que
evolucionaba de modo similar a las células CD19°CD80". No obstante, en
contraste con lo observado en el caso de las células CD19°CD80", al anular en lo
posible el efecto de la edad, limitando el estudio a aquellos sujetos mayores de 40
afnos, aunque se seguia observando un nimero mas elevado de células
CD19*'CD80'CD86" en los pacientes con mejor prondstico, las diferencias
intergrupo en la concentracion de estas células ya no resultaron significativas.

Hasta ahora, numerosos estudios se han dirigido a evaluar la modulacion
de la molécula CD80 directamente sobre la célula tumoral para evitar el escape a
la inmunovigilancia (Sule-Suso y cols, 1995; Miyazono y cols, 1999; Mackensen y

cols, 1999). Sin embargo, la expresién de CD80 y CD86 en células B humanas ha
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sido menos estudiada. En general, dicha expresion se observa en linfocitos B
activados (Jeannin y cols, 1997). En cuanto a la expresion de estas moléculas en
linfocitos B circulantes en situaciones de estimulacion antigénica crénica, se ha
visto que las células B CD80" se encuentran elevadas en la esclerosis multiple
activa, y las células B CD86" en el lupus eritematoso sistémico, siendo ambas
elevaciones criticas en el desarrollo de la enfermedad a la que se asocian (Genc y
cols, 1997, Bijl y cols, 2001). Nuestros datos apoyan la idea de que la expresion
de CD80 puede ser muy importante en las células B que pueden mediar una
presentacion de antigenos tumorales, pero en este caso en sentido positivo,
puesto que la pérdida de esta poblacion parece asociarse con una peor evolucion
de los pacientes.

En nuestra serie, el interés de las células CD19"CD80" no se limitaba a la
informacion precoz que se obtenia sobre el estado inmunitario del paciente, sino
que fue Util también en el proceso de seguimiento ya que sus valores globales se
asociaron de modo positivo con todos los factores de buen pronéstico (figura 13).
Esto, junto con la sencillez de esta prueba, pueden convertir a la poblacion
CD19"CD80" en candidata para ser monitorizada con fines prondsticos. Ademas,
su aparente beneficic en la resistencia frente al avance tumoral, sugiere la
necesidad de investigar los mecanismos que regulan la expresién de estas
molécuias coestimuladoras sobre os linfocitos B de pacientes con melanoma, ya
gue los hallazgos que de ello deriven pueden dar origen al desarrollo de nuevas
modalidades de inmunoterapia antitumoral.

En situaciones de estimulos antigénicos repetidos se puede generar una
poblacién de linfocitos T CD8"CD28™ con propiedades supresoras de la respuesta
alogénica (Colovai y cols, 2001). Mediante estudios in vitro, se ha demostrado que
este tipo celular es capaz de limitar la expresién de CD86 en linfocitos B que
actuan como APCs, con la consiguiente atenuacion de |a respuesta proliferativa
de linfocitos T CD4" (Li y cols, 1999). Nuestros datos, en cambio, revelaron que, a
medida que aparecian mas células CD8*CD28", se producian cambios pequefios
en el nimero de células B CD86", mientras que las CD80" disminuian mas. En
este sentido, en aquellos pacientes con mayor nimero de células CD8'CD28"
también se daban las cifras mas bajas de células CD19°CD80". Teniendo en
cuenta que la expresion de CD80 es mas tardia que la de CD86 y representa un

mayor nivel de estimulacion de la célula que la expresa, parece razenable pensar
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que la expresién de CD80 también podria estar afectada por los ciones de células
T supresoras CD8'CD28 vy, por tanto, daria lugar a un menor nivel de
coestimulacion por parte de las células B. Esta pedria ser la situacidén observada
en nuestros pacientes mas afectados por el melanoma.

En diversos trabajos se ha demostrado que la expresion de CD80 y CD86
se puede inducir en linfocitos T, ademas de en células B (Azuma y cols, 1993;
Holsberg y cols, 1997; Jeannin y cols, 1999). Hasta ahora disponemos de pocos
datos que contribuyan a explicar cual seria la funcién que deriva de la presencia
de estas moléculas sobre los linfocitos T. En humanos, se ha demostrado que los
linfocitos T activados CD86" pueden desempefiar un papel accesorio en la
coestimulacién de células T virgenes (Jeannin y cols, 1999). Recientemente,
también se ha descrito una forma soluble de CD86 que parece tener gran
capacidad para inducir activacion celular (Jeannin y cols, 2000). Por esto se
puede especular que la sobreexpresion de CDB86, cualquiera que sea la estirpe
celular sobre la que se produzca, puede conducir a una mayor liberaciéon de la
forma soluble y a una mayor activacion.

Segun nuestros datos, pueden existir poblaciones residuales de células no
B, con fenotipo CD19°CD5*CD80" (probablemente linfocitos T), cuya presencia
podria estar relacionada con una mejor evolucion y respuesta frente al tumor (ver
figura 12), de modo similar a lo que ocurria con la presencia de un mayor ndmero
de linfocitos B CD80* (ver figura 13). No obstante, al ser una poblacién de escasa
representacion, convendria tomar con cautela estos datos y realizar estudios mas
precisos dirigidos a su correcta identificacion y valoracién pronostica. Algo mas
relevante, en cuanto al nimero de células que pudieron detectarse, fue la
observacion de que la expansion de las células de fenotipo CD19°CD5*CD86", al
contrario que las células CD19°CD5'CD80*, se asociaba con situaciones de peor
pronostico {figura 13).

De acuerdo con lo anterior, y aunque es preciso confirmar estos resultados,
es posible que las células CD19°CD5'CD80" y CD19°CD5'CD86" puedan tener
funciones diferentes. Asi, mientras que la expansién de las células CD19
CD5*CD80", como la de las CD19°CD80", contribuiria a mejorar las respuestas vy,
en definitiva, el curso de la enfermedad, el crecimiento de las CD19°CD5'CD86"
podria contribuir a una atenuacion de la respuesta frente al tumor y, por tante,

asociarse con un peor prondstico. En este sentido, se ha visto que la expresion de
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CD86 en células T murinas transfectadas provoca la union preferente de dicha
molécula a CTLA-4, pero no a CD28, lo cual sugiere que la molécula CD86
expresada en células T, mas que coestimular, inhibiria las respuestas T
(Greenfield y cols, 1997). Adicionalmente, también en modelos murinos, se ha
demostrado que la sobreexpresion de CD86 en los linfocitos T CD4" paraliza su
proliferacion y limita su capacidad para colaborar con los linfocitos T CD8" (Yu y
cols, 2000). Ademas, la expresion de CD86 puede favorecer la expansion de
poblaciones T CD8" que pierden la molécula CD28 (Yu y cols, 2000). Por ambas
vias, la expresion de CD86 sobre los linfocitos T acabaria limitando las respuestas
efectivas.

Por tanto, se plantea una interesante cuestion sobre el papel de estas dos
moléculas coestimuladoras, CD80 y CD86, tanto expresadas en APCs
profesionales como en APCs facultativas. En este sentido, se ha visto que pueden
dirigir sefiales coestimuladoras distintas. Algunos autores han demostrado que
CD86, perc no CD80, es capaz de proveer la primera sefial a céluias T virgenes
para dirigirlas hacia la produccién de IL-4, dirigiendo asi la respuesta inmunitaria
més hacia el tipo Th2, mientras que CD80 dirige una sefnal diferenciadora mas
neutral, induciendo niveles altos de IL-2 y bajos de IL-4 (Freeman y cols, 1995).
En la encefalomielitis alérgica experimental, donde se producen gran cantidad de
células CD80", la administracion de anticuerpos anti-CD80 en el momento de la
inmunizacion resulta en la generacion de clones de células Th2 (Kuchroo y cols,
1995). De acuerdo con los trabajos anteriores, nuestros datos apoyan la hipétesis
de un diferente papel de los linfocitos T o B CD80'CD86" frente a los CD80O
CD86".

5. ESTUDIO DE MOLECULAS PERTENECIENTES A LA SUPERFAMILIA DEL

RECEPTOR DE TNF.

Dentro de este grupo de moléculas se analizaron las dos vias mejor
conocidas, la via del CD95/CD95L y la de CD40/CD40L.

5.1. Via CD95/CDS5L
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Se podria pensar que los descensos en los linfocitos B, descritos en el
apartado anterior, fueran debidos, al menos en parte, a un incremento en los
fendmenos de apoptosis. No obstante, si dicho aumento en la apoptosis tiene
lugar, no parece que implique a la via CD95-CD95L ya que, en nuestro estudio,
se observaron pocas diferencias intergrupo en el numero de linfocitos B que
expresaban la molécula CD95.

Se ha descrito que tanto la intensidad de expresién de CD95 sobre los
linfocitos, como el nimero de células CD95", aumenta durante el proceso de
envejecimiento del individue, lo cual puede influir en los estados de tolerancia
inmunoldgica que se establecen por efecto de la senescencia (Potestio y cols,
7999). Sin embargo, los resultados obtenidos de nuestros pacientes mostraron
que la concentracion mas alta de células CD95, tanto T como B, se daba en los
sujetos menores de 40 afios, en comparacion con los de mayor edad, alcanzando
significacion estadistica en el caso de las células CD19*. Ademas, el nimero de
células CD197CD95" era significativamente mas bajo en los enfermos con menor
supervivencia (tablas XV y XVIHI). No obstante, la significacion de estas
diferencias en relacién con la supervivencia fue menor que la de los cambios
observados segun la edad del paciente. Por tanto, es posible que las diferencias
en el ndmero de células CD18'CD95" en relacidn con la mayor o menor
supervivencia de los enfermos, sean debidas, al menos en parte, a la diferente
edad de los pacientes, mas que a un posible relacién con el tumor. A pesar de
todo, el posible efecto de la edad sobre el nimero de células CD19*CD95" no
excluye que, en pacientes con melanoma, la sobreexpresion de la molécula
CDO5L en las células del tumor pueda provocar la muerte por apoptosis de los
linfocitos que expresen CD95. En apoyo de esta hipétesis, existen trabajos que
muestran que la expresion de CD95L (FaslL) en la superficie del melanoma
pueden inducir apoptosis sobre los CTLs (Maeda y cols, 1998; Ferrarini y cofs,
7999). Ademas, la disminucién en la expresion de CD95 y el aumento en la
expresion de FasL en las células de melanoma se ha relacionado con una mayor
progresion de la enfermedad (Soubrane y cols, 2000).

En cuanto a la expresién de CD95L sobre las células linfoides, segun
nuestros resultados, no parece que esta molécula sea detectable sobre linfocitos
de sangre periférica de pacientes con melanoma. Esto se puede deber a que

dicha molécula actue de forma inmediata a su induccion, lo cual impide su
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deteccion en membrana, o bien a que pase a la forma soluble (sCD95L), la cual
puede también interaccionar con CD95 e incrementar la apoptosis (Mouawad y
cols, 2000).

En pacientes con melanoma, se ha descrito una aceleraciéon en la muerte
de los linfocitos T activados y susceptibles de sufrir apoptosis (Saifo y cols, 2000).
Ademas, se ha comunicado que aunque la apoptosis ocurre en todas las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con melanoma, las mas
susceptibles son los linfocitos CD3"CDY95" y, en especial, los que expresan CD8
(Saifo y cols, 2000). Nuestros datos parecen apoyar que la apoptosis de las
células CD3*CD95" puede estar asociada con un peor prondstico pues, en las
muestras basales, el numero de linfocitos CD3'CD95" estaba mucho mas
reducido en los pacientes que fallecieron que en el resto, aunque dichas
diferencias no llegaron a alcanzar significacién estadistica. Sin embargo, la
concentracion de estas células aumentaba de forma significativa a partir del
segundo afo de seguimiento, hasta alcanzar cifras equivalentes o superiores a
las de los pacientes con mayor supervivencia (tabla XIIl). Aunque se desconoce la
posible causa de este comportamiento, se trata de una observacién que seria
preciso confirmar en series mas amplias y usando métodos adicionales, como la
deteccion de sCD95 o sCD95L en suero (Mouawad y cols, 2000) o en el
sobrenadante de cuitivos celulares. Una explicacion para este hallazgo podria ser
que los melanomas con peor prondstico vital sean aquellos que presentan mayor
expresion de la molécula CD95L, la cual, como ya se ha sefialado, puede inducir
apoptosis sobre los CTLs (Maeda y cols, 1998; Ferrarini y cols, 1999). Esto daria
lugar a un descenso inicial en las cifras de células CD3" sensibles a la apoptosis
por dicha via Fas-Fasl.. En este sentido, se puede plantear la hipotesis de gue la
presencia en un paciente de cifras basales mas bajas de células CD3*CD95",
podria estar reflejando la existencia de micrometastasis subyacentes de
melanoma, aunque todavia no haya sido posible detectarlas. De hecho, ya se ha
demostrado que las células de melanoma metastasico presentan mayor expresion
de CD95L (Soubrane y cols, 2000). Lo que no parece tan facil de explicar es el
mecanismo por el que se incrementa el nimero de células CD3*CD95" en los
pacientes con pronostico infausto hasta igualarse con el del resto de enfermos.
Sin embargo, no se debe olvidar que pueden existir clones de linfocitos CD4" y

CD8" especificos contra antigenos de melanoma que son resistentes a la
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apoptosis via Fas-FaslL (Rivoltini y cols, 1998), por lo que, con el tiempo, se
podria producir una seleccién y proliferacion de dichos linfocitos en aquellos
pacientes con células T inicialmente mas sensibles a la apoptosis por la via
CD95-CDS5L. En cualquier caso, conviene tener presente que otras rutas
independientes de la via CD95-CD95L podrian inducir apoptosis de los linfocitos
especificamente activados.

5.2. Via CD40/CD40L

Aungue los estudios iniciales sobre la via CD40-CD40L se focalizaron sobre
su papel en la inmunidad humoral, varias observaciones han sugerido que dicha
via desempefia una funcién mas amplia en el sistema inmunitario. La importancia
del sistema CD40-CD40L en la regulacidn de la respuesta inmunitaria, incluyendo
la respuesta antitumoral, queda patente en pacientes con defectos en dicho
sistema, como ocurre en el sindrome hiper IgM ligado a X, el cual se asocia tanto
a una mayor incidencia de infecciones como de cancer de estdmago y linfomas
(Laman y cols, 1994).

El estimulo a través de CD40 ayuda a desencadenar una respuesta
antitumoral eficiente, pues aumenta la expresion de HLA en las células tumorales,
lo cual favorece su reconocimiento por los CTLs, y mejora la fase efectora de la
respuesta inmunitaria, a través del aumento en la sintesis de citoquinas y de la
expresion de moléculas de adhesion y coestimuladoras (Grewal y Flavell, 1998;
Costello y cols, 1999). Por tanto, la presencia de CD40 en la superficie de las
células tumorales puede favorecer la generacién de una respuesta especifica
frente al tumor por parte de las células T (Alexandroff y cols, 2000).

Junto al beneficic que puede suponer la expresién de CD40 sobre las células
tumorales, el correcto funcionamiento del sistema inmunitario también parece
necesitar la expresion de dicha molécula en células como los linfocitos B y los
monocitos. Asi, los monocitos CD40" pueden ser activados por los linfocitos T
CD40L" para ejercer su funcion citostatica y citotéxica (Stout y Suttles, 1996).

En esta tesis, el intento de investigar los cambios celulares en la via

CD40/CD40L. quedé limitado a la evaluacion de las variaciones en el ndmero de
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células que expresaban CD40, ya que no se llegaron a detectar células CD40L"
en sangre periférica.

A travées de la via CD40-CD40L, los macréfagos aumentan su capacidad de
sintesis de citoquinas (Wagner y cols, 1994). De hecho, en ratones con
deficiencias en dicha via, las células T activadas tienen menos capacidad de
inducir la sintesis de TNFo en los macréfagos (Stout y cols, 1996). Las sefiales
transmitidas por CD40 también pueden aumentar la respuesta inflamatoria, a
través de la disminucidén de la apoptosis de los monocitos, de modo analogo a lo
gue sucede con las células B (Tsubata y cols, 1993). Es decir, el estimulc de la
via CD40-CD40L es capaz de impedir que los monocitos entren en apoptosis.
Esta inhibicidn de la apoptosis puede deberse a un efecto autocrino, a través de
TNFa, o a la induccion directa de genes o la activacidn de proteinas con
capacidad antiapoptotica por parte de CD40 (Stout y Suttles, 1996).

Las interacciones CD40-CD40L favorecen los estadios iniciales de la
respuesta inmunitaria a través de! estimulo de la capacidad de presentacion
antigénica por parte de las APCs. Ademas, el ligamiento de CD40 durante la
interaccion de la célula T con el macréfago que actia como APC resulta en la
produccion de IL-12 (Shu y cols, 1995), la cual favorece la maduracion de células
Th1 y el desarrollo de la inmunidad celular (Dugas y cols, 1995).

En esta memoria, el estudio de la coexpresién de CD40 en células CD14"
(monocitos) y linfocitos CD14" (probablemente linfocitos B) revelé que, en los
pacientes que desarrollaron metastasis, se produjo un descenso progresivo y
significativo en el nuimero de estas células, especialmente de células
CD14°CD40" (tabla XIX; figura 19). La edad de los sujetos no parecia ejercer
ningdn sesgo en las diferencias intergrupo de los monocitos CD40" pues,
cuantitativamente, estas células estaban iguaimente representadas en los dos
grupos de edad analizados.

Con respecto al papel funcional de los monocitos y los linfocitos B, es
conocida su importancia en el procesamiento y presentacion de antigenos en
cualquier tipo de respuesta inmunitaria y, a través de esta funcién, deben ser
relevantes en la defensa frente al melanoma. Teniendo en cuenta lo anterior, el
descenso en el numero de monocitos CD40" y linfocitos CD14 CD40" observado

en los estadios mas avanzados de |la enfermedad, podria traducirse en un fallo de
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los procesos de reconocimiento y presentacion antigénica, debido a un escaso
poder de activacién de la via CD40-CD40L.

El reclutamiento de células con capacidad de procesar y presentar el antigeno
tumoral, entre elias los monocitos y los linfocitos B, es importante para evitar el
escape de la inmunovigilancia por parte del tumor (Geertsen y cols, 1999) y, por
tanto, para prevenir la apariciéon de metastasis. Dicho reclutamiento parece mas
facil si el nimero de estas células en sangre periférica es mayor, mientras que su
escasez 0 ausencia permitiria 1a diseminacion del tumor y una disfuncién en la
respuesta especifica frente al melanoma. En este sentido, es posible que los
monocitos circulantes que expresan CD40 desemperfien un papel relevante en |a
prevencion de la diseminacion det melanoma.

Los linfocitos CD14'CD40", probablemente linfocitos B CD40", también
podrian jugar un papel importante en la defensa frente al melanoma pues,
ademas de sufrir cambios cuantitativos, también experifnentaron cambios en su
fenotipo en funcion del nivel de expresion de moiéculas HLA de clase |. Asi,
cuando se investigé la densidad de HLA-I en la membrana de las células CD14
CD40", se observé que la supervivencia era significativamente superior en los
individuos que tenian mayor niimero de células CD14°'CD40"HLA*, En contraste
con lo anterior, en los enfermos con evolucion fatal, la concentracion basal de
células CD14'CD40"HLA era superior al doble que la de las células CD14"
CD40"HLA*. Por ello, el cociente resultante de dividir las células CD14"
CD40"HLA-P™ entre las células CD14 CD40*HLA-I®® era mas alto en los
enfermos que sobrevivieron que en los que fallecieron, lo cual fue significativo al
analizar las muestras basales, donde dicho cociente fue superior a 0,5 en el 80%
de los supervivientes e inferior a dicho valor en el 100% de los sujetos que
fallecieron. En conclusion, la deteccion precoz de un mayor nlimero de células
CD14'CD40" con expresion alta de HLA de clase |, o mejor aun, un cociente
CD14 CD40*HLA-*" / CD14'CD40*HLA-I® mayor de 0,5 puede constituir un
factor predictivo de buen pronostico en sujetos con melanoma. La mayor edad de
los sujetos con peor evolucidn no parecia ser responsable de todas estas
diferencias basales observadas en la poblacién de células CD14°CD40", pues no
se demostraron cambios significativos de dicha poblacién celular en relacién con

la edad al analizar las muestras basales (tablas XV y XVIII).
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La poblacion CD14'CD40*HLA-P" mostré6 siempre valores medios
superiores en los enfermos que no desarrollaron metastasis que en los que si
sufrieron metéastasis (figura 21a), hecho que no se observé con la poblacion
CD14 CD40"HLA-IP (figura 21b). Esto parece apoyar de nuevo que a mayor
intensidad de expresion de HLA de clase | es este tipo de células, mejor puede
ser la respuesta antitumoral y menor la aparicién de metéstasis, lo cual, en

definitiva, se traduce en un mayor tiempo de supervivencia.

6. DIFERENCIAS EN LAS CELULAS CD3'CD16/56" Y CD3'CD16/56".

Con respecto a las células CD16/56%, en primer lugar se discutirdn aquellas
que se incluyen dentro de los linfocitos T CD3" y, en segundo lugar, las células
NK (CD3"). En ambos tipos de células se ha analizado la expresién o no de la
molécula CD8.

6.1. Linfocitos CD3°CD16/56"

Las cifras absolutas de la poblacion CD3*'CD16/56'CD8’, que podria
corresponder a linfocitos T CD4" con funciones NK (células NKT), no sufrian
modificaciones significativas en relacién con la edad del paciente. En cambio, el
nimero de estas células si era significativamente mas alto en los individuos que
fallecieron que en los que sobrevivieron (ver figura 11a), y también estaba
significativamente mas elevado en el grupo MV que en el resto de pacientes (ver
figura 11b).

Dado que existen linfocitos CD3"CD16/56" capaces de reconocer antigenos
de manera no restringida por el MHC y que expresan receptores de inhibicion de
células NK (KIRs) (Falk y cols, 1995), nos podriamos plantear si las células
CD3"CD16/56°CD8 observadas en nuestros pacientes podrian expresar KIRs y si
éstos podrian influir de algin modo en su funcién. Recientemente, se ha
publicado que los linfocitos T CD4", después de repetidas estimulaciones a través
del TcR en presencia de moléculas coestimuladoras CD28/CTLA-4 y CD80/CD86,
pueden cambiar su fenotipo, adquirir KIRs y secretar perforinas, convirtiéndose en

células efectoras citotdxicas (Wang, 2001). No parece probable que esta sea la
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funcion primordial de la poblacion CD3*CD16/56°CD8 que predomina en los
pacientes con melanoma de peor pronoéstico, ya que su asociacion con una menor
supervivencia y, quizas una peor respuesta frente al tumor, sugiere mas bien una
funcién supresora/tolerogénica que una funcion reactiva frente al tumor. Aunque,
con los datos disponibles, no es posible interpretar cual seria la verdadera funcién
de las células CD3'CD16/56"CD8", el aumento de su nimero en los pacientes con
peor evolucidn, patente desde el comienzo del seguimiento del enfermo (ver
figura 11), hace que su simple determinacién pueda resultar de interés para poder
predecir precozmente el posible curso de la enfermedad.

En modelos murinos, se ha sugerido ia existencia de células T CD4"
supresoras de la accién de linfocitos T CD8" citoliticos especificos frente a células
de melanoma. La eliminacién de dichos linfocitos CD4", con fenotipo Th2,
permitiria un predominio de la respuesta Th1 y la generacién de linfocitos CD8"
fuertemente activados frente a las células tumorales (Nagai y cols, 2000). Seria
interesante profundizar en el conocimiento sobre esta poblacion y sus funciones,
pues de este modo, quizads se podrian comprender mejor algunos de los
mecanismos facilitadores de la progresiéon del melanoma e incluso establecer
terapias dirigidas a corregir su efecto.

En contraste a lo observado con la poblacién anterior, la cuantificacién de
células CD3*CD16/56"CD8"*, segiin nuestros datos, no resulta tan informativa
pues sus modificaciones no son suficientes para diferenciar situaciones de mal
pronostico (ver figura 10).

Se ha propuesto que la funcidn citolitica de las células T CD8" tiene una
relacion directa con la expresién de CD56 en los individuos sanos (Pittef y cols,
2000). Por tanto, es posible que las células CD3'CD16/56"CD8", por su caracter
probablemente citolitico, tengan mayor prevalencia en pacientes con mejor
respuesta inmunoldgica y, por ende, mejor prondstico. De modo inverso, es
posible que dichas células se vean de alguin modo contrarrestadas
progresivamente en el curso de la enfermedad, especialmente en pacientes con
peor evolucion. Sin embargo, la determinacion de su concentracion no fue util
para diferenciar a los pacientes con distinta supervivencia.

Las células CD3*CD16/56*CD8* podrian corresponder, al menos en parte,
a los linfocitos T con fenotipo CD8'CD28" (Speiser y cols, 1999). Sin embargo,

debido al protocolo de marcaje que se ha empleado con las muestras analizadas
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en este trabajo, no se ha podido confirmar esta hipdtesis, por lo que se trata de un

punto a dilucidar en futuros experimentos.

6.2. Células CD3CD16/56"

En la pobiacién NK se distinguieron al menos dos subtipos de células, en
funcién de la expresion o no de la molécula CD8.

A diferencia de lo ocurrido con otras poblaciones celulares, donde podia
existir la duda de si la disminucion en su concentracion podia ser secundaria a la
edad mas avanzada, las células NK, especiaimente las CD8', eran mas
numerosas en los individuos de mayor edad. Esto sirve para resaltar todavia mas
los cambios observados en el ndmero de células NK CD8" en relacion con la
supervivencia de los pacientes. Aunque todos los enfermos fallecidos eran
mayores de 40 afios, el nimerc de células NK CD8" era significativamente mas
bajo en los pacientes que fallecieron en comparacion con los que presentaron una
mayor supervivencia (ver figura 14). Asi, todos y cada uno de los pacientes que
fallecieron presentaron, en todas las muestras de sangre, un cociente CD3
CD16/56*CD8* / CD3CD16/56°CD8 inferior a 0,75. Como dato adicional, en
nuestra serie se ha podido constatar que cuando el nimero absoluto de células
CD3CD16/56'CD8" era inferior a 70 células/uL, esto se asociaba con una
evolucion fatal de la enfermedad (ver figuras 14by 15a). Hasta ahora, en ninguna
fuente consuitada se ha sefalado un hallazgo similar, por lo que consideramos
importante extender este estudio a series mas amplias, ya que de confirmarse, se
podria proponer la monitorizacioén sistematica de estas células en pacientes con
melanoma. Un estudio inmunofenctipico mas exhaustivo y el analisis de la
diferente funcién de los diferentes subtipos de células NK circulantes, podria
ayudar a un mejor conocimiento del papel que estas células ejercen en la lucha
frente al melanoma.

Las cifras significativamente mas elevadas de células CD3'CD16/56'CD8
en el grupo MR, en comparacion con los grupos NM y MV, podria indicar que el
microambiente en las metastasis regionales de melanoma puede favorecer de
algin modo la expansién de esta pablacion.

Aunque se ha propuesto que puedan existir subtipos de células NK

diferentes fenotipicamente (Ldpez-Botet y Belldn, 1999; Cooper y cols, 2007)
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hasta ahora no ha sido facil su separacién e identificacion, dada su escasa
representacion en sangre periférica, su dificil mantenimiento in vitro y la presencia
de numerosos receptores inespecificos que pueden afectar a su actividad citolitica
(Lanier, 1997). En principio, y a la vista de las asociaciones detectadas en nuestro
estudio, cabe pensar que las células NK CD8' sean funcionalmente mas
eficientes que las CD8, o que éstas Ultimas se asocien con un estado de
tolerancia, quizas inducido por e! tumor, de modo que expresen un mayor numero
KIRs, que inhibirian su actividad antitumoral. En ambos sentidos parece
imprescindible un nuevo abordaje dirigido a determinar no solo la expresion de los
distintos tipos de KIRs, sino también los receptores de activacion de células NK
(KARs), de cuyas combinaciones asi como de la conjuncién con la expresion o no
de CD8, dependeria finalmente su accidn efectora (Wang, 2007). Aunque no
hemos encontrado referencias en la literatura al respecto, resuita muy tentador
especular sobre la posible funcién contrapuesta de ambas poblaciones de células
NK, CD8" y CD8', quizas por un papel preferente de CD8 que refuerce la funcién
citolitica de modo que pueda anular el efecto inhibitorio de los KIRs. Lo mas
probable es que se produzca un espectro de actividades diferentes, en funcion de
las distintas combinaciones entre la mayor 0 menor expresion de CD8 y de los
KIRs.

7. CUANTIFICACION Y POLIMORFISMO DE CITOQUINAS

La coexistencia, dentro de un mismo melanoma, de unas zonas donde
existen fendmenos de regresion y otras donde se produce progresion del tumor,
parece indicar que el microambiente tumoral puede influir de modo importante
sobre el resultado de la respuesta inmunitaria antitumoral (Cofombo y cols, 1992).

Se ha demostrado que la produccion local de citoquinas juega un papel
primordial en el resultado final de la lucha antitumoral por parte del sistema
inmunitario (Wagner y cols, 1998). El estimulo apropiado a fravés de moléculas
solubles o citoquinas puede ayudar a despertar una respuesta antitumoral que, de
otro modo, seria indetectable. Por el contrario, un estimulo inadecuado por parte
de dichas citoquinas puede no activar o incluso suprimir la respuesta inmunitaria

antitumoral (Colombo y cols, 1992). Por ello, la transduccion de células tumorales
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con genes de determinadas citoquinas, puede conducir al rechazo de dichas
células modificadas genéticamente y favorecer la inmunidad sistémica contra
células del mismo tumor en caso de un contacto posterior (Pardol/, 1995). Estos
resultados se corroboran clinicamente con la existencia de pacientes que
muestran regresién de un melanoma después de administrarles inmunoterapia
adyuvante (Rosenberg y cals, 1994).

En la literatura, el estudio de la posible interaccidon entre diversos tipos de
citoquinas y las células de melanoma se ha llevado por distintos medios. Por una
parte, se han publicado diversos trabajos centrados en el estudio de la expresion
local del ARNm de diferentes citoquinas, en lesiones de melanoma tanto primarias
como metastasicas (Wagner y cols, 1998; Lowes y cols, 1997). Otros autores, han
determinado los niveles de citoquinas, como IL-10 o INFy, en los sobrenadantes
de cultivos de células de melanoma (Yue y cols, 1997; Dummer y cols, 1998).
Ademas, existen multiples evidencias de que los niveles séricos de determinadas
citoquinas, fundamentalmente las de fenotipo Th2, como IL-6 o IL.-10, pueden
correlacionarse con la carga tumoral del melanoma y/o con el estadio mas o
menos avanzado de dicha enfermedad, es decir, con la aparicidn de metastasis
(Lu y cols, 1992; Dummer y cols, 1995, Fortis y cols, 1996; Mouawad y cols, 1996;
Deichmann y cols, 2000; Boyano y cols, 2000). Por este motivo, en esta tesis se
ha realizado, como parte del tercer objetivo de la misma, el estudio de los niveles
séricos de una serie de citoquinas representativas de cada uno de los fenotipos
Th1 (IL-15 e INFy) y Th2 (IL-6 e IL-10).

En lesiones de melanoma, la presencia de un intenso infiltrado inflamatorio
peritumoral se asocia con niveles mas altos de ARNm de citoquinas de tipo Th1,
entre ellas el INFy (Wagner y cols, 1998). Ademas, dentro de este tipo de
lesiones, la mayor expresion de citoquinas como IL-15 e IL-2, perc no de INFy, se
ha asociado con la presencia de fendmenos de regresion. Por el contrario, en
lesiones de melanoma donde no existen fenémenos de regresion, la expresion de
IL-15 e IL-2 es mucho mas baja (Wagner y cols, 1998). Estas observaciones
pueden explicarse teniendo en cuenta que la inhibicién de la IL-15 da lugar a una
disminucién de la expresion de HLA de clase | en las células de melanoma
(Azzarone y cols, 1996, Barzegar y cols, 1998), o cual dificulta el reconocimiento
de las celulas malignas por los linfocitos T. Sin embargo, la IL-15 puede activar la

actividad citotoxica de los linfocitos frente a células de melanoma, por un
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mecanismo no restringido por el MHC, a través de perforinas (Gamero y cols,
7995). Otros autores también han demostrado una correlacién entre la mayor
presencia de citoquinas de tipo Th1 y la mayor respuesta inmunitaria frente al
melanoma, y han propuesto que la infiltracion del tumor por células T CD4"
activadas productoras de este tipo de citoquinas favorece la regresiéon del
melanoma (Lowes y cols, 1997).

A pesar de todo lo anterior, en la serie de pacientes estudiada en esta
tesis, no se ha podido demostrar ninguna relacién entre los niveles séricos de
INFy e IL-15 y la progresion del melanoma (tablas XX y XXI). Bien es cierto que,
en nuestro caso, se pretendian evaluar cambios sistémicos en los niveles de
citoquinas, siempre mas dificiles de demostrar que los cambios locales. Pero
también es posible que no exista correspondencia entre la presencia de ARNm en
las lesiones y su traduccién en proteinas.

Se ha sefialado una falta de correlacidon significativa entre la cantidad de
ARNm de INFy en las lesiones de melanoma y la regresion de las mismas (Lowes
y cols, 1897). En nuestra serie, se han apreciado niveles medios mas bajos de
INFy sérico en los pacientes que fallecieron que en los que permanecian vivos
tras el periodo de seguimiento; no cobstante, dichas diferencias no ilegaron a ser
significativas (tabla XX). Una hipétesis para explicar estas diferencias es que,
teniendo en cuenta que las células T CD8" citotoxicas secretan IFNy como
mediador de algunas de sus funciones efectoras (Dobrzanski y cols, 20071), es
posible que, en los pacientes que fallecieron, el aumento observado en el numero
de linfocitos T CD8*CD28", que podrian perder actividad citotéxica, se asocie con
un descenso en la secrecion de INFy.

En cualquier caso, existen datos contradictorios con respecto al efecto del
INFy sobre las células de melanoma humano. Por una parte, el INFy puede
incrementar la actividad citolitica por parte de células efectoras de la inmunidad
tanto natural como especifica (Maggi y cols, 1993), e inhibir directamente el
crecimiento de las células de melanoma (Garbe y Krasagakis, 1993). Por otra
parte, parece que el tratamiento de células de melanoma con INFy, puede dar
lugar a un fenotipo bioldgicamente mas agresivo y menos diferenciado de dichas
células (Garbe y Krasagakis, 1993), lo cual puede contribuir a la diseminacion

tumoral.
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En cuanto a la variacion en el tiempo de la concentracion sérica de IL-6
observada en los enfermos de nuestra serie, resulté bastante llamativa la
evolucion diferente en los pacientes con peor prondstico. En concreto, aquellos
sujetos que fallecieron antes de los 30 meses del diagnéstico del melanoma,
mostraron un incremento significativo de los niveles séricos de IL-6 una vez
transcurridos 18 meses desde la primera visita (en la Ultima extraccién de sangre)
(tabla XX y figura 22). Segun estos resultados, se podria deducir que la IL-6
puede jugar un papel en la distinta evolucién clinica de los pacientes con
melanoma.

Existen datos contrapuestos sobre el papel favorecedor o inhibidor de la
progresién del melanoma por parte de la IL.-6. Se ha descrito que la IL-6 se
comporta como una citoquina inhibidora del crecimiento de las células de
melanoma en estadios tempranos de la enfermedad, cuando el melanoma esta en
la fase de crecimiento radial, sin gran capacidad metastasica (Lu y cols, 1992).
Esta accién inhibidora temprana del crecimiento tumoral se puede deber a que la
IL-6 estimule la diferenciacién de las células citotdxicas (Kishimoto y Akira, 1992)
e induzca la expresion tanto de IL-2R (Kishimofo, 1989) como la produccion de IL-
2 por las células T activadas (Kishimoto, 1989). A pesar de ello, las células
procedentes de melanomas tanto en fase de crecimiento vertical como
metastasicos, son completamente resistentes al efecto antiproliferativo de la IL-6
(Lu y cols, 1992). Este distinto comportamiento parece caracteristico de las
células de melanoma, neoplasia que se ha considerado como paradigma de la
capacidad de desarrollar resistencia, parcial o completa, a la accién de miitiples
citoquinas durante la progresion tumoral (Kerbel, 1992). Por tanto, es posible que
la progresién de un melanoma pueda ser parcialmente debida al desarrollo de una
resistencia o pérdida de sensibilidad frente a los mecanismos de control negativo
del crecimiento de las células tumorales (por ejemplo, la IL-6), lo cual facilita la
aparicion de metastasis. Ademas, en estadios avanzados de la enfermedad, la IL-
6 puede incluso comportarse como un factor estimulante del crecimiento de las
células de melanoma (Kerbel, 1992), fendmeno ya descrito en células de mieloma
mdltiple (Levy y cols, 1991). De hecho, las células humanas de melanoma, en
estadios avanzados de la enfermedad, pueden producir IL-6 (Lu y Kerbel, 1992).
Adicionalmente, la IL-6 en altas concentraciones inhibe la proliferacién de las
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células T (Zhou y cols, 1991) y, al contrario que la IL-10, favorece la angiogenesis
tumoral (Mofro y cols, 1990).

Algunos autores han demostrado una correlacion positiva entre los niveles
séricos de IL-6 en enfermos con melanoma y la carga tumoral (Mouawad y cols,
1996). Por tanto, la elevacion de la IL-6 sérica en enfermos con melanoma se
correlaciona también con la progresion de la enfermedad y con menores tasas de
supervivencia (Deichmann y cols, 2000), y puede predecir una falta de respuesta
a la inmunoterapia (Mouawad y cols, 1999). Esto dltimo se puede explicar con el
concepto, ya descrito, de resistencias cruzadas a multiples citoquinas por parte de
las células de melanoma (Kerbel, 1992). Nuestros resultados parecen apoyar o
referenciado en la literatura, es decir, que un aumento de la IL-6 sérica se asocia
con una mayor mortalidad en los enfermos con melanoma (Deichmann y cols,
2000). En consecuencia, la medicion seriada de los niveles séricos de IL-6 podria
tener valor predictivo del prondstico de los pacientes con melanoma y, por tanto,
ser (til en el seguimiento de los mismos. Tras un aumento marcado de los niveles
de IL-6 sérica, se deberia estar mas alerta ante la posible aparicion de metastasis
sistémicas. En estos casos, podria ser aconsejable acortar el intervalo entre las
revisiones médicas o realizar exploraciones complementarias mas exhaustivas.

Como ya es conocido, la IL-10 es capaz de suprimir las funciones de los
distintos tipos de linfocitos T y de los macréfagos, con lo cual puede funcionar
como una citoquina supresora de la respuesta inmunitaria e inflamatoria (Taga y
Tosato, 1992, Kambayashi y cols, 1995). Estas acciones de la IL-10 parecen
congruentes con el aumento de la IL-10 sérica, descrito por distintos autores, en
pacientes con melanomas metastasicos (Dummer y cols, 1995, Fortis y cols,
1996; Boyano y cols, 2000). En un estudio con 11 pacientes con melanoma
metastasico, se sefald que los niveles séricos de IL-10 estaban elevados (24,3
ng/mL de valor medio) en mas del 60% de los enfermos, en comparacion con los
sujetos sanos (3,4 ng/mL de valor medio) (Fortis y cols, 1996). Es posible que la
IL-10 sea capaz de habilitar al tumor para evitar o modular el ataque del sistema
inmunitario, mediante un efecte inmunosupresor (Safo y cols, 1996).

Las diferencias observadas en los niveles basales de IL-10 sérica en los
pacientes estudiados en esta tesis parecen estar en consonancia con lo ya
publicado. Aunque no se pudo demostrar una relacién entre dichos niveles y el

espesor de Breslow, si se observd una elevacion de la IL-10 sérica en el grupo de
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enfermos que fallecieron durante el periodo de seguimiento asi como en el grupo
de pacientes que desarrollaron metastasis viscerales (tablas XX y XXI; figura 23).
Curiosamente, el aumento relativo observado en la IL-10 sérica basal en los
grupos de enfermos con peor pronéstico se fue atenuando con el transcurso de
los meses (figura 23). De este modo, pasado el primer afio desde el diagndstico
del melanoma, se igualaron los niveles séricos de IL-10 en todos los pacientes
independientemente del desarrollo de metastasis (tabla XXI y figura 23). No
resulta facil comprender este comportamiento de la IL-10 sérica en los pacientes
de nuestra serie. El papel de la IL-10 como reguladora de la respuesta inmunitaria
frente al melanoma no parece tan simple. El pronéstico mas pobre que se ha
atribuido a los melanomas que se asocian con niveles séricos elevados de IL-10
(Dummer y cols, 1995, Boyano y cols, 2000, Nemunaitis y cols, 2007), no ha sido
confirmado por todos los autores. Asi, se ha documentado que la IL-10 puede
inhibir el crecimiento de las células de melanoma humano, suprimiendo la
aparicion de metastasis, gracias a su efecto antiangiocgénico (Huang y cols, 1996).
Ademas, la IL-10 es capaz de ejercer un efecto antitumoral a través de un
mecanismo dependiente de las células NK (Zheng y cols, 1996). En este sentido,
en modelos murinos, se ha visto que la administracion sistémica de IL-10 puede
inducir una respuesta inmunitaria efectiva y especifica contra células de diversos
tumores, entre ellos el melanoma (Berman y cols, 1996). Tanto el efecto
antiangiogénico como el efecto inductor de las células NK, pueden explicar el
posible papel positivo de la IL-10 en los pacientes con melanoma. En otras
neoplasias, como el mieloma multiple, se ha demostrado que los niveles mas
elevados de IL-10 sérica no solo no implican una peor evolucion sino que estan
asociados con un buen pronéstico (Merville y cols, 1992).

A modo de resumen, segun lo ocbservado en nuestra serie, la determinacion
de las citoquinas de tipo Th2 (IL-6 e IL-10) en el suero de pacientes con
melanoma podria ser atil en el seguimiento clinico de dichos enfermos y servir
como factor predictivo de la mejor o peor evoluciéon de la enfermedad. Por el
contrario, la determinacién de los niveles séricos de las citoquinas de tipo Th1 {IL-
15 e INFy), no parece de tanta utilidad a la hora de orientar scbre el prondstico. La
IL-10 sérica proporcionaria informacidon prondstica desde el momento inicial,
cercano a la extirpacion del tumor, en el sentido de un peor pronodstico para los

enfermos con niveles séricos basales de IL-10 elevados. Sin embargo, en las
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sucesivas muestras los niveles séricos de IL.-10 no son fiel reflejo de la aparicion
de metastasis. En el caso de la IL-6 sérica, lo que parece mas interesante es su
determinacién seriada, pues es su aumento desde valores mas bajos el que
podria servir como marcador de mal pronéstico. En cualquier caso, la realizaciéon
de medidas repetidas de los niveles séricos tanto de IL-6 como de IL-10 en
pacientes con melanoma, podria tener aplicacion en la practica clinica, aportando
informacién adicional a la del espesor de Breslow para emitir un prondstico vital.
Dicha informacién resultaria mas dinamica que el mencionado indice de Breslow y
vendria a reflejar una parcela del estado del sistema inmunitario del sujeto
portador del melanoma y de la interaccidén entre e! huésped y el tumor. Ademas
deberia investigarse si los niveles séricos de IL-6 y/o IL-10 pueden servir para
monitorizar el efecto de la inmunoterapia en pacientes con melanoma.

Los estudios acerca del polimorfismo en las regiones reguladoras de los
genes de citoquinas en pacientes con melanoma son muy escasos (Howell y cols,
2001), pero potencialmente pueden aportar mucha informacién, como se ha visto
con otras enfermedades como el lupus eritematoso sistémico (Lazarus y cols,
1997; Schotte y cols, 2001) o la diabetes mellitus (Jahromi y cols, 2000). Por eso
se tomo la determinacion de analizar dicho polimorfismo en los pacientes de esta
serie constituyendo el cuarto objetivo de esta tesis.

En el casc del INFy, se ha considerado que puede existir una distribucion
bimodal de los individuos, segun la cantidad de proteina secretada sea alta o baja
(Cartwright y cols, 1999), quedando entre ambos grupos los individuos con un
nivel intermedio de secrecién de dicha citoequina. Sin embargo, se ha publicado
gue no existe una relacion demasiado estrecha entre el polimorfismo de INFy y
los niveles secretados de dicha citoquina (Cartwright y cols, 1999). En nuestros
pacientes, tampoco se demostrd correlacion entre los niveles séricos de INFy y los
distintos genotipos segun el polimorfismo en la posicidn +874 del intron del INFy.
En general, no estan claros los factores que determinan los niveles de INFy, y
parece que no es tan importante como para otras citoquinas la relacién entre el
polimorfismo en la regidon reguladora del gen del INFy y la secrecidn de esta
citoquina (Cartwright y cols, 1999).

En nuestra serie no aparecié ningun individuo de fenotipo bajo secretor de

INFy (A/A) en el grupo de pacientes que fallecieron, ni en los que desarrollaron
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metastasis regionales o viscerales (tabla XXII). Aunque estos resultados requieren
confirmacién en series mas amplias, parecen indicar que el fenotipo alto secretor
de IFNy tendria un peor pronodstico. Esto concordaria con un trabajo reciente que
ha sefialado que los pacientes con melanoma que poseen niveles séricos mas
elevados de INFy tienen un mayor riesgo de recurrencia del tumor, en
comparacion con aquellos enfermos cuyos niveles séricos de INFy son
indetectables (Porter y cols, 2001).

El estudio del polimorfismo en el promotor de la IL-6, mostré que todos
los pacientes de nuestra serie correspondian al fenotipo secretor alto de esta
citoquina, pues siempre aparecia al menos una guanina en el par de bases de la
posicion -174 del promotor de la IL-6 (G/G o G/C). Por tanto, no se pudieron
demostrar diferencias fenotipicas en funcion de la capacidad de secrecién de IL-6.
En cambio, si resulté llamativo que todos los individuos que fallecieron y todos los
que desarroliaron metastasis viscerales presentaban una guanina y una citosina
en la posicién -174 de la regién promotora del gen de la IL-6, es decir, eran
heterocigotos (G/C) (tabla XXIIl). Segin estos datos, se podria plantear la
posibilidad de que los sujetos heterocigotos (G/C) para la posicién -174 del
promotor de la IL-6, pueden tener una predisposicién para una peor evolucion del
melanoma.

Recientemente han aparecido diversas publicaciones que resaltan la
importancia funcional del polimerfismo en el promotor de la IL-6 en relacién con
diversas patologias. Por ejemplo, el genotipo C/C se ha asociado con menor
resorcion ¢sea y menos riesgo de aparicién de osteoporosis en mujeres
menopausicas (Ferrari y cols, 2001), y también se ha relacionado con menor
probabilidad de desarroliar diabetes mellitus de tipo | (Jahromi y cols, 2000). Sin
embargo, dicho genotipo C/C no parece asociarse significativamente con la
susceptibilidad para padecer otras enfermedades autoinmunes como el lupus
eritematoso (Scotte y cols, 2007). Seria interesante dilucidar si los individuos con
fenotipo bajo secretor de IL-8, correspondiente con el genotipo homocigoto C/C,
tienen menos predisposicion para padecer un melanoma, pues ningln paciente
de nuestra serie presentaba dicho genotipo. Hasta ahora, no hemos encontrado
ningun estudio de este tipo en pacientes con melanoma. Si existen datos relativos
al mieloma multiple, de modo que no se ha conseguido probar una asociacion

entre el polimorfismo en el promotor de la IL-6 y |a susceptibilidad a padecer dicha
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enfermedad (Zheng y cols, 2000), a pesar de que se considera que la |[L-6 esta
implicada en la patogenia del mieloma multiple (Zhang y cols, 1989).

El polimorfismo en el promotor de la IL-10 es mas complejo que el de
las citogquinas anteriores, pues se puede producir una combinacién de mutaciones
en tres posiciones (-1082, -819 y -592) de dicho promotor, lo cual da lugar a tres
fenotipos secretores de IL-10 (alto, intermedio y bajo) (Turner y cols, 1997, Perrey
y cols, 1998). Este componente genético es el principal responsable de las
variaciones en la produccién de IL-10 observadas entre distintos individuos
(Westendorp y cols, 1997).

El estudio del polimorfismo en el promotor de la IL-10, en los enfermos de
nuestra serie, mostré que la mayoria de pacientes pertenecian al fenotipo secretor
intermedio de dicha citoquina. Sin embargo, los pacientes que fallecieron
pertenecian mayoritariamente al fenotipo de baja secrecién de IL-10, el cual
estaba mucho menos representado en los sujetos que permanecian vivos al final
del estudio (75% vs 31%). También conviene destacar que ninguno de los
pacientes fallecidos ni de los que desarrollaron metastasis viscerales o regionales
presentaba el fenotipo secretor alto de IL-10 (tabla XXiV).

Nuestros resultados parecen apoyar la idea de que la IL-10 podria ejercer
un efecto beneficioso sobre los pacientes con melanoma, hecho ya apuntado por
otros autores, los cuales han resaltado el papel inhibidor de la angiogénesis por
parte de ia IL-10 (Huang y cols, 1996) o su accion potenciadora de la actividad de
células NK (Zheng y cols, 1996). El efecto antiangiogénico de la IL10 se debe a la
inhibicion de la sintesis tanto del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
como de la IL-1B, TNFa, IL-6 y metaloproteinasa-9 en los macrofagos asociados
al tumor, que también desempefian un papel crucial en la angiogénesis tumoral
(Howell y cols, 2001).

Recientemente, se ha publicado un trabajo que valoraba la posible relacién
entre el polimorfismo en el promotor de la IL-10 y la susceptibilidad a desarrollar
un melanoma o el prondstico de dicha enfermedad (Howell y cols, 2001). Estos
autores han demostrado un incremento significativo del fenotipo bajo secretor de
IL-10 (genotipo AJA, -1082) en sujetos con melanoma y, dentro de ellos, con los
melanomas de mayor espesor y con los estadios mas avanzados de la
enfermedad; por el contrario, el fenotipo secretor alto de IL-10 (genotipo -1082
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G/G) se ha asociado con melanomas no invasivos en fase de crecimiento
horizontal (Howell y cols, 2001).

En nuestra serie, teniendo en cuenta el polimorfismo en las tres posiciones
-1082, -819 y -592 del promotor de la IL-10, se demostré que el genotipo
ACC/ATA, asociado con baja secrecion de IL-10, se correlacionaba
significativamente con una menor supervivencia (ver figura 24). Este genotipo
también era mas frecuente en los melanomas de mayor espesor que en los de
menor espesor, de modo analogo a lo descrito por otros autores para el genotipo
G/G en la posicion -1082 {Howell y cols, 2007), no obstante, en nuestros
pacientes, estas diferencias no han llegado a ser significativas (tabla XXIV).

Nuestros datos no han podido demostrar que exista una concordancia
entre el polimorfismo en el promotor de la IL-10 y los niveles séricos de esta
citoquina. No obstante, la atribucion por otros autores de cada fenotipo secretor a
su correspondiente genotipo, se ha realizado a través de estudios in vifro, cuyas
condiciones no reproducen exactamente lo que ocurre in vivo. Es posible que la
falta de correlacion in vivo no se deba tanto al nivel de secrecién de IL-10 como a
la mayor velocidad de consumo de esta citoquina. Por tanto, pensamos que seria
conveniente poder verificar este aspecto en futuros experimentos aplicados al
caso de enfermos cocn melanoma.

Segun lo anterior, los genotipos que han sido asociados con mayores
niveles de secrecion de IL-10 in vitro, pueden implicar un mejor pronostico en
pacientes con melanoma cutaneo. Por el contrario, los genotipos de baja
expresion de IL-10, especialmente el ACC/ATA, podrian servir como factor
predictivo de peor prondstico de la enfermedad.

A la vista de estos resultados, seria interesante la continuacién del estudio
en un mayor numero de pacientes con melanoma y su comparacion con lo que
ocurre con individuos sanos, de modo que se pueda establecer claramente el
caracter de susceptibilidad o proteccion, y la posible relacion con el prondstico,
que tienen los distintos genotipos que determinan el polimorfismo de diversas
citoquinas, fundamentalmente de tipo Th2.
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VI. CONCLUSIONES

1. La intensidad del infiltrado inflamatorio peritumoral y el tipo celular de
melanoma pueden ser considerados como datos histolégicos de interés, cuyo
conocimiento puede ayudar a establecer de modo més preciso el prondstico de
pacientes con dicho tumor. En este sentido, tanto la ausencia de infiltrado
inflamatorio como la variante de celularidad atipica parecen asociarse con una

menor supervivencia.

2. La determinacion seriada del cociente CD4/CD8 podria crientar sobre la
evolucién y pronéstico de los enfermos con melanoma, pues dicho cociente
descendié significativamente con el aumento del espesor de Breslow y en los
pacientes que fallecieron antes de completar el periodo de estudio. Su
determinacién podria servir para el seguimiento del paciente, pero no como factor

predictivo desde el inicio de la enfermedad.

3. En pacientes con melanoma, el descenso de la poblacion CD4°CD28" y
el aumento de la poblacion CD8*CD28" puede traducir un estado de anergia y se
asocia con un mal prondstico {mayor espesor tumoral, baja supervivencia y
desarrollo de metastasis). A diferencia de la poblacion CD4'CD28’, las
modificaciones en el numero de células CD8*CD28 pueden permitir una vision
prospectiva desde el inicio de la enfermedad, de modo que un cociente
CD8*CD28* / CD8*CD28 superior a 1,5 podria ser indicativo de buen prondstico y

viceversa.

4. La monitorizacién de los linfocitos CD19"CD80" podria constituir un
marcador precoz de la evolucién de la enfermedad. La deteccion de cifras mas
elevadas de células CD19'CD8C" y CD19°'CD80'CD86* se asocia con
melanomas de menor espesor, con una mayor supervivencia y con una menor

frecuencia de metastasis. De este modo, los valores medios de las células
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CD19'CD80" en los pacientes con melanomas de mejor pronostico ilegaron a
alcanzar cifras iguales o superiores al doble que las detectadas en enfermos con
peor prondstico. Ademas, un descenso en la expresion de CD80 paralelo a una

induccién de CD86 en las células CD19", se relaciona con un peor pronostico.

5. La deteccion precoz de un mayor nimero de células CD14'CD40" con
expresion alta de HLA de clase |, 0 mejor aun, un cociente CD14°CD40*HLA-I?" /
CD14'CD40*HLA-IP* mayor de 0,5 puede constituir un factor predictivo de buen

prondstico en pacientes con melanoma.

6. La deteccion precoz de un aumento en las cifras de céluias con fenotipo
CD3*CD16/56"CD8" se relaciona con una mayor mortalidad y puede ser

representativa de un mal pronéstico.

7. En funcion de la expresion de CD8, se pueden distinguir dos subtipos de
células CD3'CD16/56" (células NK), cuya distribucion y valores absolutos pueden
orientar sobre la supervivencia de los pacientes con melanoma. La presencia de
cifras bajas de células CD3CD16/56°CD8" se asocia con una menor

supervivencia.

8. La medida de los niveles séricos de citoquinas de tipo Th2, en concreto,
IL-6 e IL-10, parece mas util que la de citoquinas de tipo Th1, para realizar el
seguimiento de pacientes con melanoma. Los niveles séricos elevados de IL-10 al
comienzo de la enfermedad o de IL-6 de modo mas tardio, podrian estar
relacionados con una peor evolucion.

9. El poiimorfismo en las regiones reguladoras de los genes de algunas
citoquinas, como la IL-10, se podria asociar con una distinta respuesta individual

frente al melanoma. Al considerar el polimorfismo en los tres puntos de mutacion
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(- 1082, - 819, - 592) descritos en el promotor de ia IL-10, el genotipo ACC/ATA se

relaciona con una menor supervivencia de los enfermos con melanoma.
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