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Resumen.—0Objetivos. La diferenciacion de las células T en los
patrones Th1 o Th2 segun su patrén de produccion de citocinas
se ha demostrado muy importante en la regulacion de las res-
puestas inmunes. Hemos estudiado si existe una diferencia en-
tre sujetos controles y pacientes con melanoma en la expresion
de estas citocinas, tanto en sangre periférica (mediante cito-
metria de flujo) como en biopsias de los tumores (mediante RT-
PCR cuantitativa a tiempo real).

Meétodos. En la primera parte del estudio se incluyeron 25 pa-
cientes: 6 eran controles y 19 habian sido diagnosticados de me-
lanoma. Para la citometria de flujo se obtuvieron muestras de
sangre de los 25 pacientes y se realizd una activacion durante
4 horas con PMA + ionomicina en presencia o ausencia de un
inhibidor de la secrecién de proteinas (GolgiStop). Tras realizar un
marcaje de superficie (CD3-Cy5+CD8-FITC) y una fijacién y per-
meabilizacion (CytoFix-CytoPerm) las células fueron tefidas con
anticuerpos marcados con ficoeritrina frente a las citocinas
caracteriticas del patron Th1 (IL-2, IFN-y, TNF-a) y frente a las del
patrén Th2 (IL-4, IL-10). En la segunda parte del estudio se in-
cluyeron ocho biopsias cutaneas: dos controles, tres melanomas
cutaneos localizados y tres metéastasis cutaneas de melanoma.
Tras extraer el ARN total, se estudiaron mediante una técnica de
RT-PCR cuantitativa a tiempo real los transcritos (MARN) de las
siguientes citocinas: IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10.
Resultados. Los datos mas relevantes de la primera parte del es-
tudio se relacionan con la produccién de IFN-y y de IL-10. El por-
centaje de células productoras de IFN-y era significativamente me-
nor en los pacientes con melanoma, independientemente de su
estadio, en relacién con los controles. La produccién de
IL-10 se encontraba significativamente elevada en los pacien-
tes con melanoma en comparacién con los donantes sanos. Se ob-
servo una tendencia a un aumento en la produccion de IL-10 en los
estadios mas avanzados de la enfermedad. La segunda parte del
estudio mostro la existencia de un patron Th2 o ThO en las biopsias
tanto de melanomas localizados como en las metastasis cutaneas.
Conclusiones. Nuestros datos sugieren que los linfocitos activa-
dos de los pacientes donantes sanos tienden a exhibir un fenoti-
po Th1, mientras que en los pacientes con melanoma se obser-
va un aumento en la proporcién de linfocitos productores de una
citocina caracteristica del patréon Th2 como es la IL-10, con re-
conocidas propiedades inmunosupresoras. El andlisis del propio
tumor apoya estos resultados, ya que el patron hallado con ma-
yor frecuencia es el Th2.
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Th1/Th2 CYTOKINE PRODUCTION BY
PERIPHERAL T LYMPHOCYTES AND TUMORAL
TISSUE FROM PATIENTS WITH MELANOMA
IN DIFFERENT CLINICAL STAGES

Abstract.—Objectives. The Th1 or Th2 diferentiation of T cells ac-
cording to their profile of cytokine expression is of great rele-
vance in the regulation of immune responses.\We have determi-
ned by flow cytometry the expression of selected Th1 and Th2
cytokines by activated T cells in whole blood samples (WB) from
normal donors and from patients with melanoma in different cli-
nical stages. Additionally, we have studied the mRNA expression
of several cytokines in melanoma tissue and compared it with
normal skin.

Methods. WB samples from 6 normal donors and 19 patients
with melanoma were activated during 4 hours with PMA+
ionomycin in the presence or absence of an inhibitor of protein se-
cretion (GolgiStop). Following surface staining (CD3-Cy5+CD8-
FITC), fixation and permeabilization (CytoFix-CytoPerm) cells we-
re stained with PE-labelled antibodies against Thl cytokines (IL-2,
IFN-y, TNF-a.) and Th2 citokines (IL-4, IL-10). In the second part
of the study, we investigated the presence of IL-2, IFN-y, TNF-a,
IL-4, IL-5, IL-10 messenger BRNA (mRNA) in 6 biopsy specimens
of melanoma and compared it with 1 nevus and 1 normal skin
by a real time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) tecnique.

Results. The most clear and relevant results of the flow cytometry
study were related to IFN-y and IL-10 production. The percenta-
ge of IFN-y producing cells was significantively lower in melano-
ma patients, independently of the stage, than in controls. IL.-10
production was significantly increased in the melanoma patients
with respect to normal donors. There is also a tendency to in-
crease IL-10 production in the more advanced stages of the di-
seae. The quantitative RT-PCR technique performed in melano-
ma specimens (primary or metastatic) showed cytokine transcripts
of Th2 o ThO subtypes.

Conclusions. Our data sugget that activated lymphocytes from
normal donors tend to exhibit a Th1 phenotype, while melanoma
patients have a higher proportion of IL-10 producing lym-phocy-
tes, a cytokine with recognized immunosuppresive properties and
characteristic of the Th2 phenotype. The results obtained from
the melanoma tumor support the concept of a predominance of
the Th2 response in melanoma patients.

Key words: melanoma, cytokines, T helper 1 (Th1), T helper 2
(Th2), flow cytometry, RT-PCR.

INTRODUCCION

Las respuestas inmunes pueden agruparse en dos

grandes categorias: respuesta inmune innata yrespuesta
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inmune adaptativa. La respuesta inmune innata es ines-
pecifica, constituye la primera barrera de defensa frente
a lasinfecciones, yla llevan a cabo los granulocitos y los
macréfagos que reconocen ciertas moléculas que se
encuentran en la superficie de muchas bacterias, ya par-
tir de ahi proceden a fagocitarlas, a la vez que inducen
la secrecién de citocinas'®. La respuesta inmune adap-
tativa es aquella generada por los linfocitos T y B, que
trasel encuentro con el antigeno para el que estan espe-
cificamente predeterminados se multiplican yproducen
citocinas e inmunoglobulinas. Las citocinas son protei-
nas solubles de bajo peso molecular liberadas por las
células que afectan la funcién o propiedades de otras
células. Las citocinas son producidas por otras muchas
células, ademds de las del sistema inmune, pero es en
estas tltimas en donde desempefian un papel mésrele-
vante, especialmente entre los linfocitos T, que depen-
den de ellas para llevar a cabo sus efectos, actuando sobre
una amplia gama celular: células B, células T, macré6fa-
gos, células tisulares y células hematopoyéticas. Para ejer-
cer su funcién las citocinas se unen a receptores espe-
cificos presentes en las células sobre las que actian.

Afinales de la década de los ochenta se describieron
tanto en ratones como en seres humanos dos subgru-
pos de linfocitos T helper (colaboradores) atendiendo
al patrén de citocinas que producian, y se les deno-
miné T helper 1 (Th1) y T helper 2(Th2)*°. En respuesta
a la estimulaciéon antigénica, los linfocitos Th1 pro-
ducen interleucina (IL)2 e interfer6n y (IFN-y) yesti-
mulan la inmunidad mediada por las células. Los lin-
focitos Th2 segregan IL4, IL-5 e IL-10, favorecen la
inmunidad humoral, e inducen la produccién de anti-
cuerpos. Las respuestas extremas de este espectro son
capaces de inhibir el desarrollo de la contraria, y asi el
IFEN-y producido por las células Th1l puede inhibir
la proliferacion de las células Th2. Contrariamente, la
IL4 yla IL-10 producidas por las células Th2 pueden
inhibir la proliferacién de las células Th1°%.

(Qué eslo que determina que la respuesta inmune
se decante hacia la produccién de linfocitos T con feno-
tipo Th1 o Th2? Aunque actualmente no existe una
respuesta clara a esta pregunta, la teorfa mds aceptada
implica a ciertas citocinas. La IL-12 y el factor de necro-
sis tumoral oo (TNF-o) producido por los macréfagos
presentadores de antigenos son fuertes promotores de
las respuestas Th1%'°, La IL4 es, por el contrario, la
citocina encargada de promover la aparicién de un
fenotipo Th2%1°.

Actualmente sabemos que varias enfermedades
cutdneas estdn caracterizadas por una respuesta Th2:
el sindrome hipereosinofilico idiopético'!, el penfi-
goide ampolloso'?, la dermatitis atépica'* ', la lepra
lepromatosa multibacilar'® '®, e incluso una enferme-
dad neopldsica como el sindrome de Sézary'". A dife-
rencia de esto, en la lepra tuberculoide' '®, en la pso-
riasis®' y en el herpes gestationis™ existe un predomi-
nio de la respuesta Th1.

Centrandonos en las neoplasias cutaneas, los estu-
dios realizados en los linfomas cutdneos de células T
(micosis fungoide [MF] yenfermedad de Sézary) han
llevado a generar una atractiva hip6tesis sobre el papel
de la respuesta Th1/ Th2 en su etiopatogenia. En un
interesante trabajo, Saed et al estudiaron el perfil de
las citocinas de los linfocitos T en la epidermis, der-
mis ysangre periférica de pacientes con linfomas cuta-
neos de células T'. Previamente, Vowels et al habian
demostrado la existencia de un patrén de producciéon
de citocinas Th2 en las células neopldsicas proceden-
tes de sangre periférica de pacientes con sindrome de
Sézary'® . El propésito del trabajo de Saed et al era
determinar si existia una diferencia en el patrén de
citocinas y por tanto el tipo de linfocitos T asociados
con la MF con respecto al del sindrome de Sézary. Des-
pués de extraer el ARN total por separado de la epi-
dermis, dermis y leucocitos de sangre periférica, sinte-
tizaron un ADN complementario y realizaron una
amplificacién con reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) usando cebadores para las citocinas asociadas
con un patrén Th1 (IL2, IFN+y) ypara las asociadas con
un patrén Th2 (IL4, IL-5 IL-10). Sus resultados mos-
traron que todas las muestras de MF contenian ARN
mensajero de IL-2 e IFN-y sélo en la epidermis, mien-
tras que en la variante leucémica, el sindrome de Sézary,
se encontré un patrén dominado por la IL4, IL5 e
IL-10 tanto en la epidermis como en sangre periférica. Los
pacientes con MF mostraban en sangre periférica un
patrén superponible al encontrado en sangre periférica
de sujetosnormales, con una mezcla de citocinas de los
dos patrones. Una hipdtesis interesante para explicar
este cambio en el patrén de citocinas hallado en la MF
(Th1) con respecto al sindrome de Sézary (Th2) seria
que todas las células neopldsicas son del tipo Th2, de
tal forma que inicialmente el infiltrado inflamatorio
reactivo (Th1) que intenta controlar a las células malig-
nas es masivo, y asi sucede que la MF puede permane-
cer indolente durante un largo periodo de tiempo hasta
que finalmente esta respuesta de control de los Th1 es
superada por el mayoritario fenotipo Th2 del clon
maligno existente en sangre periférica y en la piel del
sindrome de Sézary®.

En el presente estudio hemos trasladado nuestro
interés a la respuesta inmune existente en el melanoma,
comparando pacientes que se encontraban en dife-
rentes estadios evolutivos. Esto nos parecié importante,
en primer lugar por la relevancia conocida que la res-
puesta inmunoldgica tiene frente a este tumor, y en
segundo porque puede aportar claves para abordar la
terapia de estos pacientes. Nuestro propdsito era ave-
riguar si existia un patrén predominante Th1l o Th2
en los pacientes con melanoma en diferentes estadios
ycompararlos con sujetos controles sanos. A priori, una
respuesta Th1, en donde se favorezca la inmunidad
celular (linfocitos T), seria la mds adecuada para la
lucha antitumoral, mientras que la respuesta Th2 seria
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menos efectiva en pacientes con tumores diseminados.
Con esta premisa nos planteamos las siguientes hip6-
tesis: a) en los controles existiria un predominio de la
respuesta Th1 frente a los pacientes con melanoma,
considerados como un grupo;b) en los pacientes con
melanoma localizado existiria una respuesta Thl,
mientras que en los melanomas metastdsicos existiria
una respuesta Th2, y c) por dltimo, nos planteamos
una comparacién en el patrén de citocinas de los
pacientes con melanoma localizado ycon mas de 2 afios
de evolucidn, esto es, aquellos en los que la enferme-
dad parece estar mds controlada, con el de pacientes
con melanoma metastdsico.

Para verificar o rechazar estas hip6tesis estudiamos
mediante citometria de flujo el patrén de citocinas
producido por los linfocitos T circulantes en pacien-
tes con melanoma en diferentes estadios.

En una segunda parte del trabajo nos propusimos
estudiar esas diferenciasen el patrén Th1/ Th2 entre la
piel sana de un sujeto control ylas lesiones de melanoma
tanto localizado como metastdsico. Para ello utilizamos
una técnica de transcriptasa inversa seguida de reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) cuantitativa.

MATERIAL YMETODOS
Pacientes

Hemosincluido en la primera parte de este trabajo
a 19 pacientes y 6 controles. Los 19 pacientes tenian
melanomas invasivos. De los 6 controles, 5 eran per-
sonal sanitario de nuestro hospital que acudieron a

realizarse controles hematolégicos como parte de un
examen de salud rutinario, yen los que se obtuvo con-
sentimiento antes de incluirlos en el presente estudio,
y | era un paciente que acudid a revision 2 afios des-
pués de que se le hubiese extirpado un carcinoma
basocelular ysin que hubiese presentado ninguna reci-
diva. En todos ellos se realiz una tnica determinacion.

En la tabla 1 estdn recogidas las principales carac-
teristicas clinicas e histolégicas de los melanomas
incluidos en la primera parte del estudio. La clasifi-
cacion utilizada es la de la American Joint Commitee on
Cancer (AJCC) de 1992. De forma resumida, de los 19
pacientes que componian el grupo de estudio, 6 per-
tenecian al estadio I de la AJCC (melanoma localizado
con un Breslow inferior a 1,5 mm), 5 al estadio II
(melanoma localizado con un Breslow superior o igual
a 1,5 mm) y 8 tenfan un melanoma metastdsico dise-
minado (estadio IV).

Para la segunda parte del trabajo se obtuvieron biop-
sias de 3 milimetros de didmetro mediante un punch
de una zona de piel sana de un sujeto control, de un
nevus melanocitico intradérmico de larga evolucién,
de tres melanomas localizados yde tres pacientes con
melanomas con metdastasis cutdneas. Las muestras fue-
ron congeladas inmediatamente sumergiéndolas en
nitrégeno liquido. En el caso de los melanomas loca-
lizados, la toma de esta pequefia biopsia nunca afect6
al diagndstico histoldgico definitivo de la lesion, ya que
se eligieron lesiones de gran tamafio y que llegaron
a nuestro centro con biopsias parciales que confir-
maban el diagnéstico de melanoma.

TABLA 1. DATOS CLINICOS E HISTOLOGICOS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO DEL PATRON
DE CITOCINAS EN SANGRE PERIFERICA MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Paciente | Sexo | Edad Fecf?a Loca_l izac_i on | Breslow Ulceracion | Metastasis T(atam ier] to | Estadio
tratamiento | primario (mm) interferon AJCC
CLP M 44 24/02/99 El 0,2 N N N |
COG M 63 29/08/00 Espalda 1,3 NC N N |
DCM V 23 0,1 N N N |
FLP M 16 4/06/96 Espalda 0,8 N N N |
JFS \ 61 5/03/01 Espalda 0,8 N N N |
LSR \ 57 5/12/00 Abdomen 0,35 NC N N |
AGM V 85 6/02/01 ES 1,7 S N N Il
JRL Vv 43 15/02/01 Espalda 1,9 N N S Il
JSG \Y 49 21/10/97 Espalda 1,55 NC N N Il
VAP M 67 18/07/00 ES 1,5 N N S Il
VCN V 74 9/05/96 ES 4 S N N Il
ACP M 46 15/04/97 El 2,8 NC S S \%
ESH \ 60 8/01/01 NC — — S N v
JVG \ 42 2/10/00 NC — — S N v
MGC V 41 17/03/92 Cabeza 1,25 N S S \%
MGC M 46 NC — — S N v
MPS M 81 25/06/97 El 0,48 N S N \%
NGM M 28 1/01/96 Hombro 1,7 N S N v
SCD V 29 17/08/95 Cabeza 4 N S S v

ES: extremidad superior; El: extremidad inferior; S: si; N: no; NC: no conocido. Estadio segun clasificacion de la Ameri-

can Joint Committee on Cancer (AJCC) de 1992.
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Métodos

Citometria de flujo

La sangre de controles y pacientes fue recogida en
tubos que utilizaban como anticoagulante la heparina
y procesada antes de 4 horas tras la extraccién.

Para inducir la sintesis de citocinas se diluyé la san-
gre entera en medio RPMI 1640 (1:1 v/ v) y se afiadid
un bloqueador del transporte de proteinas a la mem-
brana (GolgiStop). Las células se estimularon con
25 ng/ ml de forbol miristato acetato (PMA) y 1 pg/ ml
de ionomicina, codiciones experimentales que con-
ducen a la activacién de las células. Todas las mues-
tras se incubaron en estufa durante 4 horas a 37° C
con 5%-71% de CO,.

En el estudio se utilizaron tres controles de la acti-
vacion celular:

1) El control de la activacion basal se realizé dilu-
yendo la sangre entera con RPMI-1640 sin afia-
dir GolgiStop ni estimulo con PMAniionomicina.

2) Elcontrolde la expresiéon de marcadores de acti-
vacion celular en la membrana plasmaética se
obtuvo diluyendo la sangre entera en RPMI sin
GolgiStop yestimulando con PMA e ionomicina
a las concentraciones antes mencionadas.

3) El control de la expresion intracelular de mar-
cadores de activaciéon se prepard de la misma
manera que el estudio de produccion de citoci-
nas, es decir, diluyendo la sangre entera con
RPMI y GolgiStop y estimulando las células con
PMA e ionomicina.

Para la determinacién de la sintesis de citocinas en
tubos de 12 X 75 mm se alicuotaron 100 pl de mues-
tra de sangre entera activada. Las células se marcaron
en superficie con 20 pl de anticuerpo CD8-FITC y
20 pl de CD3-Cy5. Mediante el kit CytoFix-CytoPerm
se fijaron y se permeabilizaron las células. En estas con-
diciones se realizé el marcaje intracelular con 15 pl
del anticuerpo monoclonal especifico para cada una
de las siguientes citocinas: IL-2, IL4, IL-10, TNF-alfa
e IFN-gamma, asi como el control de marcaje ines-
pecifico, IgG1 o IgG2. Todos estos anticuerpos mono-
clonales para el marcaje intracelular estaban conju-
gados con ficoeritrina (PE).

Los tubos de control de la activacion basal y de
superficie se prepararon con 100 ul de la dilucién de
sangre entera correspondiente y 10 ul de anticuerpo
CD69-Cy5, que detecta la expresion en superficie de
un marcador de activacion celular. Las muestras se lisa-
ron y fijaron mediante el sistema TQ-Prep. El control
de la expresion intracelular de marcadores de activa-
cion se realizé con una alicuota de 100 pul de la mues-
tra de sangre correspondiente y 10 ul de CD69-Cy5.
La permeabilizacién yfijacion de las células se realizéd
con el kit CytoFix-CytoPerm.

Todas las muestras fueron analizadas inmediata-
mente con un citdémetro de flujo EPICS XL-MCL. Los
resultados fueron cuantificados con el programa de
andlisis SYSTEM Il instalado en el ordenador del cit6-
metro.

RT-PCR cuantitativa a tiempo real

Para cuantificar los transcritos (mARN) de las dife-
rentes citocinas se utiliz6 la técnica de la RT-PCR cuan-
titativa a tiempo real. El método empleado para la
obtencién de los datos cuantitativos de la expresion
génica relativa es el método de comparacion de las Ct
(método AACt) tal y como se describe en el boletin
del usuario n.° 2 de la empresa Applied Biosystems. La
féormula utilizada para el cdlculo de la expresiéon
génicarelativa es: nivel de induccién =2 4V donde
AACt =(CtGI [muestra] — Ct rRNA 18S [muestra]) — (CtGI
[calibrador] — Ct rARN 18S [calibrador]), Ct esel ciclo
umbral, a partir del cual se observa un aumento de
fluorescencia con respecto a la fluorescencia basal del
sistema (los valores de Ct son inversamente propor-
cionales a los niveles de mARN diana presentes en la
muestra a estudiar), Gl esel gen de interés (cada uno
de los genes de las citocinas en este trabajo), rARN 18S
es el ARN de la subunidad 18 S ribosomal que se uti-
liza como control endégeno, el calibrador es una
muestra de piel sana, y las muestras cuya expresion
queremos determinar corresponden a un nevus, tres
melanomas localizados y tres melanomas metastasicos.

En estos experimentos, el ARN total se extrajo de
cada una de las muestras con el reactivo TRIzol
(GIBCO-Life Technologies) siguiendo las instrucciones
recomendadas por el fabricante. La transcripcidon
inversa para generar el cADN se realizéd por el sistema
TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosys-
tems, P/ N N808-0234) siguiendo lasrecomendaciones
del fabricante. La reacciéon de RT contenia, en un volu-
men final de 100 pl, 1X tampén RT, 5,5 mm MgCl,,
500 um de cada desoxinucleétido trifosfato, 2,5 um
de random hexamers, 0,4 U/ ul de inhibidor de RNasas,
1,25 U/ pl de transcriptasa inversa MultiScribe y 2 pg
de ARN total. Las muestras se incubaron a 95° C
durante 10 minutos y 48° C durante 30 minutos,
seguido de 95° C durante 5 minutos para inactivar la
transcriptasa. Las reacciones de PCR se analizaron con
la TagMan Cytokine Gene Expresion Platel (Applied Biosys-
tems P/ N 4304671). La placa tiene 96 pocillos orde-
nadosen 12 columnas, una para cada citocina. En los
pocillos de cada columna se encuentran los primers 'y
la sonda TagMan para cada una de las citocinas y el
rARN 18S utilizado como control endégeno. La ampli-
ficaciéon simultdnea de un control enddgeno con el
gen diana se utiliza para normalizar la cantidad de
ARN anadido a cada reaccion. Cada PCR se realizé en
un volumen de 50 ul conteniendo 5 ul de la reaccidon
de transcripciéon inversa y 1X TaqMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems P/ N 4304437). Las
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condiciones de PCR comprendian un paso inicial de
95° C durante 10 minutos seguido de 40 ciclosa 95° C
durante 15 segundos y 60° C 1 minuto. La cuantifica-
ciéon se realizdé con el ABI Prism 7700 Sequence Detec-
tion System (Applied Biosystems).

M etodologia estadistica

Los datos experimentales de la primera parte del
estudio se procesaron con los programas estadisticos
GW-BASIC y SPSS-PC de acuerdo a:

1) Metodologia estadistica descriptiva: estadisticas
bésicas, reduciendo los datos a sus pardmetros
de centraje, dispersion ytamafo (x=media arit-
mética, s=desviacion tipica; n =ntimero de casos)
para todos los datos cuantitativos.

2) Metodologia estadistica analitica: cruce de varia-
bles cuantitativas utilizando las siguientes prue-
bas para el andlisis de la varianza; F de Fisher y
«t» de Student para diferencias de medias.

RESULTADOS

Analizaremos los resultados del estudio de cito-
metria de flujo en sangre periférica, atendiendo en
primer lugar al porcentaje de células productoras de
cada citocina. Desglosaremos los datos, analizando
cada citocina y para cada una de ellas comentaremos
los resultados obtenidos al comparar:

1) Grupo de estudio y grupo control (tabla 2).

2) Lostressubgruposde estudio (estadio I, Il yIV
de melanoma) y grupo control (tabla 3).

3) Melanoma localizado (estadios I y II) frente a
melanoma mestastasico (tabla 3).

4) Pacientes a los que se les habia extirpado un
melanoma cutdneo y se encontraban libres de
enfermedad durante un periodo de mads de
2 afios, con pacientes con melanoma metastasico.

En segundo lugar hemos analizado la intensidad de
expresion de cada citocina por parte de aquellos lin-
focitos que las producen (unidades arbitrarias de fluo-
rescencia). Para ello hemos cuantificado la intesidad
de fluorescencia de los anticuerpos unidos especifi-
camente a las células productoras de citocinas (tabla 4).

En la figura 1 puede observarse un ejemplo de la
estrategia citométrica seguida para determinar la pro-
duccién de citocinas por los linfocitos T. Se muestran
los histogramas utilizados para seleccionar la pobla-
cion de linfocitos, por sus caracteristicas morfoldgicas,
y las subpoblaciones de linfocitos CD4 y CDS, por
marcaje con anticuerpos CD3 y CD8. Por dltimo se
muestran los histogramas utilizados para la cuantifi-
cacion de niveles intracelulares de citocinas. La

TABLA 2. ESTUDIO CON CITOMETRIA DE FLUJO

A PARTIR DE LINFOCITOS T ACTIVADOS DE SANGRE
PERIFERICA. RESUMEN DE LOS DATOS ESTADISTICOS
DESCRIPTIVOS Y ANALISIS DE LA VARIANZA
COMPARANDO EL GRUPO CONTROL Y EL GRUPO DE
ESTUDIO (PACIENTES CON MELANOMA) REFERENTES
AL PORCENTAJE DE CELULAS T QUE PRODUCE UNA
DETERMINADA CITOCINA. SE MUESTRAN SOLO LAS
CITOCINAS QUE EN EL ANALISIS CON CITOMETRIA

DE FLUJO OFRECIERON RESULTADOS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS

Control Estudio Significacion
IL-10 (CD4)
Media 0,5800 1,9600 F=9,22
s 0,2794 1,0871 p= 0,005
n 6 19
IL-10 (CD8)
Media 1,6400 0,9942 F=10,75
s 0,4906 0,3989 p=0,003
n 6 19
IFN-y (CD4)
Media 44,9633 6,2458 F=64,97
s 20,4983 4,2078 p<0,000
n 6 19
IFN-y (CD8)
Media 19,4767 7,7763 F=17,7466
s 6,7720 5,6752 p<0,000
n 6 19

IL: interleucina; IFN-y: interferén y; F: F de Fisher. S: des-
viacion tipica; n: nimero de casos.

figura 2 recoge los porcentajes de expresion de cito-
cinas agrupando a los pacientes segtin su estadio cli-
nico.

Detallaremos los resultados obtenidos para cada
citocina:

Respecto al IFN-y existe una diferencia estadistica-
mente sigificativa entre el porcentaje de células, tanto
CD4 como CDS8, que producen IFN-y entre los con-
troles y los pacientes con melanoma, siendo siempre
mayor el nimero de células productoras de esta cito-
cina en los primeros. Cuando desglosamos el grupo
de estudio en tres subgrupos, segiin la clasificacion de
la AJCC yrealizamos un analisis de la varianza con la
prueba de Fisher considerando estos tres grupos y el
grupo control, observamos que existen diferencias
estadisticamente significativas entre todos ellos. Sin
embargo, no existen diferencias entre el porcentaje
de células productoras de IFN-y al comparar pacien-
tes con melanoma localizado (estadio I + estadio II)
con pacientes con melanoma metastasico (estadio I'V).
Tampoco hallamos ninguna diferencia cuando com-
paramos los pacientes con melanoma localizado de
mads de 2 aflos de evolucién con los pacientes con
melanoma metastdsico.
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TABLA 3. ESTUDIO CON CITOMETRIA DE FLUJO A PARTIR DE LINFOCITOS T ACTIVADOS DE SANGRE PERIFERICA.
SE MUESTRAN LOS DATOS ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL GRUPO CONTROL Y DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO
REFERENTES AL PORCENTAJE DE CELULAS T QUE PRODUCE UNA CITOCINA, Y ANALISIS DE LA VARIANZA
COMPARANDO EL GRUPO CONTROL CON LOS TRES GRUPOS DE ESTUDIO (ESTADIO I, Il Y METASTASICO)

ENTRE Si (F DE FISHER) Y EL MELANOMA LOCALIZADO (ESTADIO | + Il) FRENTE AL MELANOMA

METASTASICO («t» DE STUDENT)

Estadio Estadistica Estadistica
Control Estadio | Estadio Il I+ 1l Metastasico (control I, I, (I + 11) frente a
metastasico) (Fisher) | metastasico (Student)
IFN-y CD4
Media 44,9633 4,8167 7,0480 5,8309 6,8163 F =19,9774 t=0,49
s 20,4983 3,6366 4,0453 3,7626 4,9660 p = 0,000 NS
n 6 6 5 11 8
IFN-y CD8
Media 19,4767 5,4717 7,0900 6,2072 9,9338 F = 6,60 t=1,45
s 6,7720 3,2535 2,3886 2,8790 7,8608 p = 0,002 NS
n 6 6 5 11 8
IL-10 CD4
Media 0,5800 1,8200 1,6700 1,7518 2,2463 F = 3,3783 t=0,98
s 0,2794 1,1817 0,7203 0,9549 1,2547 p = 0,037 NS
n 6 6 5 11 8
IL-10 CD8
Media 1,6400 0,9800 0,6880 0,8472 1,1900 F =5,58 t=1,98
s 0,4906 0,2636 0,2975 0,3056 0,4499 p = 0,005 NS
n 6 6 5 11 8
IL-2 CD4
Media 4,4617 5,2030 23,2960 13,4270 10,5175 F =3,47 t=045
s 1,7417 3,6255 18,0238 15,0145 12,2481 p = 0,03 NS
n 6 6 5 11 8
IL-2 CD8
Media 3,117 1,3950 4,9960 3,0318 1,8363 F = 4,03 t=1,06
s 1,4898 0,8553 3,6987 3,0617 0,9351 p = 0,02 NS
n 6 6 5 11 8
IL-4 CD4
Media 1,8100 1,48331 3,2780 2,2990 2,1250 F=1,04 t=0,21
s 0 1,1494 2,5849 2,0522 1,3685 p > 0,05 NS
n 1 6 5 11 8 NS
IL-4 CD8
Media 1,0400 1,0017 1,1900 1,0872 1,2400 F=0,18 t=0,53
s 0 0,3624 0,7422 0,5437 0,7048 p > 0,05 NS
n 1 6 5 11 8 NS
TNF-o. CD4
Media 3,6783 5,1450 9,4700 7,1109 7,0875 F=1,23 t =0,0008
s 1,6931 2,2750 8,0539 5,7996 6,4846 NS NS
n 6 6 5 11 8
TNF-o. CD8
Media 3,8967 3,1100 2,9100 3,0190 3,5963 F=0,19 t=0,54
s 2,7290 2,0494 1,9046 1,8873 2,8037 NS NS
n 6 6 5 11 8
LINFOS CD8
Media 25,8933 22,7133 21,1560 22,0054 31,3163 F =261 t=2,59
s 4,1090 5,7672 9,1914 7,1473 8,4826 P =0,077 P < 0,05
n 6 6 5 11 8 NS

IFN-y: interferéon-y; IL: interleucina; TNF-o: factor de necrosis tumoral a; NS: no significativo.
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TABLA 4. ESTUDIO CON CITOMETRIA DE FLUJO A PARTIR DE LINFOCITOS T ACTIVADOS DE SANGRE PERIFERICA.
SE MUESTRAN LOS DATOS ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL GRUPO CONTROL Y DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO
REFERENTES A LA INTENSIDAD DE EXPRESION DE LAS CITOCINAS, Y ANALISIS DE LA VARIANZA COMPARANDO
EL GRUPO CONTROL CON LOS 3 GRUPOS DE ESTUDIO (ESTADIO I, Il Y METASTASICO) ENTRE Si (F DE FISHER)

Y EL MELANOMA LOCALIZADO (ESTADIO | + Il) FRENTE AL MELANOMA METASTASICO («t» DE STUDENT)

Estadio Estadistica Estadistica
Estadio | | Estadio Il Metastasico (control I, Il (I + 1l) frente a
I+ 1 . ! .
metastasico) (Fisher) | metastasico (Student)

IFN-y CD4
Media 4,2300 11,3400 7,4618 9,1950 F = 4,405 F=0,572
s 2,8677 5,2711 5,3863 4,1989 p = 0,030 p = 0,460
n 6 5 11 8

IFN-y CD8
Media 4,2917 12,2320 7,9009 8,7937 F = 3,548 F =0,111
s 3,3372 5,9399 6,0726 5,3349 p = 0,053 p = 0,744
n 6 5 11 8

IL-10 CD4
Media 2,9667 3,7800 3,3364 4,3462 F=0,711 F =1,067
s 2,1056 1,1776 1,7181 2,5568 p = 0,506 p=0,316
n 6 5 11 8

IL-10 CD8
Media 3,1700 3,8580 3,4827 4,2950 F=0,439 F = 0,646
s 1,0316 1,1749 1,1012 3,1240 p = 0,652 p = 0,433
n 6 5 11 8

IL-2 CD4
Media 3,2933 5,2020 4,1609 3,6000 F=1,921 F =0,432
s 0,7959 2,0977 1,7522 1,9518 p=0,179 p =0,520
n 6 5 11 8

IL-2 CD8
Media 3,1550 5,5520 4,2445 3,4063 F = 3,526 F =0,944
s 0,2951 3,0360 2,3016 0,8974 p = 0,054 p =0,345
n 6 5 11 8

IL-4 CD4
Media 2,1700 2,4040 2,2764 2,1063 F =0,978 F =0,924
s 0,4974 0,2942 0,4162 0,3239 p = 0,397 p = 0,350
n 6 5 11 8

IL-4 CD8
Media 2,6650 3,0560 2,8427 2,5150 F =1,437 F =1,535
s 0,6986 0,6601 0,6782 0,3602 p = 0,267 p = 0,232
n 6 5 11 8

TNF-o. CD4
Media 4,7017 5,0480 4,8591 4,2588 F=1311 F =2,268
s 0,8880 0,6299 0,7653 0,9752 p = 0,297 p =0,150
n 6 5 11 8

TNF-o. CD8
Media 4,4983 4,3240 4,4191 3,6450 F=1,325 F=2721
s 1,0406 0,4885 0,8033 1,2473 p = 0,293 p=0,117
n 6 5 11 8

IFN-y: interferén-y; IL: interleucina; TNF-a: factor de necrosis tumoral o.

Al considerar la intesidad de expresion del IFN-ypor
los linfocitos CD4 y CD8 observamos que existen dife-
rencias estadisticamente significativas en el andlisis de
la variaza con la F de Fisher entre los tres grupos de
estudio (estadio I, Il yIV) en lo referente a los linfo-

citos CD4, mientras que en los linfocitos CDS las dife-
rencias se encuentran muy cerca de la significacién.
No existe, sin embargo, ninguna diferencia al consi-
derar a los estadios localizados del melanoma (I+1I)
yal metastasico diseminado, ytampoco los localizados
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Fig. 1.—Ejemplos ilustrativos de la estrategia citométrica sequida para la determinacion de citocinas intracelulares en linfocitos sangre entera.
A: histograma biparamétrico de tamano (FS) frente a complejidad (SS) donde se acota la poblacién de linfocitos. B: control de activacién celular;
superposicion de histogramas de distribucion en linfocitos de la expresion del marcador de activacion CD69, mostrando la expresidn positiva (trazo
rojo) de las células activadas con PMA + ionomicina en las mismas condiciones experimentales de induccion de sintesis de citocinas frente a una
poblacién control, no estimulada (trazo verde). C: histograma de complejidad (SS) frente a la fluorescencia roja del anticuerpo CD3-Cy5, identifi-
cando la poblacién de linfocitos T (CD3+) seleccionada para el andlisis citométrico. D: histograma biparamétrico de fluorescencia roja de CD3-Cy5
frente a fluorescencia verde de CD8-FITC que identifica las subpoblaciones CD4 y CD8 de los linfocitos T, acotados como en la gréfica C, los linfo-
citos CD4 corresponden a la poblacion CD3+CD8- (cuadrante superior izquierdo). E: histograma biparamétrico de fluorescencia verde del anticuerpo
CD8-FITC frente a la fluorescencia naranja del anticuerpo irrelevante lgG2b, mostrando el ajuste de los cursores para determinar la poblacion nega-
tiva (cuadrantes izquierdos) en el anélisis de la sintesis de citocinas en linfocitos T, acotados como se muestra en la grafica C. F y G: histogramas
biparamétricos de fluorescencia verde de CD8-FITC frente a la fluorescencia naranja del anticuerpo, marcado con PE, especifico frente a interferén
gamma (IFNy-PE), mostrando simultdneamente la expresion de dicha citocina en linfocitos T CD4+ y CD8+. Este tipo de histograma se utiliza para
cuantificar, a partir de los cuadrantes derechos, el porcentaje de células que sintetizan cada una de las citocinas estudiadas y la intensidad relativa
de expresion de las mismas. F: muestra un ejemplo de un paciente en estadio |. G: muestra un ejemplo de un paciente en estadio IV.
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Fig. 2.— Expresion de citocinas intracelulares en linfocitos T CD4+ y CD8+ de sangre entera de controles sanos y pacientes con melanoma,
en funcion del estadio clinico de la enfermedad. Los graficos muestran el porcentaje de células positivas para cada una de las citocinas en
cada sujeto analizado (eje de ordenadas) dependiendo del estadio clinico de la enfermedad (control, estadios |, Il y IV, eje de abscisas). Cada
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con un intervalo de superviviencia superior a los 2
afios frente a los metastdsicos.

Respecto a la IL-10 existe una diferencia estadistica-
mente significativa entre el porcentaje de células CD4
que producen IL-10 al comparar los controles con los
pacientes con melanoma, de forma que en los pacien-
tes con melanoma es mayor el nimero de lifocitos que
producen esta citocina. Sin embargo, ocurre lo con-
trario cuando consideramos el nimero de células CD§
productoras de IL-10, ya que aqui también existe una
diferencia con significacion estadistica, pero los valo-
res mayores los encontramos en los controles. Al igual
que mencionamos para el IFN-y, existe una diferencia
significativa al comparar tanto el porcentaje de célu-
las CD4 como el de CD8 que producen IL-10 en los
estadios I, II, IV y en el grupo control. Sin embargo,
cuando comparamos los pacientes con melanoma loca-
lizado (estadios I yII) con los pacientes con melanoma
metastdsico, las diferencias no alcanzan significacién
estadistica. Sin embargo, es interesante observar que
parece existir un espectro en el porcentaje de células
CD4 que producen IL-10, en el que los controles son
losque tienen menos células productoras de IL-10, los
pacientes con melanoma metastasico tienen el por-
centaje mayor, y los pacientes con melanoma localizado
se encuentran en un punto intermedio. Respecto al
nimero de linfocitos CD8 productores de IL-10, se
observan resultados discordantes, ya que el mayor
nimero de células productoras se encuentra en los
controles y el menor en los localizados. No hemos
encontrado diferencias al comparar los pacientes con
melanoma localizado de mds de 2 afios de evolucion
con los pacientes con melanoma metastdsico.

Cuando consideramos la intesidad de expresién de
esta citocina por parte de las células CD4 y CDS, no
existen diferencias significativas entre los tres grupos
de estudio. Tampoco hay diferencias al agrupar los
estadios I yII ycompararlos con el grupo metastésico,
ni entre los localizados que llevan mds afios libres de
enfermedad y los metastdsicos.

Respecto a la IL-2 como se aprecia en la tabla 2, no
existe una diferencia significativa al comparar el
grupo control con el grupo de los melanomas. Sin
embargo, al desglosar el grupo de estudio y agrupar
a los pacientes segiin los diferentes estadios de la
AJCC, nos encontramos que al realizar un analisis de
la varianza con la F de Fisher, las diferencias son sig-
nificativas. Observamosen la tabla 3 un aumento pro-
gresivo en la proporcién de células CD4 productoras
de IL-2 al comparar al grupo control con el estadio |
y al estadio I con el estadio II. Sin embargo, en los
pacientes con metdstasis el porcentaje desciende y se
sitia entre el estadio I yII. No existe significacion esta-
distica cuando restringimos la comparacién a los
pacientes con melanoma localizado (estadio I+esta-
dio II) ylos que tienen melanoma mestastasico. Tam-
poco encontramos diferencias a considerar al intro-

ducir el factor tiempo, es decir, comparando a los
pacientes con melanoma localizado con un periodo
libre de enfermedad superior a 2 afios con los pacien-
tes con metdastasis de melanoma.

Al valorar la intesidad de expresién de la IL-2 no
existen diferencias significativas en lo referente a los
linfocitos CD4. Sin embargo, la intensidad de expre-
sion por parte de los linfocitos CDS8 estd en los limi-
tes de la significacién (p=0,054). No existen diferen-
cias, por otra parte, al agrupar los estadios I yII ycom-
pararlos con el estadio IV; ni tampoco al comparar los
melanomas localizados con el periodo libre de enfer-
medad mayor de 2 afios con los metastdsicos.

Respecto a la IL4, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas, ni siquiera una ten-
dencia resefiable, al analizar los resultados obtenidos
para esta citocina y realizar las comparaciones entre
los grupos establecidos.

En cuanto a la intensidad de expresién de la IL4,
no existen diferencias en ninguna de las compara-
ciones realizadas.

Respecto al TNF-, tampoco se observan diferencias
entre los grupos estudiados. En lo referente a la inten-
sidad de expresion del TNF-alfa, no existen diferen-
cias en ninguna de las comparaciones establecidas.

Respecto a los linfocitos CDS, no existen diferencias sig-
nificativas entre el grupo control yel grupo de los mela-
nomas considerados en conjunto. No existe una signi-
ficacion estadistica al realizar un analisis de la varianza
ycomparar a los tres grupos de estudio yel grupo con-
trol. Sin embargo, si existe un niimero mayor de célu-
las CDS en los pacientes de melanoma metastdsico en
relacion con los melanomas localizados, es decir, cuando
se agrupan los estadios I yII, y esta diferencia es esta-
disticamente significativa. No observamos diferencias
entre los melanomas localizados con periodo libre de
enfermedad superior a 2 afios y los metastasicos.

Expresion de citocinas en el tumor

Respecto a la segunda parte de nuestro trabajo
hemos estudiado en la propia lesion de melanoma la
presencia de ARN mensajero de distintas citocinas y
la hemos cuantificado frente a un control de piel nor-
mal. Losresultados se resumen en la tabla 5. Podemos
observar que el nevus expresa niveles similares a los
de la piel normal de IFN-yy TNF-0, yel resto de trans-
critos se encuentran en niveles indetectables. Los
pacientes SAy CR muestran un patrén Th2, mientras
que ALH y AC muestran un patrén ThO. No se observa
ninguna correlacién entre el patrén Th2 o ThO yel
hecho de que el melanoma sea primario o metastasico.
El paciente PT presenta una discreta elevacién de la
IL-10 (1,35) yel paciente BA presenta un aumento en
el TNF-o (3,53) yen la IL-5 (1,93), por lo que es difi-
cil adscribirlo a ningin patrén especifico.
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TABLA 5. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE DIFERENTES
CITOCINAS EN MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL

DE MELANOMA: CUANTIFICACION RELATIVA DE LOS
NIVELES DE mARN PARA DIFERENTES CITOCINAS

Cuantificacion relativa de las citocinas

IL-2 IFN-a TFN-a

Control 1 1 1

Nevus 0,00 1,37 0,97
Melanomas localizados

SA 0,02 0,00 0,00

BA 0,19 1,05 3,63

ALH 0,33 3,48 0,00
Metastasis cutaneas

de melanoma

CR 0,70 0,01 0,35

PT 0,01 0,00 0,00

AC 0,00 22,78 0,00

IL-4 IL-5 IL-10

Control 1 1 1

Nevus 0,00 0,00 0,00
Melanomas localizados

SA 6,87 0,48 2,39

BA 0,00 1,93 0,48

ALH 0,50 1,57 1,58
Melanomas metastasicos

CR 0,1 1,99 9,92

PT 0,0 0,24 1,35

AC 7,84 0,00 2,95

Los numeros de las columnas indican la variacion de la
expresion de cada una de las citocinas relativo a los valo-
res de la muestra control (piel sana en este caso) calcula-
dos mediante la férmula 274%, IL: interleucina; IFN: inter-
feron; TNF: factor de necrosis tumoral.

DISCUSION

Desde la descripcion en 1986 por Mosmann et al de
la existencia en ratones de dos subgrupos de linfocitos
T helper, Th1 y Th2, seglin su patrén de produccién de
citocinas, se han producido multitud de avancesen este
tema, muchos de los cuales han servido no sélo para
explicarnos mejor la patogenia de diversas enfermeda-
des, sino para abrir camino a nuevos tratamientos. Como
ya hemos mencionado, los linfocitos Th1l producen
IL2 e interferon-gamma IFN-y, mientras que los linfo-
citos Th2 producen IL4, IL-5, IL-6, IL9, IL-10 e IL-13.
En seres humanos se ha comprobado que existen unos
patrones Th1 y Th2 similares, aunque la produccién de
IL-2, IL-6, IL-10 e IL-13 no estd completamente restrin-
gida a un solo subgrupo de células T como ocurre en
losratones®. Los linfocitos T CDS8 también producen cito-
cinas, y aunque se caracterizan por la expresion de un
patrén de tipo Th1®, existen evidencias claras de la exis-

tencia de células T CD8+ con un patrén de tipo Th2,
tanto en ratones como en humanos® %,

En la actualidad conocemos que existe una mayor
complejidad entre estos patrones extremos que se
identificaron inicialmente. Se han identificado célu-
las T que producen las citocinas correspondientes a
ambos patrones (ThO) y a las que se considera pre-
cursoras indiferenciadas de las Th1 o Th2*. Un ejem-
plo del patrén ThO se ha encontrado en los pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), en los que se ha detectado la expresién de gran-
des cantidades tanto de IFN-y como de IL-10, sin que
estos niveles se vean alterados en el curso de la infec-
cion. Ademas, las células que expresan estas citocinas
son mayoritariamente CD8+. La expresién de IL-2 e
IL4 era prdcticamente indetectable independiente-
mente del estado de la infeccion por el VIH. Por otra
parte, existen células T helper con propiedades regu-
ladoras (Th3) que producen cantidades elevadas del
factor de crecimiento transformante B (TGFf) e
IL-10 ypueden suprimir las respuestas antigeno-espe-
cificas in vivo e in vitro’"**. Ademds se han observado
grandes diferencias cuantitativas en la produccién de
citocinas entre distintos clones pertenecientes al
patrén Thl y entre los pertenecientes al Th2® Las
interpretaciones de esta complejidad oscilan entre
aquellas que consideran que existe un modelo con dos
(Th1/ Th2) o mas (Th0/ Th3) fenotipos, con dife-
rencias cuantitativas segin el momento de desarrollo
de los linfocitos, hasta aquellas que proponen un
modelo sin subgrupos definidos, en el que existiria un
continuo con diferentes combinaciones en la secre-
cién de citocinas®.

La explicacion de losresultados del presente trabajo
es compleja y puede estar sujeta a distintas interpreta-
ciones. La mas sencilla de ellas nos llevaria a conside-
rar que en los sujetos controles existe un predominio
de la respuesta Thl, caracterizada aqui por un por-
centaje elevado de linfocitos T que producen IFN-+yy
una menor abundancia de los linfocitos CD4 que pro-
ducen IL-10, en contraposiciéon a lo que ocurre en los
pacientes con melanoma, que presentan un nimero
inferior de linfocitos T productores de IFN-y y un por-
centaje mayor de células CD4 productoras de IL-10.

Los porcentajes de lifocitos productores de IFN-yson
similares en los pacientes con melanoma en diferen-
tes estadios. Sin embargo, aunque no existen dife-
rencias estadisticamente significativas, se observa un
gradiente de células CD4 productoras de IL-10 en la
sangre de los pacientes con melanoma con arreglo al
estadio en que se encuentran, de manera que los
pacientes con un melanoma mads avanzado tienen un
mayor nimero de células que producen esta citocina.

La IL-10 estd implicada en diferentes procesos del
sistema inmunitario para conseguir un efecto antiin-
flamatorio e inmunosupresor™. La IL-10 posee una
accioén inhibidora sobre las células presentadoras de
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antigenos y sobre la respuesta inmune mediada por
células T. En modelos murinos se ha demostrado que
la IL-10 inhibe la presentaciéon de los antigenos tumo-
rales por las células presentadoras de antigenos de la
epidermis’. Se ha demostrado, incluso, que cuando se
tratan las células de Langerhans con IL-10 se induce un
estado de tolerancia antigénica especifica en los linfo-
citos TH1, mientras que esto no ocurre con los clones
de linfocitos TH2*. Sin embargo, a diferencia de lo que
ocurre en los modelos murinos en los que la IL-10 es
producida s6lo por los linfocitos TH2 y suprime la res-
puesta TH1, en los seres humanosla IL-10 es producida
por las células THI y TH2 y suprime la funcién de
ambos tipos celulares®™. Este efecto parece estar mediado,
como acabamos de mencionar, a través de la inhibicion

de las células presentadoras de antigenos™ *.

Se ha demostrado que la IL-10 inhibe la produccién
de multiples citocinas, entre las que se encuentran la IL-
2, IFN-gamma, TNF-alfa yla propia IL-10**". En contraste,
la IL-10 posee propiedades estimuladoras sobre las célu-
las CD8 yactua atrayéndolas, activindolas y favoreciendo
su proliferacién®*. Lo que resulta muyinteresante es que
la activacion de las células T en presencia de IL-10 puede
inducir un estado de no respuesta 0 anergia que no
puede ser revertido en presencia de IL2 o estimulacién
con anti-CD3 o anti-CD28*. El papel de la IL-10 en la
induccién y mantenimiento de la anergia vino sugerido
por estudios en diferentes campos, entre ellos la respuesta
inmune antitumoral®. La anergia mediada por la IL-10
puede estar asociada con la induccién de una poblacion
de células T reguladoras que producen niveles elevados
de IL-10 ypueden suprimir las respuestas antigeno-espe-
cificas in vivo e in vitro™ %,

Refiriéndonos en concreto a la asociaciéon entre la
IL-10 y el cancer, varios trabajos han apuntado la rela-
cién existente entre niveles elevados de expresion de
IL-10 con varios tumores, entre ellos el melanoma“*®™.
Los mecanismos por los que esto puede ocurrir son
bédsicamente dos, bien porque la IL-10 actiie como un
factor de crecimiento para las células tumorales™ o por-
que la IL-10 producida por, o en la vecindad del tumor,
puede dificultar la induccién o la funcién efectora de
la respuesta inmune antitumoral®"*2,

Todo lo expuesto hasta aqui explicaria gran parte de
nuestros resultados, ya que hemos encontrado que
existe una diferencia estadisticamente significativa en
la poblacién de células CD4 productoras de IL-10 al
comparar a los pacientes con melanoma (en los que es
mayor) con el grupo control. Esto explicaria la dismi-
nucién existente no sélo en el porcentaje de linfocitos
CD4 y CDS8 productores de IFN-y, sino también el
menor numero de linfocitos CD8 productores de
IL-10, ya que como hemos mencionado la IL-10 es
capaz en los seres humanos de inhibir tanto las res-
puestas Th1 como las respuestas Th2%.

Centrdndonos en el andlisis del grupo de estudio,
observamos que los pacientes con melanoma metasté-

sico poseen una poblaciéon de células CD4 producto-
ras de IL-10 sustancialmente mads elevada (aunque no
se alcancen diferencias con significacién estadistica)
que los pacientes con melanoma localizado. De esta
forma existe un gradiente en el porcentaje de células
CD4+productorasde IL-10, con niveles menores en los
sujetos controles, intermedios en los pacientes con
melanoma localizado ylos mayores en los pacientes con
metdstasis. Esto explicaria el tinico dato estadistica-
mente significativo que hemos obtenido al comparar el
grupo de pacientes con melanoma localizado ylos metas-
tasicos, que es el aumento en el nimero de linfocitos
CD8 en estos ultimos, y a la vez ayudaria a compren-
der este dato que, en principio, puede parecer contradic-
torio, esto es, que aumenten los linfocitos CD8 y, sin
embargo, los pacientes evolucionen hacia un estado
de peor respuesta frente a su tumor. Como hemos
comentado, la activacion y proliferacién de los linfocitos
T en presencia de IL-10 puede conducir a un estado de
anergia frente al tumor. La mayor poblacién de células
CD4 productoras de IL-10 en los pacientes con melanoma
metastdsico respecto al estadio II también ayuda a enten-
der la menor cantidad de linfocitos CD4 y CDS8 produc-
toresde IL2 en el melanoma metastasico, indicando que
se produce una inhibicién en la produccién de IL-2.

A la luz de los resultados encontrados nos parece
importante sefialar una serie de vias para proseguir
estas investigaciones. En primer lugar, es evidente que
existen importantes diferencias personales en la res-
puesta inmune que complican especialmente la inter-
pretacion de los datos, yestas diferencias pueden apre-
ciarse observando la produccién de citocinasen loscon-
troles. Esto hayque atribuirlo a que cualquier individuo
se encuentra sujeto a multiples situaciones (infecciones
intercurrentes, enfermedades autoinmunes propiasde
cada sujeto, etc.) que pueden modificar su respuesta
inmunitaria, con independencia de que padezcan o
hayan tenido alguna vez un tumor. La inclusién de un
nimero mayor de pacientes y controles seria la mejor
solucién para este problema.

En segundo lugar seria interesante realizar estudios
longitudinales, determinando el patrén de citocinas
producido por un mismo paciente en diferentes
momentos. Esto permitirfa analizar mejor los cambios
en patrones Th1/ Th2 durante el curso de la enfer-
medad.

Por dltimo, es importante estudiar si existe alguna
modificacién en el patrén de citocinas producido por
un paciente cuando se encuentra en tratamiento con
inmunoterapia, quimioterapia o con un régimen com-
binado.

Losresultadosrealizados en la piel tumoral mediante
la ténica de RT-PCR cuantitativa apoyan los datos obte-
nidos con la citometria de flujo. Nos parece especial-
mente resefiable la diferencia que hemoshallado en la
expresion de los transcritos de citocinas entre el nevus
y los melanomas. Es ademds muy interesante el
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hallazgo de dos pacientes que mostraron un patrén

ThO,

pero todos los casos presentaron alguna de las cito-

cinas caracteristicas del patrén Th2 (IL4, IL-5 o IL-10).
Ademads cinco de los seis melanomas tenian niveles de
IL-10 superiores a los del control, reafirmando los datos
encontrados en linfocitos T activados en sangre circu-
lante. Nuestros planes son proseguir esta linea de inves-
tigacion, profundizando en el estudio de la expresidon
de citocinas en el propio tejido tumoral, correlacio-
nandolo con pardmetros histolégicos e inmunohisto-
quimicos que nos ayuden a comprender mejor la res-
puesta inmune frente a este tumor in situ.

1)

2)

3)

4)

100

CONCLUSIONES

En sangre circulante existe un aumento en la pro-
duccion de IL-10, citocina, con notable efecto
inmunosupresor, en los pacientes con melanoma
frente a los controles.

Observamos una tendencia en el porcentaje de
células CD4 que producen IL-10, de manera que
los controles son los que tienen menos células
productoras de IL-10, los pacientes con mela-
noma metastasico tienen el porcentaje mayor ylos
pacientes con melanoma localizado se encuen-
tran en un punto intermedio.

Esto explicaria el dnico dato estadisticamente
significativo que hemos obtenido al comparar el
grupo de pacientes con melanoma localizado y
los metastdsicos, que es el aumento en el
ndmero de lifocitos CD8 en estos dltimos. Sin
embargo, a pesar del aumento de los linfocitos
CD8, los pacientes evolucionan hacia un estado
de peor respuesta frente a su tumor, puesto que
hemos comentado que la activacién y prolifera-
ciéon de los linfocitos T en presencia de IL-10
puede conducir a un estado de anergia frente
al tumor.

En tejido tumoral se encuentra un patrén de
expresion de citocinas Th2 o ThO sin que exista
correlacién con el hecho de que el melanoma sea
primario o metastdsico.
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