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Resumen.—Introduccién. La produccion de citocinas tiene un
papel primordial en la lucha antitumoral por parte del siste-
ma inmunitario. Por ello, en este trabajo nos propusimos in-
vestigar si las concentraciones séricas de distintos tipos de ci-
tocinas en pacientes con melanoma se asociaban con la
evolucion de su enfermedad.

Material y métodos. Se analiza la variacion en los niveles séri-
cos de citocinas representativas de los fenotipos Th1 (inter-
ferén gamma [IFN-y] e interleucina 15 [IL-15]) y Th2 (IL-6 e
IL-10) en 33 pacientes con melanoma cutaneo primario. Se
obtuvieron semestralmente muestras de sangre periférica
hasta conseguir un total de cuatro muestras por paciente.
Resultados. A los 30 meses, 29 pacientes (87,9 %) sobrevi-
vieron sin signos de recidiva. La IL-10 basal era mas alta en el
grupo de enfermos que fallecieron que en los supervivientes.
En los pacientes que fallecieron se observé un aumento de la
IL-6 sérica en la dltima muestra. No se pudo demostrar nin-
guna relacion entre los niveles de IFN-y e IL-15 y la progresion
del melanoma.

Conclusion. La determinacion de citocinas de tipo Th2 (IL-6 e
IL-10) en suero de pacientes con melanoma podria ser Util en
el seguimiento clinico de estos enfermos y servir como factor
predictivo de la mejor o peor evolucion de la enfermedad, en
el sentido de un peor pronéstico para los enfermos con nive-
les elevados de IL-10 e IL-6. Por el contrario, la determinacion
de los niveles séricos de las citocinas de tipo Th1 (IL-15 e
IFN-y) no parece de tanta utilidad a la hora de orientar sobre
el pronéstico.

Palabras clave: melanoma, citocinas, interleucina B, inter-
leucina 10, interleucina 15, interferén gamma.
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INTRODUCCION

El melanoma ha adquirido gran protagonismo en
las ultimas décadas, lo cual se justifica, ademas de por
su agresividad, por el incremento exponencial de su
incidencia' y porque se diagnostica en individuos cada
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PROSPECTIVE STUDY OF THE LEVELS OF SERUM
CYTOKINES IN PATIENTS WITH MELANOMA:
PROGNOSTIC VALUE

Abstract.—I/ntroduction. The production of cytokines plays a
primordial role in the immune system’s fight against tumors.
Therefore, we proposed to investigate whether the serum lev-
els of different types of cytokines in melanoma patients were
associated with the evolution of their disease.

Material and methods. \We analyzed the variation in the serum
levels of cytokines representative of the Th1 (INFy and IL-15) and
Th2 (IL-6 and IL-10) phenatypes in 33 patients with primary cu-
taneous melanoma. Peripheral blood samples were obtained
every six months until we had a total of 4 samples per patient.
Results. After 30 months, 29 patients (87.9%) had survived
with no signs of recurrence. Basal IL-10 serum levels were
higher in the group of patients who expired than in the sur-
vivors. Among the patients who expired, an increase in IL-6
serum levels was observed in the last sample. No relation-
ship could be proven between INFy and IL-15 levels and
melanoma progression.

Conclusion. Determining the levels of type Th2 cytokines
(IL-6 and IL-10) in the serum of melanoma patients could be
useful in the clinical follow-up of these patients and serve as a
predictive factor for the progression of the disease, with the
prognosis being worse for patients with high IL-10 and IL-6 lev-
els. On the other hand, determining the serum levels of type
Th1 cytokines (IL-15 and INFy) does not seem to be as useful
in predicting the prognosis.

Key words: melanoma, cytokines, interleukin 6, interleukin 10,
interleukin 15, interferon-gamma.
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vez mas jovenes®. Aunque el melanoma sélo represen-
ta el 3 % de las neoplasias malignas cutaneas, dicho tu-
mor provoca el 65 % de las muertes por cancer de piel
y el 1,3 % del total de fallecimientos por cancer en ge-
neral®. También resultan inquietantes algunas predic-
ciones que indican que uno de cada 75 sujetos naci-
dos en el ano 2000 desarrollard un melanoma a lo
largo de su vidal.

El comportamiento biolégico del melanoma es muy
diferente al de otros canceres de piel. Por ello, en los
ultimos anos se han multiplicado los estudios para co-
nocer mejor el mecanismo de accién y los efectos de
los distintos componentes del sistema inmunitario en
su defensa frente al melanoma*s. Desde un punto de
vista clinico, la intervencion del sistema inmunitario
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en la lucha contra el melanoma se apoya en observa-
ciones como los fenémenos de regresién tumoral, la
posibilidad de un prolongado intervalo libre de en-
fermedad entre la exéresis del tumor primario y el
eventual desarrollo de metastasis, la existencia de res-
puestas parciales o completas en pacientes que han re-
cibido inmunoterapia® o el incremento de 2 a 5 veces
en la tasa de incidencia de melanoma en pacientes
trasplantados con inmunosupresion terapéutica’.

Las citocinas son polipéptidos solubles encargados,
entre otras funciones, de regular las respuestas inmu-
nitarias del organismo. La principal fuente de citoci-
nas son los linfocitos T y los monocitos. Existen dos
subtipos de linfocitos T colaboradores (Th) en virtud
del patréon de citocinas que producen®, asi el subti-
po 1 (Thl) libera interferén gamma (IFN-y), inter-
leucina 2 (IL-2), IL-12, IL-15 y factor de necrosis tu-
moral B (TNF-B); y el subtipo 2 (Th2) libera IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.

Teniendo en cuenta que el melanoma es uno de los
tumores mads inmunogénicos, también es el arquetipo
de tumor donde la intervencién sobre el sistema in-
munolégico podria aplicarse en beneficio del pacien-
te en la practica clinica. Por ello, en este trabajo nos
propusimos investigar si los niveles de distintos tipos de
citocinas en suero de pacientes con melanoma se mo-
dificaban con la evolucién de la enfermedad. Si asi fue-
ra, los niveles de dichas citocinas podrian considerarse
como marcadores con valor pronéstico en pacientes
con melanoma y servirian para identificar aquellos en-
fermos con mejor capacidad de respuesta a cada trata-
miento. Ademads, la medicion de estas citocinas podria
ser util para controlar el efecto de la inmunoterapia u
otros tratamientos, con criterios mas funcionales y
adaptados a cada paciente de manera individualizada,
y servir de ayuda para detectar fallos terapéuticos y la
necesidad de un tratamiento alternativo. Incluso si los
niveles de determinadas citocinas fueran utiles para
predecir el prondstico y la evoluciéon del melanoma, se
podria pensar en su aplicacion para establecer una cla-
sificacién mas completa de los enfermos con melano-
ma, de modo andlogo a lo ocurrido con la lactato des-
hidrogenasa sérica, incluida en la Gltima clasificacién
del American Joint Committee on Cancer para la esta-
dificacién de enfermos con melanoma®.

Por lo tanto, teniendo en cuenta las consideracio-
nes anteriores, en este trabajo nos propusimos anali-
zar de forma prospectiva la variacién en las concen-
traciones séricas de citocinas representativas de los
fenotipos Th1 (IFN-y e IL-15) y Th2 (IL-6 e IL-10) en
enfermos con melanoma, para valorar si dichos cam-
bios podrian relacionarse con la evolucion de la en-
fermedad. Para valorar dicha evolucién se tuvieron en
cuenta dos parametros: la aparicién o no de metdstasis
y la supervivencia a los 30 meses. La eleccion de dichas
citocinas se realiz6 en funcion de la facilidad de su de-
teccion y a sus funciones en el organismo. En este sen-
tido, el IFN-y colabora en la activacion y diferencia-

cion de los linfocitos Ty B!?, es un potente activador
de la capacidad citolitica de los monocitos y las células
asesinas naturales (natural killer, NK), y es capaz de in-
hibir el crecimiento de células de melanoma'!l. La
IL-15 estimula la proliferacion y activacion de las cé-
lulas T, B y NK'2. La IL-6 estimula a los linfocitos T'y
timocitos e induce la maduracion del linfocito B hacia
la célula plasmatica'®. Ademas, la IL-6 puede actuar
como factor inhibidor o estimulador del crecimiento
celular, dependiendo de la naturaleza de la célula dia-
na'%. Finalmente, la IL-10 inhibe la proliferacion de
las células T especificas de antigeno y bloquea la libe-
racion de citocinas proinflamatorias por los macrofa-
gos activados’®. Aunque la IL-10 parece trabajar como
un supresor general de las respuestas inmunitaria € in-
flamatoria, también puede incrementar la actividad
de los linfocitos T citotoxicos!.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se incluyeron en el estudio, previo consentimiento
informado, 33 pacientes con melanoma cutaneo pri-
mario, procedentes del Servicio de Dermatologia del
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Los cri-
terios de exclusion fueron: melanoma metastasico u
otro tipo de cancer, enfermedades autoinmunes, in-
flamatorias e infecciosa e inmunodeficiencia o trata-
miento inmunosupresor. En todos los casos el tumor
primario fue extirpado hasta la fascia muscular, res-
petandola, con margenes de piel sana perilesional de
1a2cm. En 10 pacientes se realiz6 biopsia selectiva del
ganglio centinela y en todos ellos se descart6 infiltra-
ci6n maligna de dicho ganglio, tras cortes seriados y
tincion con hematoxilina-eosina y HMB-45. En 16 pa-
cientes se realizé tratamiento adyuvante con interfe-
ron-a2b (IFN-a;,) subcutaneo a dosis bajas (3 millones
de U), 3 veces por semana, durante 12 meses; en 5 ca-
sos se suspendi6 definitivamente el tratamiento entre
3y 9 meses antes de la fecha prevista por intolerancia
al mismo. En 3 casos que desarrollaron metastasis se
administré quimioterapia y/o IFN-ay;, en dosis altas,
siempre después de haber extraido la cuarta y ultima
muestra de sangre.

Grupos de estudio

Los pacientes se clasificaron en grupos de estudio
siguiendo diversos criterios. En cuanto a la aparicion
de metastasis a lo largo de los 30 meses de seguimien-
to: no metastasis (grupo NM [no metastasis]); metas-
tasis regionales (grupo MR [metastasis regionales]);
metastasis viscerales (grupo MV [metdstasis viscera-
les]). Cuando un mismo enfermo tuvo metastasis re-
gionales y viscerales, se incluy6 en el grupo MV. En
cuanto a la supervivencia a los 30 meses, vivos frente a
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TABLA 1. ANTICUERPOS MONOCLONALES UTILIZADOS PARA CUANTIFICAR IL-10 E IFN-y

Anticuerpo Clon Proveedor Disponibilidad
Mouse anti-human-IL10 JES3-9D7 Pharmingen Purificado
Mouse anti-human-IL10 JES3-12G8 Pharmingen Biotinilado
IL-10 humana - Pharmingen Recombinante
Mouse anti-human-IFN-y NIB42 Pharmingen Purificado
Mouse anti-human-IFN-y 4S.B3 Pharmingen Biotinilado
IFN-y humano - Pharmingen Recombinante

IL: interleucina; IFN-vy: interferén gamma.

fallecidos. Y en cuanto al espesor de Breslow, se
simplific6 dividiendo en dos grupos: menor o igual a
2 mm frente a mayor de 2 mm.

Ademds, se estudiaron el tipo histologico (melano-
ma de extension superficial, nodular, lentiginoso acral
o lentigo maligno melanoma), la presencia o no de ul-
ceracion, la intensidad del infiltrado inflamatorio pe-
ritumoral (nulo, escaso o intenso) y la presencia o no
de regresion. Y también se tuvo en cuenta la adminis-
traciéon o no de IFN-ag, durante el periodo de recogi-
da de muestras de sangre.

Muestras de suero

Se obtuvieron semestralmente muestras de sangre pe-
riférica hasta conseguir un total de cuatro muestras por
paciente. La primera muestra se recogioé en el momen-
to de la inclusion en el estudio (muestra basal) y la ulti-
ma a los 18 meses de la inclusion. La sangre se recogia
en tubos de vidrio no heparinizados, se mantenia a tem-
peratura ambiente hasta la retraccion del coagulo y se
centrifugaba durante 10 min a 840 g. Después, el suero
era alicuotado en dos tubos y congelado a —70 °C.

Cuantificacion de citocinas séricas

Se determinaron cuatro tipos de citocinas mediante
técnica de enzimoinmunoabsorcion ligada a enzimas
(ELISA): IFN-y e IL-15, como representativas del fe-
notipo Thl e IL-6 e IL-10 como representativas del
fenotipo Th2. En el caso de la IL-10 y el IFN-y, la de-
terminacion se realiz6 usando como anticuerpos de
captura, anticuerpos monoclonales purificados an-
tiinterleucinas humanas y, para el revelado, anticuer-
pos monoclonales biotinilados que reconocian dife-
rentes epitopos de la interleucina correspondiente
(tabla 1). Como estandar se utilizo cada interleucina
en su forma recombinante obtenida comercialmente.
Para el andlisis de la IL-6 y la IL-15, se usaron méto-
dos comerciales disponibles en el mercado (tabla 2).

Seguimiento

Una vez finalizado el periodo de obtencion de
muestras, todos los pacientes se mantuvieron en ob-

servacion clinica durante 12 meses, de modo que el
periodo total de seguimiento fue de 30 meses. Las vi-
sitas de seguimiento se realizaron trimestralmente e
incluian exploracién fisica completa, hemograma y
bioquimica general. Ademds, anualmente se realizo a
los pacientes una radiografia simple de térax y una
ecografia hepatica. Dependiendo de la sintomatologia
del enfermo y de los resultados de las pruebas com-
plementarias habituales, se solicitaron otras técnicas
como tomografia computarizada, resonancia magné-
tica, gammagrafia 6sea, transito gastrointestinal y/o
endoscopia digestiva.

Métodos estadisticos

Para los niveles de citocinas en los distintos grupos
de pacientes se calcularon los parametros descripti-
vos: media, error de la media, desviacion estandary
varianza. L.a comparacion de los niveles basales de ci-
tocinas se llevé a cabo mediante el test de Mann-Whit-
ney, prueba no paramétrica para muestras indepen-
dientes. Por otra parte, el analisis de la evolucion de
los niveles de citocinas se efectué aplicando un anali-
sis de varianza de medidas repetidas relativo a un di-
seno factorial jerarquizado. Cuando dicho andlisis de
varianza revel6 que existian diferencias entre un nu-
mero de grupos de pacientes superior a dos, como
ocurria al estudiar la aparicién de metdstasis, se em-
pled la prueba de Bonferroni, que utiliza pruebas t
para realizar comparaciones por pares entre las me-
dias de los grupos.

TABLA 2. REACTIVOS USADOS PARA CUANTIFICAR
IL-6 E IL-15

Limite de deteccion

Citocina Proveedor (pg/ml)
IL-6 CLB (Pelikine compact®), 0,2
Amsterdam, Holanda
IL-15 R&D Systems Europe 1
(Quantikine®),
Abingdon, UK

IL: interleucina.
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RESULTADOS

Datos histolégicos del tumor primario

El espesor medio del total de melanomas era de
2,18 £ 1,75 mm (rango, 0,20-6,70 mm); de ellos, 12
(36,4 %) tenian menos de 1 mm de espesor, 6 (18,2 %)
entre 1,01 y2 mm, 11 (33,2 %) entre 2,01 y 4 mm, y
4 (12,1 %) mas de 4 mm. El melanoma de extension
superficial fue el tipo histoloégico mas frecuente
(54,5 %), seguido en orden decreciente de frecuencia
por el melanoma nodular (27,3 %), el melanoma len-
tiginoso acral (15,2 %) y el lentigo maligno melanoma
(3,0 %). Existia un predominio de las lesiones no ul-
ceradas (81,8 %) sobre las ulceradas (18,2 %) y de las
que no presentaban regresion (84,8 %) sobre las que

st (15,2 %).

Desarrollo de metastasis

Alos 30 meses del inicio del estudio, 9 pacientes ha-
bian desarrollado metastasis; tres de ellos s6lo regio-
nales (grupo MR) y cinco viscerales (grupo MV). El
tiempo medio hasta la aparicion de las metastasis vis-
cerales en el grupo MV fue de 14,65 £ 6,30 meses
(rango, 6,1-19,7 meses).

Supervivencia

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 fallecimien-
to fue de 26,37 £ 2,88 meses (rango, 22,6-29,6 meses).

Niveles séricos de citocinas

El nivel basal de citocinas de tipo Thl (IFN-y e
IL-15) no varié de manera significativa entre los dis-
tintos grupos de pacientes (tablas 3-5). Con respecto a
las citocinas de tipo Th2, el nivel basal de IL-6 no di-
feria significativamente entre los diversos grupos de
enfermos (tablas 3-5) (fig. 1). En cambio, la IL-10 ba-
sal era mds alta en el grupo de enfermos que fallecie-
ron que en los supervivientes (p = 0,05) (tabla 4), asi
como en el grupo de pacientes con metastasis viscera-
les en comparacién con los que sufrieron metdstasis
regionales (p =0,01) y con los que no desarrollaron
metastasis (p = 0,02) (tabla 5) (fig. 2), si bien no se de-
mostraron cambios significativos en relacion con el es-
pesor de Breslow (tabla 3).

En cuanto a las variaciones a lo largo del tiempo
de los niveles de citocinas, al igual que hemos visto
con los valores basales, tampoco se demostraron di-
ferencias cuando se comparé la evolucién de los ni-
veles de IFN-y e IL-15 entre los distintos grupos de
estudio (tablas 3-5). Por el contrario, los niveles
de IL-6 si evolucionaron de modo distinto a lo largo
del tiempo en el grupo de enfermos que fallecieron,
en comparacién con los supervivientes (p < 0,01),
de modo que en estos ultimos las cifras medias de
IL-6 permanecieron bastante estables en el tiempo,
mientras que en los pacientes que fallecieron se ob-

TABLA 3. EVOLUCION DE LOS NIVELES SERICOS DE IFN-y, IL-15, IL-6 E IL-10 (pg/ml) EN RELACION CON EL ESPESOR

DE BRESLOW
IFN-y IL-15 IL-6 IL-10
=2mm >2mm =2mm >2mm =2mm >2mm =2mm >2mm
Basal 1556+9,5 13,1+ 6,1 4,0+1,2 4,2+1,7 08+0,3 1,0+04 17,8+100 21,4+8,8
6 meses 16,0+17,4 10,8 +5,1 34+09 36+1,4 09+0,6 09+04 20,8+ 16,7 15,6 +4,7
12 meses 11,9+11,9 12,2+7,6 3,7%+1,2 35+15 1,0+0,7 08+0,3 18,1+ 10,8 19,4+7,7
18 meses 20,1+ 18,1 13,6 5,5 40+15 39+18 1,4+1,8 23+29 22,9+ 16,0 18,9+ 8,2

IFN-vy: interferén gamma; IL: interleucina.

TABLA 4. EVOLUCION DE LOS NIVELES SERICOS DE IFN-vy, IL-15, IL-6 E IL-10 (pg/ml) SEGUN LA SUPERVIVENCIA
A LOS 30 MESES

IFN-y IL-15 IL-6 IL-10
Vivos Fallecidos Vivos Fallecidos Vivos Fallecidos Vivos Fallecidos
Basal 14,7 £ 8,6 12,0+£25 4,0+1,4 48+1,2 09+04 09+0,2 18,3+8,9 28,1+ 10,9
6 meses 14,1+ 14,2 9,8+2,2 34+1,2 3,711 0,8+0,5 1,2+0,7 18,4+135 185+7,7
12 meses 11,8+10,3 13,6+9,4 36+1,4 35+1,0 09+0,5 0,8+0,4 18+8,8 23,8+ 13,6
18 meses 17,7+ 14,9 12,8+4,3 40+1,7 38+1,4 1,3+1,5 5,0+4,9 21,6+138 175%+3,6

IFN-v: interferén gamma; IL: interleucina.
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TABLA 5. EVOLUCION DE LOS NIVELES SERICOS DE IFN-vy, IL-15, IL-6 E IL-10 (pg/ml) SEGUN LA APARICION Y TIPO
DE METASTASIS (GRUPOS NM FRENTE A MR FRENTE A MV)

IFN-y IL-15 IL-6 IL-10

NM MR mv NM MR my NM MR mv NM MR my

Basal 147+86 108+39 158+87 41+15 3,7+1,146+1,1 09+04 09+06 09+0,1 186+89 12,6+2,7 29,1+9,7
6 meses 14,8+15 105+43 106+25 36+12 28+05 35+1,109+05 09+05 1,17£0,6 199+14 105+3,2 17,5+7,0
12meses 12,2+11 95+38 135+8,2 3,7+15 35+09 34+08 1,0+06 08+0,3 08+0,3 185+9,2 152+7,2 22,6+ 12

18 meses 17,4+15 17,7+16 153%65 41+18 34+0,7 36+13 1,3+15 19+£22 42+46 204+12 229+21 23%127

IFN-v: interferén gamma; IL: interleucina; NM: no metéstasis; MR: metéstasis regionales; MV: metastasis viscerales.

servo un aumento de IL-6 sérica en la tiltima muestra grupo NM y un ascenso en el grupo MR (tabla 5)
(tabla 4) (fig. 1). Como pareceria légico teniendo en (fig. 2). Sin embargo, no se observé ninguna rela-
cuenta lo anterior, la IL-6 también aumento6 en la ul- cion entre la variacion de los niveles séricos de
tima muestra tanto de los pacientes con melanomas IL-10 y el espesor de Breslow (tabla 3).
de espesor de Breslow superior a 2 mm como en los Tampoco se observé ninguna variacion significativa
pacientes del grupo MV, aunque no se lleg6 a alcan- de los niveles séricos de ninguna de las citocinas estu-
zar significacion estadistica (tablas 3y 5). Con res- diadas en relacion con el tipo histolégico de melano-
pecto a la IL-10, result6 llamativo un descenso pro- ma, con la ulceracion, con la intensidad del infiltrado
gresivo de sus cifras en el grupo de pacientes que inflamatorio, ni con la regresién del tumor (datos no
fallecieron (p < 0,05) (tabla 4). También resulto sig- mostrados).
nificativa la diferente variacion experimentada por la Con respecto a los posibles efectos del tratamiento
IL-10 sérica al comparar los tres grupos NM, MR y con IFN-ag;, sobre los niveles séricos de las citocinas es-
MV entre si (p < 0,01), con un descenso progresivo tudiadas en este trabajo, se realiz6 un andlisis de di-
de IL-10 en el grupo MV, unos niveles estables en el chos niveles agrupando las muestras obtenidas cuan-
Concentraciones séricas de IL-6 Concentraciones séricas de IL-10
61 35
30 1
5
25
4 -
20
3 -
15
2 -
10
14 5
() ,_l ’—' 0 T T 1
Basal 6 meses 12 meses 18 meses Basal 6 meses 12 meses 18 meses
Orden de recogida de muestras Orden de recogida de muestras
Supervivencia — = Sin metastasis == Metdstasis === Metastasis
[ Vivo [ Fallecido regional visceral
Fig. 1.—Evolucidén de los niveles séricos de IL-6 (pg/ml) en los pa- Fig. 2—Evolucion de los niveles séricos de IL-10 (pg/ml) en los dis-
cientes agrupados segun la supervivencia o no tras 30 meses de tintos grupos de pacientes segtin la aparicion y tipo de metéstasis.
seguimiento. En la ultima muestra se apremé un incremento En la primera muestra, los niveles fueron mas altos en los enfer-
de IL-6 en el grupo de enfermos que fallecieron posteriormente. mos que desarrollaron metastasis viscerales que en el resto.
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do cada paciente estaba siendo tratado con IFN-ag, y
separandolas del resto de muestras. Se compararon
los niveles de cada citocina entre las distintas muestras
dentro de cada individuo y dentro de cada grupo de
pacientes estudiado, y en ningun caso se apreciaron
cambios significativos ni tendencia alguna que llama-
ra la atencion (datos no mostrados).

DISCUSION

En los ultimos anos, una gran cantidad de estudios
haido dirigida a definir las caracteristicas de la célula
tumoral que le permiten escapar a la vigilancia in-
munolégical”™!®. Sin embargo, la capacidad de recha-
zar o «tolerar» el tumor también puede depender de
la predisposicion individual para elaborar respuestas
inmunitarias antitumorales eficientes o no'. A pesar
de ello, hasta el momento son mas escasos los tra-
bajos encaminados a estudiar la capacidad defensiva
antitumoral propia de cada individuo, la cual, proba-
blemente, estd modulada por las propias células ma-
lignas®.

Se ha demostrado que la produccién de citocinas
tiene un papel primordial en el resultado final de la
lucha antitumoral por parte del sistema inmunita-
rio?!. La transduccion de células tumorales con ge-
nes de determinadas citocinas puede conducir al re-
chazo de dichas células modificadas genéticamente y
favorecer la inmunidad sistémica contra células del
mismo tumor en caso de un contacto posterior??. Es-
tos resultados se corroboran clinicamente con la exis-
tencia de pacientes que muestran regresion de un
melanoma después de administrarles inmunoterapia
adyuvante?.

El estudio de la posible interaccién entre los diver-
sos tipos de citocinas y las células de melanoma se ha
llevado a cabo por distintos medios. Por una parte, se
han publicado trabajos centrados en el estudio de la
expresion local del ARN mensajero de citocinas en
lesiones de melanoma?"?+%, Otros autores han deter-
minado las concentraciones de citocinas, como IL-10 o
IFN-y, en cultivos de células de melanoma®-?’. Los va-
lores séricos o plasmaticos de determinadas citocinas,
fundamentalmente las de fenotipo Th2, como la
IL-6 o la IL-10, también pueden correlacionarse con
la carga tumoral del melanomay/o con el estadio mas
o menos avanzado de dicha enfermedad, es decir, con
la aparicion de metastasis?>*!.

Se ha demostrado una correlacién entre la mayor
presencia de citocinas de tipo Thl y la mayor respues-
ta inmunitaria frente al melanoma?!. Sin embargo, en
la serie de pacientes aqui estudiada no se ha podido
demostrar ninguna relacién entre los niveles séricos
de IFN-y e IL-15 y la progresion del melanoma, quiza
porque los cambios sistémicos en los niveles de citoci-
nas son mas dificiles de demostrar que los cambios lo-
cales. No obstante, en nuestra serie se observo una

tendencia en los pacientes que fallecieron a presen-
tar niveles medios mas bajos de IFN-y sérico. También
hay que tener en cuenta que existen datos contradic-
torios con respecto al efecto del IFN-y sobre las célu-
las de melanoma humano, pues el IFN-y puede incre-
mentar la actividad citolitica de las células efectoras de
la inmunidad e inhibir directamente el crecimiento
de las células de melanoma'!, pero el tratamiento de
las células de melanoma con IFN-y también puede
dar lugar a un fenotipo biol6gicamente mas agresivo
de dichas células'!, lo cual puede contribuir a la dise-
minacién tumoral. Por lo tanto, las acciones supues-
tamente beneficiosas del IFN-y podrian compensarse
con las potencialmente negativas.

En los pacientes que fallecieron durante el periodo
de seguimiento se observo un incremento significati-
vo de las concentraciones séricas de IL-6 en la tltima
muestra de sangre. De aqui ya se puede intuir que la
IL-6 podria influir en la evolucién clinica de los pa-
cientes con melanoma. Como hemos visto con el
IFN-y, en el caso de la IL-6 también existen datos con-
trapuestos sobre su papel favorecedor o inhibidor de
la progresion del melanoma. Asi, se ha descrito que la
IL-6 se comporta como una citocina inhibidora del
crecimiento de las células de melanoma en estadios
tempranos de la enfermedad, cuando el melanoma
estd en la fase de crecimiento radial®, pues dicha ci-
tocina estimula la diferenciacioén de las células citoto-
xicas® e induce la expresion tanto de IL-2R como la
produccion de IL-2 por las células T activadas®®. Sin
embargo, las células procedentes de melanomas mas
avanzados (en fase de crecimiento vertical y metasta-
sicos) son resistentes al efecto antiproliferativo de la
IL-6%. Este comportamiento parece caracteristico de
las células de melanoma, neoplasia paradigma de la
capacidad de desarrollar resistencia, parcial o com-
pleta, ala accion de multiples citocinas durante la pro-
gresion tumoral®’. Ademads, aunque pueda resultar pa-
raddjico, en estadios avanzados de la enfermedad, la
IL-6 puede incluso comportarse como un factor esti-
mulante del crecimiento de las células de melano-
ma®’, fenémeno ya descrito en células de mieloma
multiple®. De hecho, las células humanas de melano-
ma pueden producir IL-6 en estadios avanzados de la
enfermedad®. Otro efecto negativo de la IL-6 en altas
concentraciones es que inhibe la proliferacion de las
células T* y favorece la angiogénesis tumoral?!. Algu-
nos autores han demostrado una correlacion positiva
entre los niveles séricos de IL-6 en enfermos con me-
lanomay la carga tumoral®. Por lo tanto, la elevacion
de la IL-6 sérica en enfermos con melanoma se corre-
laciona también con la progresion de la enfermedad y
con menores tasas de supervivencia®?, y puede prede-
cir una falta de respuesta a la inmunoterapia®. Nues-
tros resultados apoyan que un aumento de la IL-6 -
sérica se asocia con una mayor mortalidad en los
enfermos con melanoma®. En consecuencia, la medi-
cion seriada de las concentraciones séricas de IL-6 po-
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dria tener valor predictivo del pronéstico de los pa-
cientes con melanoma y, por lo tanto, ser util en su
seguimiento. Tras un aumento marcado de los nive-
les 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 com-
plementarias mas exhaustivas.

La IL-10 puede funcionar como una citocina su-
presora de la respuesta inmunitaria e inflamato-
ria'®24% lo cual parece congruente con el aumento
de IL-10 sérica, descrito por distintos autores, en pa-
cientes con melanomas metastasicos?%:%:%. Es posi-
ble que la IL-10 permita al tumor evitar o disminuir el
ataque del sistema inmunitario, mediante un efecto
inmunosupresor®. Las diferencias observadas en los
niveles basales de IL-10 sérica en nuestra serie pare-
cen apoyar lo anterior, pues se observo una elevacion
de la IL-10 sérica en el grupo de pacientes que desa-
rrollaron metastasis viscerales y en los que fallecieron.
Sin embargo, no hemos encontrado una explicaciéon
al hecho de que, pasado el primer ano tras el diag-
néstico del melanoma, se igualaron las concentracio-
nes séricas de IL-10 en todos los pacientes indepen-
dientemente del desarrollo de metastasis. El papel de
la IL-10 como reguladora de la respuesta inmunitaria
frente al melanoma no es tan simple como pueda pa-
recer. De hecho, el pronoéstico mds pobre que se ha
atribuido a los melanomas que se asocian con niveles
séricos elevados de IL-10%%%% no ha sido confirma-
do por todos los autores. La IL-10 también puede in-
hibir el crecimiento de las células de melanoma hu-
mano, suprimiendo la aparicién de metdstasis, gracias
a su efecto antiangiogénico?®; ademads, la IL-10 es ca-
paz de ejercer un efecto antitumoral a través de un
mecanismo dependiente de las células NK*7 y la admi-
nistracion sistémica de IL-10 puede inducir una res-
puesta inmunitaria efectiva y especifica contra célu-
las de melanoma*®. Quiza por todo lo anterior, los
pacientes con melanoma que presentan genotipos
asociados a baja expresion de IL-10 parecen tener un
peor pronéstico que aquellos que tienen mas capaci-
dad de secrecion de IL-10%. De hecho, en otras neo-
plasias, como el mieloma multiple, los niveles mds
elevados de IL-10 sérica no s6lo no implican una peor
evolucion, sino que estan asociados con un buen pro-
nostico®.

Tras estudios controlados, aleatorizados, multicén-
tricos, realizados a largo plazo, se ha llegado a la con-
clusiéon de que las dosis bajas de IFN-a no mejoran
ni la supervivencia ni el tiempo libre de enfermedad
en pacientes con melanoma de alto riesgo%2. Por lo
tanto, hoy dia se considera que el IFN-a en dosis ba-
jas no ejerce un efecto clinico objetivable en estos pa-
cientes, al contrario de lo que parece ocurrir con las
elevadas dosis®®. Nuestros datos, aunque prelimina-
res, parecen encajar con lo anterior, es decir, que
igual que el IFN-a a dosis bajas no afecta significati-

vamente el curso del melanoma, tampoco se asocia
con cambios significativos en los niveles séricos de
IL-15, IFN-y, IL-6 ni IL-10.

A modo de resumen, segtin lo observado en nuestra
serie, la determinacion de las citocinas de tipo Th2
(IL-6 e IL-10) en el suero de pacientes con melanoma
podria ser util en el seguimiento clinico de estos en-
fermos y servir como factor predictivo de la mejor o
peor evolucion de la enfermedad. Ademas, dicha in-
formacion seria adicional a la proporcionada por el
espesor de Breslow, pues los niveles de dichas citoci-
nas no se asocian significativamente con el grosor tu-
moral. Por el contrario, la determinacién de los nive-
les séricos de las citocinas de tipo Thl (IL-15 e IFN-y)
no parece de tanta utilidad a la hora de orientar sobre
el pronéstico. La IL-10 sérica proporcionaria informa-
cién pronéstica desde el momento inicial, cercano a
la extirpacién del tumor, en el sentido de un peor pro-
néstico para los enfermos con niveles séricos basales
de IL-10 elevados. Sin embargo, en las sucesivas mues-
tras, los niveles séricos de IL-10 no son fiel reflejo de la
aparicién de metastasis. En el caso de la IL-6 sérica, lo
que parece mds interesante es su determinacion se-
riada, pues es su aumento desde valores mads bajos el
que podria servir como marcador de mal prondstico.
En cualquier caso, la realizaciéon de medidas repetidas
de las concentraciones séricas tanto de IL-6 como de
IL-10 en pacientes con melanoma podria tener apli-
cacion en la practica clinica, aportando informacién
adicional a la del espesor de Breslow para emitir un
prondstico vital. Esta informacién resultaria mas di-
namica que el mencionado indice de Breslow y ven-
dria a reflejar una parcela del estado del sistema in-
munitario del sujeto portador del melanomay de la
interaccion entre el huésped y el tumor. Ademas de-
beria 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.

A la vista de estos resultados, seria interesante la
continuacion del estudio en un mayor nimero de pa-
cientes con melanoma y su comparaciéon con lo que
ocurre en sujetos sanos, de modo que se pueda esta-
blecer con mas exactitud el cardcter de susceptibili-
dad o proteccién frente al desarrollo de melanoma
que pueden ejercer los distintos niveles de citocinas
séricas en el ser humano, especialmente las citocinas
de tipo Th2, asi como su posible asociacion con el me-
jor o peor pronéstico en enfermos con melanoma.
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