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El incremento en la incidencia del melanoma maligno en los últimos años y su 

estrecha relación con los factores individuales y ambientales, así como la importancia 

de un diagnóstico precoz, son datos que justifican la enorme trascendencia de este 

tumor. Su desarrollo en una localización, en general, accesible a la exploración y la 

facilidad de diagnóstico ha contribuido a que cada vez se traten más melanomas en fases 

iniciales, cuando la mayor parte son curables. Sin embargo, cuando la enfermedad se 

disemina, la mayoría de los pacientes fallecen en un plazo corto de tiempo. Por todo 

ello, las medidas de prevención primarias y secundarias son muy importantes para 

reducir estas cifras tan negativas. Al mismo tiempo, un mejor conocimiento 

inmunológico de esta neoplasia, junto al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, 

permitirán avanzar más rápido en el control del melanoma cutáneo.  

El sistema inmune a través de la inmunidad celular juega un papel importante en 

el reconocimiento y eliminación de células tumorales. La respuesta inmune celular 

requiere un reconocimiento específico del tumor seguido de una fase de diferenciación y 

activación que finaliza con la inducción de la lisis del tumor. Por esta razón el estudio 

de marcadores de diferenciación y activación de los linfocitos T CD8 de enfermos de 

melanoma así como el análisis fenotípico y funcional de moléculas coestimuladoras y 

receptores reguladores de la citotoxicidad en estas células nos permitirá un mejor 

conocimiento de la respuesta inmune antitumoral.  

 

1. EPIDEMIOLOGÍA 

El melanoma maligno es una neoplasia originada en los melanocitos. La mayoría 

de estos tumores se desarrollan en la piel, principalmente a nivel epidérmico y 

ocasionalmente en la dermis y en mucosas. El melanoma es el cáncer que más 

rápidamente ha aumentado su incidencia en la población blanca en estas últimas 

décadas, estimándose que se duplica en número de casos cada 10 ó 15 años. En España 

el número de casos se ha triplicado en los últimos veinte años hasta convertirse en el 

cáncer que más aumenta. En el área de Córdoba y Jaén un estudio del Servicio de 

Cirugía Plástica y Reparadora del Hospital Universitario Reina Sofía indica que el 

número de casos en esta zona desde 1989 a 1998 se ha duplicado. Según el Doctor 

García Hortelano la incidencia en España es de 11 casos por 100.000 habitantes (García 
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et al. 2000). A diferencia de muchos cánceres cuya frecuencia disminuye en los grupos 

de edad avanzada, las tasas de incidencia de melanoma siguen aumentando con la edad, 

aunque este incremento es menor en las mujeres que en los varones. La posibilidad de 

padecer un melanoma depende de muchos factores que se pueden dividir en factores de 

riesgo individuales o endógenos y factores de riesgo  ambientales o exógenos.  

1.1. Factores de riesgo individuales 

Entre los factores de riesgo individuales se consideran la predisposición 

genética, la presencia de lesiones pigmentadas y un estado de inmunosupresión como 

precursores de la enfermedad.  

  1.1.1. Predisposición genética: 

No se conocen aún todos los genes relacionados con el desarrollo del 

melanoma aunque parece que existen al menos cuatro genes implicados en la 

aparición de melanomas familiares, de estos cuatro genes, sólo un gen supresor, 

el p16, aparece alterado constantemente en la mayoría de estudios, presentando 

mutaciones y delecciones tanto en melanomas esporádicos como familiares 

(Gibbs et al.  2002).  

Además de la predisposición genética, se acepta la existencia de un 

fototipo cutáneo asociado a una mayor predisposición de padecer melanoma. La 

incidencia de melanoma guarda relación con los fototipos que presentan una piel 

muy sensible. Esta sensibilidad frente al sol se considera un factor relacionado 

con el riesgo de padecer melanoma. 

1.1.2. Lesiones pigmentadas: 

La presencia de lesiones pigmentadas ha sido relacionada con el 

desarrollo de melanomas. Entre estas lesiones destacan los nevus melanocíticos 

congénitos que son aquellos presentes en el momento del nacimiento o que 

aparecen en las primeras semanas de vida y que algunos autores los consideran 

como potenciales precursores de melanoma. Los nevus melanocíticos displásicos 

adquiridos son tumores adquiridos de aspecto atípico caracterizados por una 

displasia melanocítica intraepidérmica. La presencia de un elevado número de 

nevus melanocíticos adquiridos se considera factor de riesgo alto y pueden 
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representar el factor de riesgo más importante para desarrollar un melanoma 

(Burton et al.  1993). 

1.1.3. Estado de inmunosupresión:  

Se ha observado que existe un aumento de nevus melanocíticos en 

pacientes inmunodeprimidos (Grob et al.  1996). En este sentido, los pacientes 

VIH positivos e individuos transplantados renales presentan un aumento de la 

incidencia del melanoma (Grob et al., 1996) que está asociado al estado de 

inmunodepresión de estos pacientes. Por esta causa, se ha sugerido que un 

estado inmunológico adecuado puede prevenir el desarrollo de melanoma a 

partir de nevus (Ross, 1989).  

1.2. Factores ambientales 

Respecto a los factores ambientales, la luz ultravioleta (UV) es el factor más 

importante para el desarrollo del melanoma. (Runger et al.  1995). En la carcinogénesis 

cutánea por radiación UV se producen daños a tres niveles: en primer lugar el daño 

celular, en segundo lugar los fallos en la reparación del ADN y por último la depresión 

inmunológica que puede originar una pérdida de la inmunovigilancia (Yarosh and 

Kripke, 1996). También se ha observado que una exposición intermitente a la luz UV es 

más peligrosa puesto que se van acumulando daños en el DNA cuando los mecanismos 

de reparación no están activos aún (de Gruijl et al.  2001). 

 

2. RESPUESTA INMUNE FRENTE AL MELANOMA  

 

2.1. MECANISMOS EFECTORES ANTITUMORALES 

Los mecanismos de eliminación del tumor por parte del sistema inmune son 

numerosos, variables y complejos reflejando la diversidad antigénica que existe. Se 

pueden dividir los mecanismos efectores en celulares y solubles. 

2.1.1. Mecanismos efectores celulares: 
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Existen dos claras evidencias de la importancia de la eliminación de células 

tummorales mediada por la inmunidad celular. Una de ellas es la alta incidencia de esta 

enfermedad en pacientes con la inmunidad celular deprimida (Grob et al., 1996), la otra 

es la presencia de linfocitos T específicos de tumores en sangre periférica (Gervois et al.  

2000;Oelke et al.  2000) y en infiltrados de tumor (Ge and Bao, 1996;Hishii et al.  

1997). En la inmunidad celular tumoral, las células NK pueden mediar una respuesta 

contra células de melanoma que no expresan el MHC y que no pueden ser reconocidas 

por los linfocitos T (Bakker et al.  1998;Nasca and Carbone, 1999;Ruiz-Cabello et al.  

1991). Las células NK activadas pueden representar además la mayor fuente de 

interferón-γ  incrementando el procesamiento y presentación de las moléculas MHC de 

clase I y II por células de melanoma (Takeda et al.  2001). A continuación se describen 

brevemente los diferentes tipos celulares que participan en la respuesta inmune 

antitumoral: 

2.1.1.1 Linfocitos T citotóxicos CD8+ (CTLs) 

Debido a su capacidad citotóxica, poseen un efecto antitumoral mediante 

el reconocimiento y destrucción de células de melanoma. Estos linfocitos pueden 

ejercer funciones de vigilancia reconociendo y eliminando células 

potencialmente malignas que expresan péptidos derivados de proteínas celulares 

mutantes presentados por el MHC-I. Los linfocitos T citotóxicos específicos 

para tumores pueden encontrarse en sangre periférica  o infiltrando tumores 

sólidos donde reciben el nombre de TILs (Tumor Infiltrating Lymphocytes).  

Una vez reconocida la célula tumoral, en la cascada de eventos que 

conducen a la apoptosis de la célula diana están implicadas dos vías: una primera 

calcio-dependiente en la que los linfocitos citotóxicos secretan gránulos 

citoplasmáticos que contienen perforina y granzimas, y una segunda vía calcio-

independiente en la que los linfocitos activados inducen apoptosis tras la unión 

de sus moléculas de Fas-L con el antígeno de superficie perteneciente a la 

familia de receptores TNF/NGF denominado APO-1, Fas o CD95 expresado en 

las células diana. Por tanto, la lisis mediada por linfocitos T CD8+ se produce 

fundamentalmente por estas tres causas: 

- Por la liberación de la proteína perforina: esta proteína está 

presente en los gránulos citoplasmáticos de las células citotóxicas. 



Introducción 

 21

Produce poros a través de los cuales penetran otras proteínas como la 

granzima que causan la muerte, por lisis o necrosis, de la célula tumoral. 

- Por efecto del factor de necrosis tumoral β (TNF-β): el TNF-β 

tiene la capacidad de matar células por inducción de apoptosis.  

-Por la interacción Fas – Fas-L: Fas-L es una glicoproteína de 

membrana expresada fundamentalmente en la superficie de los linfocitos 

T citotóxicos activados. La molécula Fas-L del linfocito T citotóxico se 

une a las células que expresan el receptor Fas activándose la cascada de 

caspasas que culminan con la apoptosis de la célula diana. La proteína 

Fas-L también se  encuentra en células de melanoma induciendo la lisis 

de los propios linfocitos T citotóxicos siendo éste uno de los mecanismos 

de escape tumoral (Greil et al.  1998;Hersey and Zhang, 2001). 

2.1.1.2. Linfocitos T helper CD4+ 

El papel de estas células en la respuesta antitumoral es el de suministrar 

citoquinas para el desarrollo de linfocitos T citotóxicos eficaces. Secretan 

citoquinas como el factor de necrosis tumoral y el interferón-γ que pueden 

incrementar la expresión de MHC-I en la célula tumoral, favoreciendo la lisis 

mediada por linfocitos T citotóxicos (Li et al.  1997;Tsujitani et al.  1995). 

Células tumorales que expresen MHC-II también pueden activar células T 

CD4+, sin embargo, lo más común es que las células presentadoras de antígenos 

que expresan MHC-II procesen y presenten proteínas derivadas de la muerte de 

células tumorales fagocitadas. Una vez procesadas y presentadas estas proteínas 

en el contexto del MHC-II, se activan las células CD4+ específicas de tumor y se 

desencadena la liberación de citoquinas (Tsujitani et al., 1995).   

2.1.1.3. Células NK 

Poseen una importante capacidad de lisis de células tumorales in vivo e in 

vitro (Whiteside and Herberman, 1990). Estas células pueden ser activadas por 

el reconocimiento directo de los tumores o por el efecto de las citoquinas 

producidas por los linfocitos T específicos de tumor (interferones, TNF, IL-2 e 

IL-12).  Por esta razón, la inmunidad antitumoral mediada por células NK 

depende de la estimulación correcta de las células T y de los macrófagos 
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productores de estas citoquinas (Itoh et al.  1987;Whiteside and Herberman, 

1990). 

2.1.1.4. NKT 

Estas células actúan en la respuesta citotóxica frente a células de 

melanoma directamente a través de la unión de su TCR con el ligando CD1d de 

la célula diana, o indirectamente mediante la producción de IL-2 activando la 

citotoxicidad de las células NK (Metelitsa et al.  2001). Los estudios in vitro han 

demostrado que el efecto antiproliferativo de las células Vα24+ NKT se debe 

fundamentalmente a la secreción de Interferón-γ e IL-12 por estas células y no a 

un efecto directo de las células NKT (Kikuchi et al.  2001). Se ha propuesto que 

las posibles funciones de las células NKT sean la de proporcionar una rápida 

ayuda a la respuesta inmune celular (a través de la secreción de interferón-γ) y la 

de colaborar en la respuesta mediada por anticuerpos (a través de la secreción de 

IL-4) (Seo et al.  2002). De este modo representarían un nexo de unión entre la 

respuesta inmune innata y adaptativa. 

 2.1.1.5. Macrófagos  

Actúan como mediadores celulares de la inmunidad antitumoral. Al igual 

que las células NK, los macrófagos expresan receptores Fcγ y podrían reconocer 

células de melanoma recubiertas por anticuerpos favoreciendo así su fagocitosis.  

2.1.2. Mecanismos efectores solubles 

Los factores solubles cuya acción se ha demostrado más efectiva frente al 

desarrollo del melanoma son la IL-2 y el interferón-α. 

2.1.2.1. IL-2  

Es una citoquina que juega un papel muy importante en la regulación del 

sistema inmune. Esta molécula es un factor de crecimiento de linfocitos T así 

como un factor de activación celular. Por otro lado, activa y estimula el 

crecimiento de las células NK. La IL-2 además de estimular células efectoras, 

estimula la secreción de otras citoquinas por activación de linfocitos T y 

monocitos, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-α, factor estimulador de colonias 

de células granulocito-macrófago (GM-CSF) e IFN-γ. La IL-2 ha sido eficaz en 
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la regresión tumoral en el 10-15 % de los enfermos de melanoma (Atkins, 

;Mavroukakis et al.  ).  

2.1.2.2. Interferón-α  

Esta citoquina puede inhibir directamente la proliferación de células 

normales y tumorales in vivo e in vitro. Por otra parte, aumenta el potencial lítico 

de células NK, aumenta la expresión de MHC-I y disminuye la de MHC-II. 

También se ha observado que ejerce una actividad moduladora de la actividad de 

los linfocitos T generando linfocitos T citotóxicos (Padovan et al. 2002 ). Tiene 

un efecto antagonista frente a IL-4 en la producción de inmunoglobulinas y 

selección de su isotipo.  

En pacientes con mieloma que reciben el tratamiento con IFN-alfa2b se 

ha comprobado un descenso del porcentaje de células NK, sin embargo, la 

actividad NK no se vió afectada (Millar et al.  1996). En aquellos enfermos de 

melanoma con un alto grado de malignidad del tumor, el tratamiento con altas 

dosis de IFN-alfa2b mejora la supervivencia de estos pacientes en un 25–30 % 

de los casos (Eggermont, 2002). El tratamiento con IFN-alfa2b en pacientes de 

VIH ha demostrado que mantiene constante el porcentaje de células CD4+ 

reduciendo la aparición de enfermedades oportunistas (Rivero et al.  1994). El 

tratamiento in vitro con esta citoquina demostró que es un potente acelerador de 

la maduración de células dendríticas que podría explicar el éxito que tiene en el 

tratamiento del cáncer y en la infección viral (Radvanyi et al.  1999) . 

 

2.2. ANTÍGENOS TUMORALES ASOCIADOS A CÉLULAS DE MELANOMA 

La identificación de antígenos tumorales se ha dirigido fundamentalmente a la 

obtención de antígenos reconocidos por CTLs específicos de tumor presentados en el 

contexto del MHC-I. Actualmente, el papel de células T CD4+ restringidas por el 

MHC-II está aumentando en importancia, y la lista de epitopos clase II específicos de 

células de melanoma se está incrementando rápidamente (Zeng et al.  2001) (Mitchell, 

2002a). El estudio de los epitopos presentados por el MHC-I y MHC-II de células de 

melanoma permitiría diseñar una inmunoterapia específica frente a este tumor (Yamana 

and Itoh, 2000).  
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Muchos trabajos han demostrado la presencia de CTLs específicos de melanoma 

infiltrados en tumores, en sangre periférica y en metástasis de piel (Pittet et al.  2001). 

Sin embargo, a pesar de que los resultados demuestran una respuesta activa específica 

antitumoral, siguen sin estar bien definidos los mecanismos por los cuales los CTLs 

específicos de melanoma son capaces de retardar la progresión del tumor.  

Los antígenos tumorales asociados a células de melanoma se dividen en: 

antígenos asociados a diferentes tumores, antígenos de diferenciación y antígenos 

específicos de tumor. 

2.2.1. Antígenos asociados a diferentes tumores  

Estos genes están expresados en células de melanoma y en varios tumores. No se 

expresan en tejidos normales a excepción de en los testículos durante la 

espermatogonia. Este grupo de antígenos incluye la familia de los MAGE, BAGE, 

GAGE y NY-ESO-1 (Boon et al.  1994;Castelli et al.  2000;Durrant, 1997;Mitchell, 

2002b). El antígeno NY-ESO-1 está expresado en una alta proporción de tumores, en el 

caso de melanoma está expresado en el 45% de las lesiones, mientras que en tejidos 

normales no se expresa. Este antígeno parece ser el más inmunogénico de esta familia 

de antígenos (Zarour et al.  2002;Zeng et al., 2001). 

2.2.2. Antígenos de diferenciación  

Este grupo de proteínas incluye antígenos expresados en células de melanoma y 

en melanocitos normales. Este grupo de antígenos incluye la proteína Melan-A (de 

función desconocida), tirosinasa, glicoproteína 100, TRP-1 y TRP-2 (Boon et al., 

1994;Castelli et al., 2000;Spagnoli et al.  1995) que son enzimas implicadas en la 

biosíntesis de la melanina.  

De todos los antígenos de melanoma conocidos, Melan-A es el que más se ha 

estudiado. Una alta proporción de individuos HLA-A2 sanos y enfermos de melanoma 

presentan CTLs específicos para el epitopo 26-35 de Melan-A (Pittet et al.  1999). Se ha 

observado que los CTLs detectados en individuos sanos y muchos enfermos de 

melanoma tienen un fenotipo naive o virgen, mientras que el fenotipo activado sólo se 

ha observado en pacientes con la enfermedad más avanzada (Valmori et al.  2002). 

2.2.3. Antígenos específicos de tumor  
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Estos antígenos pueden originarse como consecuencia de mutaciones puntuales 

en genes normales y son expresados únicamente en el tumor en el que fue identificado, 

ya que es muy improbable que la misma mutación suceda en tumores diferentes. Los 

modelos en ratones han demostrado que estos antígenos son los más inmunogénicos en 

comparación con los otros grupos (Kim et al.  2002). Este grupo contiene alguna de las 

mejores dianas para la inmunoterapia, sin embargo, como las mutaciones puntuales que 

suceden son diferentes en diferentes individuos, la inmunoterapia es difícil de aplicar, 

ya que sólo puede ser utilizada frente a los tumores originales para los que se diseñó. 

 

2.3. COESTIMULACION DEL LINFOCITO T 

Las células T juegan un importante papel en la iniciación y regulación de la 

respuesta inmune. La unión del TCR con el MHC y una segunda señal son necesarias 

para la activación completa de la célula T. La unión de las moléculas coestimuladoras 

del linfocito T con sus ligandos específicos permiten la transducción de señales al 

interior de la célula. Estas señales actúan de forma sinérgica con las señales inducidas 

por el TCR para aumentar la activación de la célula T. La señal coestimuladora está 

fundamentalmente mediada por la molécula de superficie CD28. En el linfocito T, la 

molécula CD28 promueve la activación celular interaccionando con los ligandos de la 

familia B7 (B7-1 o CD80 y B7-2 o CD86) que están expresados en las células 

presentadoras de antígenos. La activación mediada por moléculas coestimuladoras 

incrementa la expresión de citoquinas, la proliferación, la diferenciación celular, la 

adhesión y la migración (Greenfield et al.  1998a). En el caso del linfocito T citotóxico 

además aumenta su capacidad citotóxica (Chen et al.  1993).  

La molécula CD28 forma parte de una familia de polipéptidos a la que también 

pertenece CTLA-4 (CD152). Mientras que CD28 fundamentalmente incrementa la 

expresión de citoquinas y la proliferación, la molécula CTLA-4 inhibe dichas funciones 

(Greenwald et al.  2002) mediante el bloqueo de la producción de IL-2 (Chambers et al.  

2001). 

2.3.1. Expresión de CD28 y CTLA-4 en linfocitos T: 

La molécula CD28 se expresa en el 80 % de células CD8+ y en el 95 % 

de las CD4+ en adultos jóvenes y sanos. La expresión de esta molécula 
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disminuye en situaciones de activación crónica del sistema inmune y durante el 

envejecimiento (Pawelec et al.  1999). A pesar de que CD28 se expresa en un 

alto porcentaje de células T, posee una baja afinidad para los ligandos de la 

familia B7 (Abken et al.  2002;Alegre et al.  2001).  

Al contrario que CD28, CTLA-4 no se encuentra en la superficie de 

células T en reposo. Se halla en compartimentos intracelulares, y en el momento 

de la activación se externaliza para expresarse en la superficie de la célula 

(Turcovski-Corrales et al.  1995). Esta molécula, a pesar de estar expresada en 

células activadas en un porcentaje muy bajo, presenta una afinidad muy alta para 

los ligandos de la familia B7 (Chambers et al., 2001).  

2.3.2. Expresión de CD80 y CD86: 

Los ligandos de CD28 y CTLA-4 son las moléculas de la familia B7. 

Esta familia está formada por las moléculas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86). Los 

estudios que se han realizado con la molécula CD86 indican que esta molécula 

podría estar implicada en la fase inicial de las respuesta de la célula T. La 

molécula CD80, en cambio, parece predominar en las respuestas inflamatorias 

crónicas, como se ha observado en algunos modelos de enfermedades 

autoinmunes (Guinan et al.  1994;Schultze et al.  1996).  

La molécula CD80 no se expresa en células presentadoras de antígeno en 

reposo, sin embargo, tras la estimulación a través del receptor CD40L, mediante 

citoquinas como IL-4 e Interferón-γ o mediante la adición de mitógenos se 

produce un incremento de CD80 y CD86 en la superficie de células 

presentadoras de antígeno (Hathcock et al.  1994). En el caso de células 

dendríticas se observa que la IL-10 regula negativamente la expresión de CD86 

y no así el CD80 (Buelens et al.  1995). La molécula CD86 se encuentra en baja 

proporción en la superficie de monocitos en reposo y en células dendríticas. Tras 

la activación, la cinética de inducción en la expresión de CD86 (24 horas) es 

mucho más rápida que la de CD80 (48-72 horas) (Lenschow et al.  1996).  

La importancia de las  moléculas coestimuladoras en el desarrollo de una 

adecuada respuesta inmune, se pone de manifiesto en los estudios de la biología 

del transplante. Se ha demostrado que el bloqueo de las vías de coestimulación 
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puede tener un impacto significativo en el transplante de órganos para inducir la 

anergia en células T y prevenir de ese modo el rechazo (Schultze et al., 1996) 

2.3.3. Coestimulación en la respuesta inmune antitumoral: 

Como ya se ha comentado antes, en pacientes de melanoma se ha observado la 

existencia de linfocitos T citotóxicos específicos para antígenos asociados a tumor. Los 

estudios in vitro demuestran que estos linfocitos T requieren de la activación de 

moléculas coestimuladoras para generar un alto número de linfocitos T específicas de 

tumor (Fenton et al.  1998b). Por otro lado, los estudios in vivo demuestran que en la 

mayoría de los pacientes las células tumorales no son eliminadas por las células del 

sistema inmune, una de las causas podría ser la pérdida de expresión de ligandos de las 

moléculas coestimuladoras en células de melanoma que impiden la coestimulación del 

linfocito T para su activación completa.  

Inducir la expresión de los ligandos de las molécula coestimuladoras en células 

tumorales podría proporcionar la señal coestimuladora necesaria para permitir a los 

linfocitos T una activación completa de la respuesta inmune antitumoral. Sería necesario 

un estudio profundo de las moléculas coestimuladoras y de sus ligandos en células 

tumorales para definir nuevas estrategias en la aplicación de  inmunoterapia en estos 

pacientes (Mulcahy et al.  2002). 

A continuación, se comenta el papel de la coestimulación en la respuesta inmune 

frente a células de melanoma. Se comentan por un lado, la expresión de ligandos de 

moléculas coestimuladoras en células de melanoma, y por otro, la coestimulación de 

linfocitos T en el reconocimiento de células de melanoma. 

2.3.3.1. Expresión de ligandos de moléculas coestimuladoras en células 

de melanoma 

En experimentos in vitro se ha comprobado que las células de melanoma 

inducen una respuesta inmune específica de células T muy débil (McCarthy et 

al.  2000). La ausencia de ligandos de moléculas coestimuladoras en células de 

melanoma provoca un fallo en la inducción de la proliferación y diferenciación 

de las células T que resulta en una tolerancia al estímulo antigénico. La 

inducción de ligandos de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 o CD48 

en células tumorales permitiría un aumento de las vías de coestimulación para 
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potenciar una respuesta inmune específica frente células de melanoma 

(Mackensen et al.  1999).  

Los ensayos in vitro con células de melanomas oculares transfectadas 

con el gen CD80 han demostrado que aumenta la capacidad de estimular la 

proliferación y la estimulación de las células T de sangre periférica (Mulcahy et 

al., 2002). También se ha visto que la expresión de CD80 y CD86 en la 

superficie de células de melanoma disparan la citotoxicidad de células NK a 

través de una interacción en la que parecen no intervenir ni CD28 ni CTLA-4 

(Wilson et al.  1999). Por tanto, la expresión de moléculas coestimuladoras en 

células de melanoma permite una excelente estimulación del linfocito T 

específico, induciendo la proliferación, la producción de citoquinas, 

favoreciendo la adhesión y la actividad citolítica (Fenton et al.  1998a). 

  

2.3.3.2. Coestimulación del linfocito T en el reconocimiento de células de 

melanoma  

Como ya se ha comentado antes, el modelo de activación de la célula T 

requiere dos señales. La primera requiere el reconocimiento y unión del receptor 

de la célula T al complejo molécula de histocompatibilidad/antígeno tumoral 

presentado por la célula de melanoma. La segunda señal proviene de la unión de 

moléculas de la familia B7 (CD80 y CD86) con su receptor CD28 en el linfocito 

T y de citoquinas. Si falta la segunda señal, se puede inducir un estado de 

anergia en la célula T. La reversión de este estado es un proceso escalonado 

complejo el cual requiere además de la unión CD28-B7 una prolongada 

exposición a IL-2 y la estimulación del linfocito T a través de CD2. 

Recientemente se ha demostrado que CTLA-4 está incrementado en la superficie 

de células T después de la activación (Turcovski-Corrales et al., 1995). Esta 

molécula activa rutas inhibidoras que disminuyen la proliferación y citotoxicidad 

de células T. Por tanto, la expresión de CD28 y CTLA-4, y las interacciones con 

sus ligandos tienen la capacidad de regular positiva o negativamente la respuesta 

inmune mediada por linfocitos T citotóxicos frente células de melanoma 

(Greenfield et al., 1998a) 
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2.4. RECEPTORES INHIBIDORES DE LA CITOTOXICIDAD 

Los receptores inhibidores de la citotoxicidad específicos para la molécula 

MHC-I fueron descritos inicialmente en células NK. Las células NK reconocen el MHC 

a través de receptores en la superficie que liberan señales mayoritariamente inhibidoras 

de la función de las células NK. Cuando las células NK reconocen células dianas que 

han perdido la molécula MHC, actúan lisando estas células. La pérdida del MHC sucede 

frecuentemente en células tumorales y células infectadas por virus. Cada uno de estos 

receptores inhibidores está expresado en una subpoblación minoritaria de células NK. 

Esto permite que las diferentes poblaciones de células NK de un individuo detecten la 

pérdida de cualquier alelo de clase I en una célula (Moretta and Moretta, 1997). Por 

tanto, en contraste con las células T que poseen un reconocimiento restringido por el 

MHC, las células NK poseen un reconocimiento no restringido por el MHC que permite 

la defensa por el sistema inmune de células infectadas que han perdido la molécula 

MHC.  

En el reconocimiento de células dianas por las células NK existe un balance 

entre señales positivas que inician la función efectora y señales negativas que previenen 

de la citolisis. Las señales positivas no son mediadas por un receptor en concreto, sino 

que diferentes receptores pueden estar actuando dependiendo del estado de activación 

de la célula NK y de la presencia o no de los respectivos ligandos en la célula diana.  

2.4.1. Clasificación de los receptores NK específicos para MHC 

Han sido identificadas dos familias de receptores NK estructuralmente 

diferentes. A continuación se muestran las características de cada una de ellas.   

2.4.1.1. Superfamilia de las inmunoglobulinas 

2.4.1.1.1. Killer immunoglobulin-like receptors (KIRs) 

Los KIRs se caracterizan por ser proteínas con 2 y 3 dominios de 

tipo Ig en su porción extracelular, y una masa molecular de 58 kDa o de 

70 kDa. Según el número de dominios de tipo Ig se llaman KIR2D o 

KIR3D. Los receptores con una región intracitoplasmática larga poseen 

motivos ITIM responsables de su función inhibidora y se denominan 
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KIR2DL y KIR3DL. La familia de los KIR está formada por más de 10 

genes localizados en el cromosoma 19q13.4 de humano. 

Las investigaciones desarrolladas hasta el momento han mostrado 

que los receptores KIR con la secuencia ITIM en su dominio 

citoplasmático, por ejemplo KIR2DL y KIR3DL, inhiben la lisis de 

células dianas que expresan un ligando MHC clase I apropiado. Por otra 

parte, los receptores KIR que no contienen ITIM, por ejemplo KIR2DS, 

pueden incrementar la lisis de las células dianas que expresen su ligando 

MHC clase I (Moretta et al.  2001). Además, en algunos trabajos se ha 

demostrado que la interacción entre receptores KIR en las células T y las 

moléculas HLA clase I en la célula presentadora de antígeno puede 

inhibir la producción de citoquinas. Los receptores KIR que poseen una 

cola citoplasmática corta pueden activar la citotoxicidad celular tanto en 

las células T como en las NK, posiblemente porque poseen un residuo 

cargado positivamente en la región transmembrana que interacciona con 

DAP12, que es una molécula adaptadora que contiene un ITAM (motivo 

de activación del inmunoreceptor basado en la tirosina (Moretta et al.  

2001)  

Los receptores KIR tienen como ligandos las moléculas de HLA 

de clase A, B o C a excepción de KIR2DL4 que su ligando es HLA-G1. 

Otros receptores como KIR2DL5 y KIR2DS3 poseen ligandos que por el 

momento no se conocen.  

2.4.1.1.2. Immunoglobulin like transcripts 

Otro grupo de receptores diferentes, pero que también pertenecen 

a la superfamilia de las Ig, son los ILT (Immunoglobulin Like 

Transcripts). Al igual que los KIR, los ILT se caracterizan por tener 

varios dominios tipo Ig (en su caso pueden ser 2 o 4) en su porción 

extracelular. A través de esos dominios los receptores ILT pueden 

interactuar con diferentes moléculas de HLA no clásicas como el HLA-G 

(Urosevic et al.  2002). A nivel cromosómico se localizan en la misma 

región 19q13.4 que los genes KIR. 
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De acuerdo con la estructura de las moléculas se distinguen tres 

grupos: en el primer grupo están los receptores que poseen una cola 

citoplasmática larga con ITIM asociado, en el segundo grupo están los 

receptores que poseen una cola citoplasmática corta sin motivos ITIM, y 

en el tercer grupo están las proteínas que no poseen región 

transmembrana y puede representar receptores solubles (Natarajan et al.  

2002). 

Se ha mostrado en varios estudios que miembros de la familia ILT 

se expresan en monocitos, macrófagos, células dendríticas, algunas 

células B, células NK y en subpoblaciones de células T CD8+ (Urosevic 

et al., 2002) 

2.4.1.2. Superfamilia lectinas tipo C 

La segunda familia de receptores que reconocen a los antígenos HLA 

clase I. Está compuesta por un heterodímero formado por las moléculas 

CD94/NKG2. Estos receptores son heterodímeros con dominios de lectinas tipo 

C, unidos por puentes disulfuro, compuestos por una subunidad común 

invariante, CD94, que está unida a diferentes glicoproteínas codificadas por los 

genes de la familia NKG2 (Lopez-Botet et al.  2000). Las moléculas que forman 

este complejo heterodimérico, desde el punto de vista estructural, son 

glicoproteínas transmembrana tipo II con un dominio de lectina tipo C en el 

extremo carboxiterminal de cada cadena.  Las glicoproteínas NKG2 no pueden 

expresarse en la superficie de la membrana celular a menos que estén unidas a la 

glicoproteína CD94. Por esta razón, se piensa que la molécula CD94 puede 

funcionar inicialmente como chaperona para permitir el transporte de receptores 

NKG2 en la superficie celular.  

CD94/NKG2A posee motivos ITIM y actúa como receptor inhibidor de 

la citotoxicidad (Lopez-Botet et al., 2000). El ligando de la molécula NKG2A es 

el HLA-E. La molécula HLA-E es una molécula de HLA no clásica que presenta 

péptidos derivados de la secuencia señal de otras moléculas HLA. La naturaleza 

del péptido unido a la molécula HLA-E influye en su interacción con el receptor 

CD94/NKG2A (Brooks et al.  1999). Por su parte, NKG2D no pertenece 

estrictamente a la familia NKG2 y no forma dímero con CD94, es un receptor 
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activador y tiene como ligandos a los receptores MICA, MICB y ULBPs 

(Borrego et al.  2002). 

Por otro lado, la molécula NKG2C actúa como receptor activador de la 

citotoxicidad y al igual que NKG2A tiene como ligando a la molécula HLA-E. 

2.4.2. Expresión de receptores reguladores de la citotoxicidad en células T 

Aunque los receptores inhibidores fueron inicialmente descritos en células NK, 

estas moléculas son expresadas por algunas subpoblaciones de células T. En linfocitos 

T, la expresión receptores inhibidores y de receptores activadores asociados a células 

NK está mayoritariamente asociada a linfocitos T citotóxicos. Esta expresión se 

considera como un mecanismo regulador de la función citotóxica de linfocitos T 

citolíticos efectores. 

A continuación se exponen las características fenotípicas de las células T que 

expresan receptores reguladores de la citotoxicidad y del balance que existe entre 

receptores activadores e inhibidores.   

2.4.2.1. Fenotipo de células T que expresan receptores reguladores de la 

citotoxicidad 

La expresión de estos receptores asociados normalmente a células 

NK está presente en subpoblaciones de células T CD8+ con un fenotipo 

activado, en células T γδ, en linfocitos T intraepiteliales y en células 

NKT. En general, las células T CD8+ que expresan receptores 

inhibidores y activadores muestran en su superficie marcadores 

indicativos de una activación previa (CD45RO, CD29, CD44, CD18, 

CD57, CD56) y la pérdida de marcadores indicativos de un fenotipo 

virgen (CD28 y CD27) (Ugolini et al. 2001 ). Estos datos sugieren que la 

expresión de receptores con la capacidad de regular la actividad 

citotóxica del linfocito T aparece como consecuencia de una estimulación 

antigénica previa. 

 2.4.2.2. Balance de receptores inhibidores/activadores en células T 

La función de células NK y células T está regulada por un 

complejo equilibrio entre señales activadoras e inhibidoras. La expresión 
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de receptores de la superfamilia de las inmunoglobulinas y de receptores 

de lectinas tipo C en la superficie de los linfocitos T CD8+ regulan la 

función citotóxica y la producción de citoquinas de estas células (Moretta 

et al., 2001). Cuando una célula T reconoce una célula presentadora, se 

inician señales de activación que son transmitidas a través del TCR y las 

moléculas coestimuladoras. En este reconocimiento se activan 

inmediatamente los receptores inhibidores transformándose en 

funcionalmente competentes. Si el complejo MHC-péptido está presente 

en la superficie de la célula presentadora que ha iniciado la señal 

positiva, el receptor inhibidor en la célula respondedora transmitirá 

señales negativas que bloquean la respuesta interfiriendo las señales 

estimuladoras (D'Andrea et al.  1996). Por tanto, la respuesta de la célula 

T dependerá finalmente de la intensidad de la señal inhibidora y de la 

intensidad y la contribución de moléculas activadoras. Se ha propuesto 

que la expresión de receptores inhibidores podría proporcionar un 

mecanismo de tolerancia frente antígenos propios, y la ausencia de estos 

receptores podría desembocar en enfermedades autoinmunes (Long, 

2002a). 

Se ha observado que ciertas citoquinas pueden regular la 

expresión de estos receptores en linfocitos T activados. La inducción de 

receptores inhibidores podría representar uno de los mecanismos 

utilizados por ciertas citoquinas para modular la respuesta inmune. Se ha 

observado que citoquinas como TGF-β e IL-10 inducen la expresión de 

CD94/NKG2A en células CD4 (Romero et al.  2001), esta inducción 

podría ser la causante del efecto antiproliferativo e inhibidor que tienen 

estas dos citoquinas. 

2.4.2.3. Expresión de receptores inhibidores en la respuesta antitumoral 

Los primeros estudios de expresión de receptores inhibidores en 

linfocitos T citotóxicos demostraron que la subpoblación CD28- expresa 

estos receptores en una proporción muy variable (Speiser et al.  1999b). 

Se pensaba que la expresión de estos receptores podría provocar una 

insuficiente activación de los linfocitos T específicos de tumor en 
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durabilidad e intensidad permitiendo el escape tumoral (Speiser et al.  

1999a). En estudios posteriores se demostró la presencia de receptores 

inhibidores en linfocitos T citotóxicos específicos de células de 

melanoma (Huard and Karlsson, 2000;Noppen et al.  1998;Vetter et al.  

2000), y en los ensayos funcionales con linfocitos T específicos que 

expresan el dímero CD94/NKG2A se observó que el bloqueo de CD94 

incrementa la lisis de la célula de melanoma (Speiser et al., 1999a). Estos 

descubrimientos sugieren que el incremento en la expresión de receptores 

inhibidores podría interferir en la respuesta antitumoral específica. 

Los estudios de la expresión de MHC-I en células tumorales 

demuestran la importancia que ésta tiene en el reconocimiento mediado 

por linfocitos T citotóxicos y células NK. En teoría, las células NK son 

capaces de matar células tumorales sin la necesidad de la expresión del 

MHC-I, sin embargo, está claro que en los tumores existe un mecanismo 

de escape a la destrucción de estas células. Por esta razón se piensa que 

las moléculas HLA no clásicas como HLA-E y HLA-G podrían estar 

jugando algún papel importante permitiendo la evasión de la respuesta 

antitumoral. Los estudios que se están realizando con el HLA-G 

confirman la expresión de esta molécula en la superficie de células de 

melanoma inhibe la citotoxicidad de células NK y de linfocitos T 

favoreciendo la progresión del tumor (Adrian et al.  1999;Paul et al.  

1999).  

Hay que decir que los resultados de los estudios de la expresión 

de HLA-G en células tumorales están siendo contradictorios (Frumento 

et al.  200;Real et al.  1999;Urosevic et al., 2002), sin embargo, lo que sí 

parece claro es que cualquier cambio en la expresión de las moléculas 

MHC-I de las células tumorales tiene un gran impacto en la respuesta 

inmunológica mediada por linfocitos T y NK (Ruiz-Cabello et al., 1991).  

2.4.3. Otros receptores asociados a células NK 

 2.4.3.1. CD56 
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El antígeno CD56 (N-CAM) es una isoforma de la molécula de adhesión 

neuronal humana y es considerado ligando homotípico. Consiste en una 

glicoproteína de membrana que pertenece a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas. Ni su actividad bioquímica ni su función celular han sido 

identificadas.  A pesar de su función desconocida, existen estudios previos que 

sugieren que esta molécula podrá mediar interacciones entre células NK y 

células diana (Whiteside and Herberman, 1990). 

En humanos, CD56 representa el prototipo de marcador de células NK y 

también se encuentra en subpoblaciones de células CD4+ y CD8+. Las células 

NK y T expresan de forma predominante un producto de CD56 que tiene  un 

peso molecular de 140 KDa, el cual contiene seis sitios potenciales para 

glicosilación  modificada de forma extensiva por ácido polisiálico.  

 2.4.3.2. CD57 

CD57 es una glicoproteína muy similar a CD56. Está presente en células 

del sistema nervioso y en subpoblaciones de células NK y linfocitos T. La 

función de CD57 en células NK aún no se conoce, mientras que en células T la 

expresión de CD57 sucede en fases tardías de la diferenciación y hay evidencias 

de que pueda suprimir la respuesta mediada por células T. La expresión de 

CD57 en células T se asocia con la pérdida de CD28 y con una baja respuesta 

proliferativa. En enfermos de VIH y de citomegalovirus hay un alto porcentaje 

de células T CD57+. 

 2.4.3.3. CD16 

La molécula CD16 es el receptor de baja afinidad FCRlll en células NK 

que se une a células diana (opsonizadas) recubiertas de anticuerpo y a señales a 

través de subunidades asociadas que contienen un inmunoreceptor basado en 

motivos de activación de tirosinas (ITAMs) para dirigir la citotoxicidad celular 

dependiente de antígeno (ADCC). La mayoría de las células NK CD56 brillantes 

pierden la expresión de CD16 o se hace mínima, sin embargo las células 

CD56dim son prácticamente en un 95% positivas para CD16. Las diferencias en 

los niveles de expresión de CD16 tienen consecuencias funcionales para la 
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ADCC de las subpoblaciones NK. La expresión de CD16 está descrita tanto en 

células NK como en células T (Warren and Kinnear, 1999). 

Las células NK no cambian de inmunoglobulinas o de genes TCR, y 

además, ni el Ig ni el complejo TCR/CD3 esta expresado en la superficie celular 

(a excepción de la cadena zeta(ζ)). Ortaldo y col, han documentado que existe 

mucha similitud entre la señalización mediada por TCR y mediada por el 

receptor Fc de Ig G. Este receptor Fc de células NK (CD16) utiliza una cadena 

descrita en asociación con el TCR, la cadena z. Además CD16 activa a una 

proteín tirosín kinasa PTK no receptora y z es fosforilada en los residuos 

tirosina, como ocurre en la activación del TCR. La inhibición de la PTK bloquea 

tanto la señalización mediada por TCR como a la señalización, asociada al 

receptor Fc.  

2.4.3.4. CD244 

La molécula CD244 es una glicoproteína de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas que se expresa en todas las células NK y en subpoblaciones 

de células T, monocitos y basófilos. Está implicada en la activación de células 

NK y en la lisis de células diana CD48+ (Bottino et al.  2002). La expresión de 

CD244 en células de fenotipo activado/memoria sirve como ligando a células 

CD48 proporcionando una señal coestimuladora (Kambayashi et al.  2002). 

Según Speiser et al. la fracción de células CD8+ CD244+ corresponde a células 

con una alta expresión de perforina, alta producción de IFN-γ y disminución de 

CCR7, y en enfermos de melanoma los linfocitos T específicos para el antígeno 

Melan-A/MART-1 de fenotipo virgen no expresan CD244, mientras que los 

linfocitos T específicos que se diferencian in vitro hay un aumento paralelo de la 

expresión de CD244 (Speiser et al. 2001 ). 

2.5. ESTRATEGIAS DE EVASIÓN AL SISTEMA INMUNITARIO  

A continuación se exponen brevemente las principales estrategias que favorecen 

el escape de las células de melanoma del control inmunológico del huésped.  

2.5.1. Autotolerancia a antígenos de melanoma: Los linfocitos T reconocen 

como propios los antígenos presentados por células tumorales (Kawakami et al.  

1996;Takahashi et al.  1988). 
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2.5.2. Modificación del MHC: En célula de melanoma existe un descenso en la 

expresión del MHC-I (Ferrone and Marincola, 1995). Otras modificaciones que tienen 

lugar son la expresión defectiva de componentes citoplasmáticos en la presentación del 

MHC como pueden ser LMP2 y LMP7 que participan en el procesamiento del antígeno 

y TAP1 y 2 que intervienen en el transporte al retículo endoplásmico (Kageshita et al.  

1999;Kamarashev et al. 2001 ;Seliger et al.  ). Recientemente se ha observado que en 

algunas células de melanoma existen mutaciones en la β2-microglobulina (Perez et al.  

1999), componente del MHC-I que disminuyen la expresión del MHC-I (Dimaano et al.  

;Kageshita et al., 1999).  

2.5.3. Producción de citoquinas: Las células de melanoma secretan citoquinas y 

factores de crecimiento que inducen la proliferación celular, la angiogénesis, la síntesis 

de moléculas de adhesión y la resistencia a proteínas inhibidoras de la proliferación 

celular (Slominski et al.  ;Teicher, ).  

La secreción de IL-10 además de ser un factor de crecimiento autocrino para 

células de melanoma, y ejercer una acción inmunosupresora, disminuye la expresión de 

moleculas de clase I y II del MHC, así como de ICAM-1, pudiendo disminuir la eficacia 

de la respuesta inmune. En pacientes con melanoma, se ha encontrado que las células 

dendríticas del huésped funcionan de forma defectuosa, posiblemente por la 

inmunosupresión producida por el tumor, mediada por la síntesis de IL-10 (Steinbrink et 

al.  1999). Por tanto, la IL-10 secretada constitutivamente por las células tumorales 

podría producir anergia inmunológica. 

El factor transformante de crecimiento beta (TGF-β) es una citoquina 

inmunosupresora que inhibe la producción de otras citoquinas que estimulan la 

respuesta inmune. Se ha observado que en fase avanzada del desarrollo tumoral el TGF- 

β es secretado activamente por células tumorales contribuyendo a aumentar la 

proliferación celular, la invasión y metástasis y disminuyendo la respuesta inmune 

antitumoral (Beck et al.  ;Gorelik and Flavell, ;Pasche, ).  

2.5.4. Expresión de HLA-G en células de melanoma: La interacción de HLA-G 

con receptores inhibidores de la citotoxicidad puede potenciar la capacidad del 

melanoma para evadir la respuesta mediada por linfocitos T citotóxicos y células NK 

{HLA-G and its KIR ligands in cancer--another enigma yet to be solved? ID: 2}. Sin 
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embargo algunos autores afirman que la expresión de HLA-G está restringida a un 

reducido número de tumores (Polakova and Russ, 2000) (Frumento et al., 200). 

2.5.5. Defectos en la regulación de la apoptosis: Si una célula normal no sufre 

apoptosis se perpetúa y puede originar un clon tumoral. En células de melanoma se ha 

observado que tienen la capacidad de evadir la respuesta TRAIL (apoptosis asociada a 

TNF-α) (Hersey and Zhang, 2001). También en células de melanoma se ha observado la 

expresión de FLIP (FLice Inhibitory Protein), que es una proteína inhibidora de la 

caspasa 8 que interviene en la apoptosis mediada por Fas. La proteína FLIP se considera 

un inhibidor de apoptosis que se expresa preferentemente en músculo y tejidos 

linfoides. Los melanocitos normales en condiciones basales no expresan FLIP, en 

cambio las líneas celulares y metástasis cutáneas de melanoma expresan niveles 

detectables de FLIP que se han relacionado con la tumorogénesis (Bullani et al.  ).  

2.5.6. Defecto en la síntesis de óxido nítrico: Las células no metastáticas tienen 

una alta expresión de la enzima óxido nítrico sintasa (iNOS) y producen altos niveles de 

óxido nítrico. Las células metastáticas sin embargo tienen una baja expresión de iNOS. 

La expresión de esta enzima en células tumorales está asociada con la apoptosis, la 

supresión de tumorogénesis y la regresión de metástasis (Xie et al.  1996) (Xie and 

Fidler, 1998). 

2.5.7. Defectos en la coestimulación de los linfocitos T: La pérdida de ligandos 

de moléculas coestimuladoras en la superficie de la células de melanoma y la 

disminución de moléculas coestimuladoras en la superficie del linfocito, reduce la 

respuesta inmune mediada por células T (Abken et al.  ;Antonia et al.  1998;Greenfield 

et al.  1998b;Liebowitz et al.  1998;Melero et al.  1997). 

2.5.8. Expresión de receptores inhibidores: En células efectoras se ha 

demostrado que la presencia de receptores inhibidores de la citotoxicidad en la 

superficie de los linfocitos T citotóxicos y células NK ejerce un papel 

inmunomodulador de la respuesta frente células de melanoma (Cerwenka and Lanier, 

;Long, 2002b;Miller, ;Miller, ;Moretta et al.  ;Moretta et al.  ). 

 

3. INMUNOTERAPIA: VACUNAS E INMUNOMODULADORES 
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Las vacunas contra el melanoma son el mejor tratamiento para mejorar la 

supervivencia en pacientes con la enfermedad avanzada. A continuación se describen 

los principales tipos de vacunas que se encuentran actualmente en uso o en estudio. 

3.1.Vacunas derivadas de cultivo de células multivalentes 

Las vacunas derivadas de cultivo de células multivalentes se producen tras el 

procesado de varias líneas de células de melanoma cultivadas in vitro. Son vacunas de 

células que no proceden del paciente. Con la mezcla de varias líneas se intenta que 

alguno de los antígenos sea compartido por las células tumorales del paciente. La 

ventaja de estas vacunas es que no es necesaria la obtención y el cultivo de células 

tumorales del propio paciente. La desventaja es que son vacunas poco eficientes, ya que 

probablemente buena parte de la respuesta inmune se organiza contra antígenos 

irrelevantes no presentes en el tumor del paciente. Estas respuestas podrían mejorarse 

con el empleo adecuado de adyuvantes o inmunomoduladores (Spitler, ). 

3.2.Vacunas de células autólogas 

Las vacunas de células autólogas se preparan cultivando células de melanoma 

del propio paciente. Son de dos tipos: vacunas de células muertas y vacunas 

recombinantes de células autólogas (Nathan and Eisen, ;Wolchok and Livingston, ). La 

ventaja de las células autólogas es que la mayor parte de los antígenos presentados 

proceden del propio paciente. La desventaja principal es la dificultad de obtener un 

número suficiente de células malignas viables. 

3.3.Vacunas con células irradiadas 

Requieren menor manipulación in vitro que las vacunas recombinantes. Tras 

obtener células del paciente, éstas se procesan y se inyectan con algún adyuvante. Las 

células inyectadas están irradiadas para dañarlas irreversiblemente, impidiendo su 

propagación. Una ventaja de las células irradiadas es su semejanza con las células 

tumorales del paciente. Las respuestas inmunológicas eficaces contra las células de la 

vacuna tienen mayor probabilidad de ser también eficaces para las células del tumor. Un 

tipo de vacuna de células muertas es la vacuna AVAX, en la que las células del paciente 

se procesan y tratan con dinitrofenol (Berd, 2002).  
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3.4.Vacunas de células con ADN recombinante 

Las técnicas de ADN recombinante se emplean  para modificar vacunas de 

células autólogas, con el fin de potenciar su inmunogenicidad. Por ejemplo, células de 

melanoma modificadas genéticamente que producen inmunomoduladores como IL-2, 

GM-CSF, u otras citoquinas.  

3.5. Vacunas con péptidos 

Las vacunas con péptidos se basan en el uso de secuencias de aminoácidos de las 

proteínas tumorales que han servido como blanco de la respuesta inmune en otros 

pacientes. El empleo de los epitopos peptídicos es, potencialmente, un método eficiente 

de inmunización, ya que sólo se emplean las porciones más inmunógenas de las 

proteínas (Parmiani et al.  ;Weber, ). Las desventajas de estas vacunas son que hasta el 

momento no existe una vacuna peptídica multivalente ya que actualmente se conocen 

muy pocos epitopos significativos. 

Otro problema importante de estas vacunas es la restricción por MHC. Cada 

molécula MHC-I sólo puede unirse a un número limitado de péptidos. Esto significa 

que los péptidos a emplear en cada paciente probablemente sean distintos en función de 

su HLA, siendo necesario utilizar péptidos compatibles con los haplotipos HLA del 

paciente. 

3.6. Vacunas de ADN "desnudo" 

Se distinguen de las vacunas de ADN recombinante porque la transfección de 

ADN exógeno se produce in vivo, no siendo necesarias las células tumorales autólogas 

(Marchand et al.  ;Sun and Schuchter, ). Los inmunomoduladores u otras proteínas a 

expresar se introducen en la célula mediante un plásmido. Estos plásmidos se 

introducen en el tejido muscular o subcutáneo, donde transfectan las células del huésped 

creando una zona de expresión ectópica de la proteína. La proteína codificada por el 

plásmido puede estar constituida por varios epitopos antigénicos del tumor. También 

puede codificar inmunomoduladores que aumenten la inmunidad natural frente al 

tumor, como la IL-2, que serán liberados de forma continuada por las células 

transfectadas (Ackermann et al.  2002). En este segundo caso, la vacuna puede ser un 

complemento de otras vacunas o tratamientos. Podrían realizarse vacunas que 

produzcan ambos efectos: bien mediante plásmidos distintos inyectados en sitios 
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distintos, o plásmidos distintos inyectados juntos, o incluso mediante un único plásmido 

que codifique varias proteinas. 

Una ventaja fundamental de este tipo de vacunas es que no requieren células 

tumorales autólogas o manipulaciones individualizadas del ADN. La desventaja es que 

al igual que en otros estudios e terapia génica la dificultad está mantener la expresión de 

la proteína codificada por el plásmido.  

3.7.Vacunas de células dendríticas 

A partir de sangre periférica y mediante estimulación in vitro con péptidos se 

obtienen células presentadoras de antígeno que se reinyectan en el paciente (Curiel-

Lewandrowski and Atkins, ;Phan et al.  ;Wang et al.  ;Wolchok and Livingston, ). La 

ventaja de este método es que utiliza células autólogas que se obtienen de la sangre 

periférica. La desventaja de este método son las mismas de las vacunas peptídicas, ya 

que los antígenos que se incuban con las células dendríticas no son multivalentes. 

3.8. Inmunomoduladores 

Los inmunomoduladores suelen emplearse por su capacidad para mediar las 

respuestas inmunes (Sondak, ;Spitler, ). A continuación se exponen los que 

habitualmente se asocian a las vacunas. 

 3.8.1. GM-CSF 

El factor estimulante de colonias de granulocito-macrófago (GM-CSF) 

induce la transformación de las células dendríticas en células presentadoras de 

antígeno maduras. De esta forma aumenta la presentación de antígenos. Es uno 

de los adyuvantes más potentes conocidos. Se emplea como estrategia primaria 

(por ejemplo, como proteína expresada ectópicamente en vacunas 

recombinantes), o como adyuvante farmacológico inyectado junto a otros tipos 

de vacunas. 

3.8.2. IL- 2  

Se ha empleado para estimular linfocitos periféricos in vitro (terapia 

LAK) y linfocitos infiltrados en el tumor (terapia TIL). Se ha empleado también 
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en vacunas recombinantes de ADN para estimular localmente la respuesta 

inmune. 

3.8.3. IL-12 

La IL-12 interviene en la diferenciación de los linfocitos T helper en 

células del tipo Th1. Este tipo celular se considera más importantes en la defensa 

celular frente a tumores que los linfocitos Th2. 

3.8.4. IFN-γ  

Sus funciones principales son la activación de los macrófagos, el 

estímulo de los linfocitos B para producir anticuerpos, y el incremento de la 

expresión de MHC-I. Se ha empleado como tratamiento aislado y como 

adyuvante. 
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Partiendo de la hipótesis que establece que: “en los linfocitos T de pacientes de 

melanoma existe una alteración en el balance señales de inhibición–activación de la 

citotoxicidad que es debida a la expresión de receptores NK inhibidores de la 

citotoxicidad y a la pérdida de moléculas coestimuladoras”, nos planteamos estudiar 

estas alteraciones que podrían favorecer el desarrollo tumoral en estos pacientes y 

establecer su correlación con el grado de diferenciación hacia linfocitos 

efectores/citotóxicos. Para ello, los objetivos individualizados que se establecieron en 

este trabajo fueron: 

 

1. Diseño de un modelo “in vitro” para determinar el papel de la citotoxicidad mediada 

por CD28 en la lisis de células de melanoma CD80+: estudiar el efecto de la presencia 

de receptores inhibidores de la citotoxicidad.   

 

2. Caracterización de linfocitos T citotóxicos en función de su fenotipo efector/memoria 

o fenotipo virgen en PBLs de enfermos de melanoma e individuos sanos: análisis 

comparativo de la expresión de moléculas coestimuladoras, estudio de la expresión de 

receptores asociados a células NK incluyendo receptores de HLA moduladores de la 

citotoxicidad y medida de marcadores de activación/diferenciación. 

 

3. Análisis fenotípico de linfocitos T CD8 específicos frente al antígeno de melanoma 

Melan-A/MART-1 en sangre periférica: estudio de la expresión de moléculas 

coestimuladoras, receptores asociados a NK, marcadores de diferenciación/activación y 

moléculas efectoras de la citotoxicidad. 

 

4. Estimulación in vitro de linfocitos T CD8 específicos frente al antígeno Melan-

A/MART-1: análisis de moléculas coestimuladoras, receptores asociados a NK, 

marcadores de diferenciación/activación y de moléculas efectoras de la citotoxicidad. 

 

5. Análisis funcional de linfocitos T CD8 Melan-A/MART-1 específicos: medidas de la 

secreción de Interferón-γ y de la actividad citotóxica frente a células de melanoma. 
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1. LÍNEAS CELULARES 

 

1.1. Mantenimiento de líneas celulares de melanoma 

La línea celular de melanoma M6/B7 transfectada con el gen CD80 fue cedida 

por Francine Jotereau, investigadora perteneciente al laboratorio de inmunología y 

dermatología de la Universidad de Nantes (Francia). Las células se cultivaron en un 

medio de cultivo RPMI 1640 complementado con  1 % glutamina, 1 % penicilina-

estreptomicina, 10 % de suero fetal bovino y Geneticina (G418) 300 µg/ml para 

seleccionar el crecimiento de las células transfectadas. 

 

1.2. Líneas celulares YT-Indy e YT-Indy-cl43 

La línea YT-Indy es una sublínea de la línea celular YT establecida originalmente 

de un linfoma linfoblástico. Esta línea causa la lisis en células dianas transformadas por el 

virus de Epstein Barr a través de la unión de CD28 con las moléculas CD80 y CD86 de 

células diana (Teng et al.  1996). La línea YT-Indy-cl43 fue transfectada con el gen cl43 en 

el vector de expresión pRSV5.neo (Tarazona et al.  2002). Este gen codifica para el 

receptor KIR2DL2, el cual interacciona específicamente con la molécula HLA-Cw3. 

 

1.3. Líneas celulares 721.221 y 721.221-Cw3 

La línea celular 721.221 es una línea celular transformada con el virus de Epstein 

Barr que no expresa HLA-I y es CD80+ (Markel et al.  2002). La línea celular 721.221-

Cw3 es una línea transfectada con HLA-Cw3 que fue diseñada para ser utilizada en 

ensayos de lisis (Tarazona et al., 2002).  

 

2. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 

Para determinar la actividad citotóxica de las células efectoras se realizaron 

ensayos de lisis midiendo la liberación de 51Cr de las células diana. Durante 90 minutos 

y a 37 ºC se incubaron 1 x 106 células de células diana con 100 µCi de una solución de 
51Cr (cromato sódico de CIS-biointernational). En los ensayos de lisis en los que se 

utilizaron como células diana a la célula de melanoma M6/B7 como presentadora del 

péptido Melan-A/Mart-1 (ELAGIGILTV), se realizó una preincubación de 90 minutos 

con 10 µM de péptido para que las células presentaran el antígeno. Después de dos 

lavados con PBS se resuspendió el sedimento en medio RPMI completo a una 
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concentración de 50000 células/ml. Se tomaron 100 µl de esta disolución y se añadió a 

triplicados de pocillos de una placa de 96 pocillos con fondo en U.  

Por otro lado, las células efectoras se resuspendieron en medio RPMI completo a 

una concentración de 4 x 106 células/ml. Se utilizó 100 µl de esta solución y se añadió a 

aquellos pocillos en los que se midió la lisis a un ratio 80:1. Para los pocillos con el 

ratio 40:1, 20:1 y 10:1 se realizaron diluciones seriadas. 

Como control positivo se añadió 100 µl de Tritón X-100 al 1 % a las células 

dianas para obtener el valor de lisis máxima.  

Como control negativo se añadió 100 µl de medio RPMI completo para medir la 

lisis espontánea de las células diana.  

Para favorecer el contacto entre dianas y efectoras, se centrifugó la placa 30 

segundos a 900 rpm y se dejó incubando a 37 ºC durante 6 horas.  

Para bloquear moléculas de superficie de células efectoras o células diana, se 

preincubaron las células con 1 µg/ml de anticuerpo monoclonal específico frente a las 

diferentes moléculas de superficie a analizar. 

Tras 6 horas de incubación se centrifugó la placa 3 minutos a 900 rpm. Para 

determinar el 51Cr liberado de las células diana, se recogieron 25 µl del sobrenadante de 

cada pocillo y se depositaron en filtros Spot-on. Se dejó secando el filtro y se 

humedeció con líquido de centelleo para medir la radiación en un contador de centelleo 

del tipo Betaplate 1205 (Wallac). 

El análisis de los resultados se realizó haciendo la media de las cuentas por 

minuto de cada triplicado. El porcentaje de lisis específica se calculó mediante la 

siguiente fórmula: 

     Lisis experimental – Lisis espontánea  

% LISIS ESPECÍFICA = ----------------------------------------------------- x 100 

     Lisis máxima – Lisis espontánea 

 

3. ANTICUERPOS 

3.1 Anticuerpos para fluorescencia directa  

Conjugados con PE (Phycoerythrin), FITC (Fluorescein Isothiocyanate),  PerCP 

(Peridinin Chlorophyll-a Protein), o APC (Allophycocyanin) se utilizaron los 

anticuerpos frente a CD3 (Leu-4), CD8 (SK1), CD4 (SK3), CD56 (NCAM16.2), CD28 

(L293), CD45RO (UCHL-1), CD45RA (L48), CD16 (B73.1), CD16 (NKP15), NKB1 
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(DX9), CD161 (DX12), CD27 (L128), CD57 (HNK-1), CD80 (L307.4), CD86 (2331 

FUN-1) suministrados por Becton Dickinson (Mountain View, California) 

Los anticuerpos monoclonales conjugados con FITC o PE suministrados por 

Pharmingen (San Diego, California) fueron los específicos frente a HLA-A,B,C (G46-

2.6), CD28 (CD28.2), CD85 (GHI/75), CD94 (HP-3D9) y CD48 (TÜ145).  

 

3.2. Anticuerpos para fluorescencia indirecta 

El anticuerpo específico contra NKG2A (Z199) fue suministrado por Coulter-

Inmunotech (Marsella, Francia) y para su marcaje se utilizó el  anticuerpo secundario 

IgG (F(ab')2) anti-ratón marcado con Tricolor. El anticuerpo específico contra CCR7 

(2H4) fue suministrado por Pharmingen y para su marcaje se incubó con un anticuerpo 

secundario biotinilado Anti-IgM y posteriormente con estreptavidina conjugada con PE 

de Pharmingen. 

 

3.3. Anticuerpos secundarios para fluorescencia indirecta 

IgG (F(ab')2) anti-ratón marcado con Tricolor suministrado por CALTAG 

(Burlingame, CA) 

Anti-IgM anti-ratón marcado con biotina suministrado por Pharmingen (San 

Diego, California) 

   

3.4. Controles de fluorescencia 

Control isotipo IgG2a de ratón conjugado con FITC/PE 

Control isotipo IgG2a de ratón conjugado con PerCP 

Control isotipo IgG1 de ratón conjugado con APC 

 

3.5. Anticuerpos para la separación inmunomagnética 

Anticuerpo monoclonal anti-CD8 puro de Pharmingen. 

Macs Goat Anti-Mouse IgG Microbeads suministradas por Miltenyi Biotec, 

Germany 

 

4. SUJETOS DE ESTUDIO 

Todos los sujetos seleccionados fueron informados y dieron su consentimiento 

para realizar el estudio según el Comité ético de ensayos clínicos. 
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Los enfermos de melanoma fueron seleccionados en el Servicio de Cirugía 

Plástica y Reparadora del Hospital Universitario Reina Sofía de Córdoba (España).  

Para los estudios de inmunofluorescencia, se seleccionaron 9 individuos sanos 

con una media de edad de 36 ± 10 años y 19 enfermos de melanoma con una media de 

edad de 43 ± 11 años. Los enfermos de melanoma se dividieron en pacientes con 

metástasis y sin metástasis y pacientes tratados con Interferón alfa2b y sin tratar.  

Los enfermos con metástasis (n=5) tenían una edad 45 ± 8 años. Los enfermos 

que no tenían metástasis (n=14) tenían una edad media de 42 ± 12 años. Los enfermos 

tratados con Interferón alfa2b (n=6) tenían una edad media de 45 ± 4 años, y los no 

tratados (n=10) una media de 41 ± 14 años. A todos los individuos del estudio se les 

extrajo una cantidad de 18 - 24 ml de sangre venosa en tubos ACD. 

Para las expansiones de los linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos se 

seleccionaron 4 individuos sanos HLA-A*0201 a los que se les extrajo 45 ml de sangre 

venosa. 

 Para los cultivos in vitro de PBLs en presencia de Interferón alfa2b se 

seleccionaron dos individuos jóvenes sanos a los que se les extrajo 50 ml de sangre 

venosa. 

 

5. AISLAMIENTO DE LINFOCITOS 

Se realizó la separación de linfocitos por gradiente de densidad a partir de sangre 

venosa. Se diluyó la sangre a temperatura ambiente en PBS V/V. En tubos universales 

de 30 ml se dispensaron cuidadosamente 7 ml de Ficoll (Histopaque-1077) y 21 ml de 

sangre diluida, centrifugándose a 3000 rpm  a 10 ºC durante 20 minutos. Posteriormente 

se extrajo la capa de células mononucleares situada en la interfase entre el Ficoll y el 

plasma, transfiriendo las células a tubos universales y lavando dos veces con PBS (1500 

rpm durante 5 minutos. Las células obtenidas se resuspendieron en medio RPMI 

completo y se mantuvieron a 4 ºC hasta ser utilizadas. Las células que no iban a ser 

utilizadas en el momento se almacenaron en N2 líquido disueltas en una solución de 

FCS al 10 % de DMSO. 

 

5.1. Aislamiento de la fracción CD8+ 

Un total de  40-50 x 106 células mononucleares obtenidas del aislamiento de 

linfocitos se resuspendieron en 300 µl de PBS y se incubaron 30 minutos a 4 ºC en 

agitación con el anticuerpo monoclonal anti-CD8 puro a una concentración de 1 µg/ml. 
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Tras dos lavados se resuspendió el pellet en 200 µl de tampón Macs (ver tampones y 

soluciones) y se le añadió 50 µl de la solución comercial de Macs Goat Anti-Mouse IgG 

Microbeads. Se dejó incubar durante 30 minutos a 4 ºC en agitación y a continuación se 

realizaron dos lavados con tampón Macs. El pellet se resuspendió en 1 ml de tampón 

Macs. 

Para la separación magnética se utilizaron columnas estériles LS+/VS (Miltenyi 

Biotec, Germany) colocadas en el separador magnético Midi Macs (Miltenyi Biotec, 

Germany), se añadieron 3 ml de tampón Macs con objeto de equilibrar la columna y 

posteriormente se añadió la suspensión celular seguida de tres volúmenes de columna de 

tampón Macs. 

El total de 10 ml que contenía la suspensión de células no marcadas (fracción 

negativa) fue recolectado en un tubo limpio y la fracción celular adherida a la columna 

(fracción positiva) se recogió añadiendo 5 ml de medio de cultivo RPMI completo a la 

columna previamente retirada del separador magnético y empujando el émbolo para que 

las microesferas se despegaran con más facilidad. Ambas fracciones fueron lavadas dos 

veces con tampón Macs. 

La fracción CD8+ se utilizó para expandir linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 

específicos, y la fracción CD8- se utilizó como células presentadoras de antígenos para 

estimular estos linfocitos.  
 
 

6. ESTUDIOS DE INMUNOFLUORESCENCIA 

La fluorescencia se realizó con triple o cuádruple marcaje para estudiar la 

distribución de los diferentes receptores en las distintas series celulares linfoides y así 

poder definir las subpoblaciones linfocitarias. 

 

6.1. Fluorescencia directa 

Para la fluorescencia directa de antígenos de superficie, se incubaron de 5 x 105 a 

106 células en 500 µl de solución de lavado para citometría (ver tampones y soluciones) 

añadiendo 15 µl/105 células de cada uno de los anticuerpos monoclonales conjugados con 

algún fluorocromo e incubando durante 30 minutos a 4 ºC  (DelaRosa et al.  2002). Tras un 

lavado con Facs Flow (ver tampones y soluciones) se mantuvieron a 4 ºC hasta su 

adquisición. 
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6.2. Fluorescencia indirecta 

Para la realización de fluorescencia indirecta se añadió a la suspensión celular 1 

µg/106 células de anticuerpo monoclonal puro. Se incubaron durante 30 minutos a 4 ºC y 

tras el lavado con Facs Flow se añadieron 2 µl/106 células de anticuerpo secundario 

conjugado con Tricolor. Para el marcaje del CCR7 se añadió 2 µg/106 células de 

anticuerpo secundario conjugado con biotina, se dejó incubando durante 30 minutos a 4 ºC 

y finalmente se incubó con la estreptavidina conjugada con el fluorocromo durante 30 

minutos a 4 ºC (Valmori et al.  2002).  

Las células se fijaron en una solución de PBS al 1 % de formaldehido para su 

posterior adquisición. 

La fluorescencia para los controles negativos fue realizada de la misma forma 

pero utilizando las inmunoglobulinas de ratón especificas para cada fluorocromo. 

 

6.3. Fluorescencia de moléculas intracelulares 

Para las medidas del contenido intracelular de perforina se realizó primero la 

fluorescencia de los antígenos de superficie con anticuerpos conjugados con sus 

fluorocromos. Posteriormente las células se lavaron con PBS y se fijaron con 

paraformaldehido (Sigma) al 1 % durante 40 minutos antes de realizar su permeabilización 

con saponina (S-7900 Sigma) al 0.1 % en PBS, durante 40 minutos a temperatura 

ambiente. Tras dos lavados con PBS se incubaron las muestras con anticuerpos frente a 

perforina (δG9) (Pharmingen) conjugados con FITC junto con su control isotipo IgG 2b de 

ratón durante 30 minutos a 4 ºC (Tarazona et al.  2000). Una vez lavadas con PBS se 

almacenaron a 4 ºC para su posterior adquisición. 

 

6.4. Fluorescencia de tetrámeros 

Los tetrámeros que se utilizaron interaccionan con los linfocitos T CD8+ 

específicos que reconocen el péptido Melan-A26-35 A27L (ELAGIGILTV) en el contexto 

del antígeno HLA-A*0201 (D'Souza et al.  1998;Ramirez-Montagut et al.  

2000;Valmori et al.  2001). Fue necesario por tanto, realizar el tipaje de los individuos 

en estudio seleccionando los individuos HLA-A*0201 para el análisis mediante 

tetrámeros de los CTLs específicos. Se incubaron 10 µl/106 de células mononucleares 

del tetrámero MART-1 conjugado con APC (Proimmune) durante 30 minutos a 37 ºC. 
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Tras un lavado, se realizaron las fluorescencias directas, indirectas o intracelulares con 

los anticuerpos monoclonales correspondientes según se describió con anterioridad.                       

 

6.5. Determinación de moléculas de superficie en líneas de melanoma 

Las células de melanoma se separaron del sustrato sólido utilizando una solución 

de 0.05 % de tripsina (Gibco-BRL) disuelta en tampón HBSS a pH 7.5 (ver tampones y 

soluciones). Una vez separadas se realizaron dos lavados con PBS y mediante 

fluorescencia directa o indirecta se analizó la expresión de las moléculas de superficie.  

 

6.6. Adquisición de células 

Para la adquisición de las células se utilizó un citómetro de flujo FACScalibur 

(Becton Dickinson), calibrando los distintos parámetros con fluoroesferas para calibración 

(Calli-Brite Beads Becton Dickinson) según el programa Facs comp. 4.0 (Galiani et al.  

1999). 

Se procedió a la adquisición de 10000 células por tubo en el caso de fluorescencias 

directas, indirectas e intracelulares y de 10 x 105 a 20 x 105 en el caso de marcaje con 

tetrámeros. Se seleccionaron los linfocitos viables conforme a los parámetros de tamaño y 

complejidad.  

El análisis multicolor de los marcadores de superficie celular con el programa “Cell 

Quest” nos permitió realizar el análisis estadístico de las diferentes subpoblaciones.  

 

7. CULTIVO DE PBLs CON INTERFERÓN alfa2b 

A partir de 40-50 x 106 de PBLs se ajustó la concentración a 106 células / ml 

para cultivarlas en placas de 24 pocillos y se añadió 2 ml de dicha solución a cada 

pocillo. Las células control se cultivaron en presencia de medio RPMI completo + 50 

U/ml de IL-2. Las células tratadas con Interferón alfa2b se cultivaron en presencia de 

medio RPMI completo + 50 U/ml de IL-2 + 10000 U/ml de Interferón alfa2b. Los días 

0, 5, 10 y 15 se recogieron 10 x 106 células del cultivo para realizar las fluorescencias. 

Las células se adquirieron en el citómetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson) como 

se ha descrito previamente. 
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8. TIPAJE HLA CLASE I DE LA POBLACIÓN EN ESTUDIO 

El tipaje se hizo mediante la técnica de PCR-SSP (basada en la amplificación 

específica de determinados alelos de clase I) (Dynal.SSP) en un termociclador Perkin 

Elmer. Esta técnica está funcionando de manera rutinaria en el laboratorio de 

Inmunología del Hospital Universitario Reina Sofía de Córdoba. 

 

9. SINTESIS DE PÉPTIDOS 

El péptido con la secuencia ELAGIGILTV fue sintetizado utilizando un 

sintetizador automático de péptidos (431 Peptide Synthesizer, Applied Biosystems, 

USA), purificado por HPLC de fase reversa. El péptido fue disuelto en DMSO a una 

concentración de 5 mg/ml. Dicho péptido fue cedido por cortesía del Dr. Fernando 

Barahona de la Universidad Autónoma de Madrid. 

 

10. EXPANSIÓN DE LINFOCITOS T CD8+ Melan-A/MART-1 ESPECÍFICOS 

Los CTLs Melan-A/MART-1 específicos se generaron a partir de PBLs de 

individuos con el tipaje HLA-A*0201. A las células mononucleares se les realizó la 

separación de la fracción de células CD8+ como previamente se ha descrito. Por otro 

lado, las células CD8- se utilizaron como células presentadoras de antígenos para 

estimular el crecimiento de la fracción CD8+. Estas células se incubaron en RPMI 1640 

sin suero durante 2 horas a 37 ºC con 10 µM de péptido (ELAGIGILTV). A 

continuación las células con el péptido se irradiaron a 3000 radianes. La mitad de estas 

células se congelaron y la otra mitad se ajustó al volumen apropiado para añadirlas a la 

fracción de células CD8+. Las células irradiadas presentadoras del péptido 

ELAGIGILTV y las células CD8+ se cocultivaron a una concentración de 2 x 106 

células/ml en un volumen de 2 ml en placas de cultivo de 24 pocillos. El día 7 de cultivo 

se realizó una segunda estimulación con el resto de células irradiadas. El medio de 

cultivo que se utilizó para generar CTLs específicos fue RPMI 1640 complementado 

con 20 % de suero humano, 1 % de glutamina, 1 % de penicilina, 1 % aminoácidos no 

esenciales, 10 ng/ml de IL-7 y 100 U/ml de IL-2. El resultado de la expansión y el 

análisis fenotípico de estas células se realizó mediante fluorescencia con tetrámeros 

como se ha descrito previamente. 
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11. DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE IFN-γ MEDIANTE 

ELISPOT 

Para obtener información complementaria sobre los linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 específicos, se procedió al ensayo ELISPOT para IFN-γ. Con este ensayo 

comprobamos la funcionalidad de los linfocitos T CD8+ específicos mediante el cálculo 

del porcentaje de células secretoras de IFN-γ (células formadoras de puntos) con 

respecto a la población de linfocitos T CD8 específicos. La frecuencia de linfocitos 

específicos frente al  péptido ELAGIGILTV  fue determinada mediante ELISPOT. 

Las placas para ELISPOT (Millipore) se incubaron toda la noche con una 

concentración saturante de anticuerpo frente a IFN-γ humano (Mabytech ELISPOT for 

Human Interferon-γ ).  

Tras la incubación se procedió a realizar 6 lavados con 100 µl de tampón fosfato 

salino suplementado con el 0.5 % de suero fetal bovino.  

En pocillos por triplicado se incubaron 50000, 25000 y 12500 células CD8+ 

previamente purificadas de la expansión in vitro. Como control, se utilizaron triplicados 

de PBLs del mismo individuo que se incubaron con 10µM del péptido Melan-A/MART-

1 durante el tiempo que duró el ensayo. El control positivo del ensayo fue un triplicado 

de 3000 células mononucleares con 1 µg / ml de PMA (Forbol 12-Miristato 13-acetato, 

SIGMA). El control negativo fueron 3000 células mononucleares sin estímulos. Las 

células se incubaron 12 horas a 37 ºC y 5 % de CO2. 

Las células se retiraron de las placas y a éstas se les añadió un segundo 

anticuerpo biotinilado frente a IFN-γ humano incubándolo durante 3 horas a 

temperatura ambiente. Tras los lavados (6 x 100 µl) con PBS suplementado con 0.5 % 

de suero fetal bovino se añadió fosfatasa alcalina unida a estreptavidina y se incubó 

durante 120 minutos a temperatura ambiente. Para revelar se utilizó BCIP/NBT 

(SIGMA) como sustrato revelador, y se dejó incubando hasta que aparecieran las 

manchas (10 minutos aproximadamente). La reacción se detuvo lavando con 200 µl / 

pocillo de agua destilada y filtrada. 
 

12. DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE IFN-γ EN ENSAYOS DE 

LISIS (CITOSPOT) 
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Para determinar la liberación de IFN-γ en un ensayo de lisis, se realizaron los 

ensayos de citotoxicidad en condiciones similares a las que vienen indicadas en el 

apartado 2, las únicas condiciones que se modificaron fueron el tiempo del ensayo que 

en este caso fue de 12 horas y la ausencia de marcaje con 51Cr de las células diana. Para 

que la célula de malanoma M6/B7 presentara el péptido, Melan-A/MART-1 se 

preincubó 90 minutos a una concentración 10 µM. 

 Los ensayos se realizaron en placas de ELISPOT de 96 pocillos y una vez 

terminado el ensayo se determinó la producción de IFN-γ según viene indicado en el 

apartado 12. Como control negativo se utilizaron células dianas sin preincubar con el 

péptido Melan-A/MART-1.  

 

13. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para el análisis estadístico de todos los datos se utilizó el programa de estadística 

SPSS 9.0. Con este programa se calcularon los promedios y las desviaciones estándar de 

los diferentes grupos de datos. Para el análisis comparativo entre 2 grupos de datos se 

aplicó el cálculo de la t de Student. Para comparar 3 grupos de datos se aplicó el test de 

ANOVA. Para el análisis comparativo se determinó además si las distribuciones eran o 

no paramétricas. Se consideraron diferencias significativas los valores de p ≤ 0.05.  

 

14. REACTIVOS 

 

14.1. Tampones y soluciones 

Tampón fosfato salino pH 7.3 (Phosphate buffer saline; PBS): Disolución 

en agua destilada mediante agitación de 1 tableta de PBS en 100 ml de agua 

destilada, autoclavando la solución. 

Solución de lavado para citometría de flujo: Tampón fosfato salino pH 

7.3 (PBS).  

Solución de lavado Facs Flow (Becton Dickinson) utilizada para la 

adquisición de las muestras por citometría de flujo. 

Tampón HBSS: 8.5 g de ClNa y 25 mM de Hepes en 1 litro de agua 

destilada a pH 7.5. 

Tampón Macs para selección inmunomagnética: Tampón fosfato salino a 

pH 7.2, enriquecido con 0.5 % de BSA (Seroalbumina Bovina de Sigma) 

y 2 mM de EDTA (ácido etilendiaminotetracético de Sigma). 
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Solución fijadora:  Paraformaldehido (Sigma) diluida al 1 % en PBS. 

 

14.2. Medios  de cultivo 

Para el mantenimiento de los cultivos se utilizó medio RPMI 1640 que 

para los diferentes medios se suplementó con:   

Glutamina 2 mM (BioWittaker, Bélgica) 

Penicilina-streptomicina 10000 UI/ml y 10000 µg/ml (BioWittaker, 

Bélgica) 

Aminoácidos no esenciales (Gibco-BRL ) 

Piruvato sódico (Gibco-BRL ) 

Anfotericina 10 mg/ml (Fungizona endovenosa) 

Geneticina 200 mg/ml (Gibco-BRL)  

IL-2 (TECINTM) 

IL-7 (RyD System) 

  Interferon alfa-2b (Intrón-A, Schering Plough) 
  
 

 

14.3. Sueros 

Suero fetal bovino (BioWittaker, Bélgica) 

Suero Humano (BioWittaker, Bélgica) 

Los sueros se descomplementaron por calentamiento a 56 ºC durante 1 

hora y se filtraron posteriormente. 
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1. Diseño de un modelo “in vitro” para el estudio de la lisis en células de 

melanoma CD80+ 

Para determinar la citotoxicidad mediada por CD28 en la lisis de células de 

melanoma CD80+ se diseñó un modelo experimental basado en trabajos previos 

realizados en nuestro laboratorio con la línea NK YT-Indy. En estos estudios se 

realizaron ensayos de lisis con la línea YT-Indy como célula efectora y la línea celular 

linfoblastoide transformada con el virus EBV 721.221 como célula diana. La lisis de las 

células diana se determinó midiendo la liberación de 51Cr al medio de cultivo. La línea 

celular YT-Indy expresa en su superficie de forma constitutiva la molécula CD28. Por 

otro lado, la línea 721.221 no expresa HLA clase I, es CD80+ y es lisada de forma 

eficaz por la línea YT-Indy (Fig. 1).  

 

 

Cuando CD28 interacciona con la molécula CD80 de una célula diana se induce 

una lisis mediada por Fas (Ca++ independiente) y perforina (Ca++ dependiente) (Montel 

et al.  1995). Pues bien, el siguiente paso de este trabajo fue utilizar estas dos líneas 

transfectadas con diferentes genes para estudiar el efecto de la interacción de receptores 

inhibidores en la lisis mediada por CD28. La línea celular YT-Indy se transfectó con el 

gen del receptor inhibidor de la citotoxicidad KIR2DL2 y la línea 721.221 con el gen de 

HLA-Cw3 que es uno de los ligandos de este inhibidor. Se demostró que bloqueando el 

receptor inhibidor KIR2DL2 de la célula efectora con el anticuerpo monoclonal gl183 

específico para esta molécula, la lisis específica se incrementa significativamente. Por 

tanto, la interacción entre KIR2DL2 y HLA-Cw3 es capaz de inhibir la lisis mediada 

por la interacción CD28-CD80 (Tarazona et al.  2002) (Fig. 2).  

El objetivo de nuestro trabajo fue determinar en primer lugar si se produce la 

lisis de células de melanoma mediada por CD28 con el modelo de la YT-Indy, y en 
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Figura 1. Lisis mediada por CD28 en el modelo YT-Indy. En un ensayo de liberación de 51Cr se determinó la
citotoxicidad específica mediada por CD28 y la mejor relación de células efectoras:dianas para inducir dicha lisis. Los
datos corresponden a un caso representativo de tres experimentos realizados.
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segundo lugar determinar si dicha lisis se inhibe por la presencia de receptores 

inhibidores de la citotoxicidad.  

 

 

Para determinar si la línea YT-Indy tenía la capacidad de lisar células de 

melanoma se utilizaron como dianas células de melanoma transfectadas con el gen 

CD80. En los ensayos de lisis se enfrentaron células YT-Indy y células de melanoma 

CD80+ a diferentes proporciones para conocer la proporción más adecuada. Los 

resultados mostraron que la proporción 40:1 de efectoras:dianas presentaba la lisis 

específica más alta (Fig. 3).  

 

 

Para demostrar que esta lisis era debida exclusivamente a la interacción CD28-

CD80, realizamos ensayos de lisis bloqueando la molécula CD28. Los resultados 

indicaron que cuando se bloquea CD28 la lisis es prácticamente nula. Por tanto, la lisis 

específica que se observa al enfrentar estas dos líneas es debida únicamente a la 
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Figura 2. Efecto de la presencia del receptor inhibidor KIR2DL2 en la lisis mediada por CD28 en el modelo YT-Indy.
La célula efectora corresponde a la línea YT-Indy-cl43 transfectada con el gen cl43, y la célula diana corresponde a la
línea 721.221transfectada con el gen HLA-Cw3. En un ensayo de liberación de 51Cr se determinó la citotoxicidad
específica mediada por CD28 y el efecto que sobre ella tiene la presencia de KIR2DL2. Los datos corresponden a un
caso representativo de tres experimentos realizados.
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Figura 3. Lisis de células de melanoma CD80+ mediada por CD28 en el modelo YT-Indy. En un ensayo de liberación
de 51Cr se determinó la citotoxicidad específica mediada por CD28 sobre la línea de melanoma M6/B7 transfectada
con el gen CD80. En la gráfica se representa la relación entre células efectoras y células dianas y  sus respectivos
valores de lisis específica. Los datos de la gráfica corresponden a un experimento representativo de tres experimentos
realizados.
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molécula CD28 que activa la lisis de la célula de melanoma a través de su unión con 

CD80 (Fig.4). 

 

 

Para determinar el efecto de la presencia de receptores inhibidores en la lisis 

mediada por moléculas coestimuladoras utilizamos la línea YT-Indy transfectada con el 

gen KIR2DL2 (YT-Indy-cl43) y la enfrentamos a la línea de melanoma M6/B7 

transfectada con el gen CD80 seleccionada por presentar en su superficie la molécula 

HLA-Cw3 que es uno de los ligandos para KIR2DL2 (Fig.5).  

 

La proporción más adecuada para los ensayos de lisis fue 40:1, con esta 

proporción se enfrentaron células efectoras YT-Indy-cl43 y células diana de melanoma 

CD80+. El anticuerpo gl183 se utilizó para bloquear el receptor inhibidor KIR2DL2 

(Fig.6). Los resultados mostraron que el bloqueo del receptor inhibidor aumentaba el 

porcentaje de lisis específica. Con este modelo se demuestra que la unión del receptor 

Figura 4. Efecto del bloqueo de CD28 en la lisis mediada por la línea YT-Indy  sobre de células de melanoma CD80+.
En un ensayo de liberación de 51Cr se determinó la lisis específica mediada por la línea YT-Indy sobre la línea de
melanoma M6/B7 transfectada con el gen CD80. Para conocer si la interacción CD28-CD80 inducía la lisis de las
células diana, se bloqueó la molécula CD28 con un anticuerpo específico antes de realizar el ensayo. Los datos que se
presentan corresponden a la media de cuatro experimentos realizados.
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Figura 5. Lisis mediada por la línea YT-Indy-cl43 sobre células de melanoma CD80+. En un ensayo de liberación de
51Cr se determinó la citotoxicidad específica mediada por YT-Indy-cl43 sobre la línea de melanoma M6/B7
transfectada con el gen CD80. En la gráfica se representa la relación entre células efectoras y células dianas y  sus
respectivos valores de lisis específica. Los datos que se presentan corresponden a un experimento representativo de tres
experimentos realizados.
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inhibidor KIR2DL2 con su ligando HLA-Cw3 inhibe la lisis de células de melanoma 

mediada por CD28 - CD80. 

 

 

 

2. Expresión de moléculas coestimuladoras en linfocitos T CD8+ de sangre 

periférica de enfermos de melanoma  

La expresión de moléculas coestimuladoras en linfocitos T CD8 se analizó 

mediante citometría de flujo determinando la expresión de CD27 y CD28 en sangre 

periférica de enfermos de melanoma e individuos sanos con una media de edad similar. 

Este análisis se llevó a cabo seleccionando la fracción de células CD8bright, que son 

aquellas células CD8+ con el canal medio de fluorescencia más alto. Esta fracción de 

células son además CD3+ por lo que corresponden a la población de linfocitos T 

citotóxicos. La fracción de células con un canal medio de fluorescencia más bajo se 

denomina CD8dim, en su mayoría son CD3- y corresponden a la población de células 

NK. 

Se analizó la expresión de CD27 y CD28 en células CD8bright y se comparó la 

expresión de estas moléculas entre individuos sanos y enfermos de melanoma. Los 

datos mostraron la existencia de un descenso significativo del porcentaje de moléculas 

coestimuladoras en células CD8bright en enfermos de melanoma (Fig.7 a y b). 

 El análisis de la coexpresión de CD27 y CD28 mostró que en los enfermos de 

melanoma existía un descenso significativo en el porcentaje de células CD8bright 

CD27+ CD28+. En individuos sanos (n=8) el porcentaje de células CD8bright CD27+ 

CD28+ fue de 84.5 ± 14 % y en enfermos de melanoma (n=7) fue de 65.3 ± 20.2 %. 
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Figura 6. Efecto de la presencia de KIR2DL2 en la lisis mediada por CD28 sobre células de melanoma CD80+. En
un ensayo de liberación de 51Cr se determinó la citotoxicidad específica de YT-Indy-cl43 sobre la línea de
melanoma M6/B7 transfectada con el gen CD80. Para determinar la inhibición de la lisis, antes del ensayo se
preincubó la línea YT-Indy-cl43 con el anticuerpo gl183 para bloquear el receptor inhibidor. Los datos que se
representan en la gráfica corresponden a la media de cuatro experimentos realizados.
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La comparación entre controles y enfermos de melanoma se realizó además 

diferenciando los enfermos de melanoma en dos grupos. Un grupo corresponde a 

aquellos enfermos en los que se había diagnosticado metástasis, y el otro grupo 

corresponde a aquellos enfermos que han sufrido un melanoma y no presentaban 

metástasis en el momento del estudio. La expresión de moléculas coestimuladoras en las 

células CD8bright de enfermos de melanoma con metástasis fue muy similar a la de los 

controles sanos, sin embargo, las células CD8bright de enfermos de melanoma sin 

metástasis presentaron un descenso significativo de estas moléculas con respecto a los 

individuos sanos. No se observaron diferencias significativas al comparar enfermos con 

metástasis y sin metástasis (Fig. 8). 

Figura 7. Expresión de CD27 y CD28 en células CD8bright de individuos sanos y en enfermos de melanoma. a)
Porcentaje de células CD8bright CD28+/- y la imagen de un diagrama de puntos de un caso representativo. b) Porcentaje
de células CD8bright CD27+/- y un diagrama de puntos representativo del análisis. Individuos sanos (n=9) y enfermos de
melanoma  (n=19).
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Figura 8. Expresión de
moléculas CD27 y CD28 en
células CD8bright de individuos
sanos y en enfermos de
melanoma con metástasis y sin
metástasis. a) Porcentaje de
células CD8bright CD28+/-. b)
Porcentaje de células CD8bright
CD27+/-. En las gráficas se
indican las diferencias
significativas respecto al grupo
de individuos sanos. Se analizó
la expresión de CD27 y CD28
seleccionando la población de
células CD8bright. Individuos
sanos (n=9), enfermos con
metástasis (n=5), enfermos sin
metástasis (n=14).
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En el grupo de enfermos de melanoma que formaron parte de este estudio había 

un grupo de ellos que estaban recibiendo el tratamiento con Interferón alfa2b. El análisis 

comparativo entre los dos grupos de enfermos no mostró diferencias significativas, sin 

embargo, en las células CD8bright de enfermos de melanoma no tratados con Interferón 

alfa2b se observó un descenso significativo en la expresión de CD27 y CD28 cuando se 

comparó con los controles sanos. Los datos indican que el tratamiento con Interferón 

alfa2b en enfermos de melanoma puede prevenir la pérdida de  la expresión de 

moléculas coestimuladoras (Fig. 9).  

 

 

Con estos datos nos planteamos el estudio in vitro el efecto del Interferón alfa2b 

sobre la expresión de CD28 en sangre periférica (Fig.10). 

 

 

3. Expresión de CD28 en linfocitos T CD8+ de sangre periférica cultivados 

con interferón alfa2b 

Para determinar el efecto del Interferón alfa2b sobre las moléculas 

coestimuladoras de linfocitos T CD8+, se cultivaron los PBLs de dos individuos sanos 

en presencia de 10000 U/ml de Interferón alfa2b y se analizó la expresión de CD28 en 

las células CD8bright a lo largo de dos semanas de cultivo.  

Figura 9. Expresión de
moléculas coestimuladoras en
células CD8bright de individuos
sanos y en enfermos de
melanoma tratados y no tratados
con Interferón alfa2b. a)
Porcentaje de células CD8bright
CD28+/-. b) Porcentaje de
células CD8bright CD27+/-. Se
analizó la expresión de CD27 y
CD28 seleccionando la
población de células CD8bright.
En la gráfica se indican las
diferencias significativas
respecto al grupo de individuos
sanos. Individuos sanos (n=9),
enfermos tratados con
Interferón alfa2b (n=6) y no
tratados  (n=10).
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En las células cultivadas en presencia de IL-2 e Interferón alfa2b  la 

proliferación celular fue prácticamente nula, mientras que las células cultivadas sólo con 

IL-2, las células duplicaron su número cada 4-5 días (datos no mostrados). 

Los resultados indican que el Interferón alfa2b bloquea el crecimiento celular y 

mantiene constante la expresión de CD28 en células CD8bright (Fig.10). 

 

 

 

4. Expresión de receptores asociados a células NK en linfocitos T CD8+ de 

enfermos de melanoma  

Se analizó la expresión de receptores asociados a células NK (NK-Rs) en 

linfocitos T CD8+ de enfermos de melanoma y controles sanos comparando los 

porcentajes de expresión de estas moléculas en el total de células CD8bright. Los 

resultados mostraron que, por lo general, existe un aumento en la expresión de algunos 

de estos marcadores en las células CD8bright de estos enfermos. En el análisis de la 

expresión de los receptores CD56, CD57 y CD16 se observó un incremento 

significativo en el grupo de enfermos de melanoma comparado con los controles sanos. 

Además, se observó un incremento significativo en la expresión de las moléculas 

KIR2DL2 o KIR2DS2 reconocidas por el anticuerpo gl183 (Fig.11). 

 

Figura 10. Tratamiento in vitro con Interferón
alfa2b en PBLs de individuos sanos. Los PBLs
control se cultivaron en RPMI completo (+ 50
U/ml IL-2). Los PBLs con Interferón alfa2b se
cultivaron en RPMI completo (+ 50 U/ml IL-2
+ 10000 U/ml Interferón alfa2b). Las células
se incubaron durante 15 días a una
concentración de 106 células/ml. La gráfica
representa el porcentaje de células CD8bright
que expresan CD28 en dos cultivos de PBLs
independientes.
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Figura 11. Expresión de
receptores asociados a
células NK en células
CD8bright de individuos
sanos y enfermos de
melanoma. Seleccionando
la población de células
CD8bright se analizó la
expresión de los diferentes
NK-Rs. Individuos sanos
(n=9) y enfermos de
melanoma  (n=19).
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Al comparar la expresión de estos receptores en enfermos de melanoma con 

metástasis y sin metástasis respecto a los controles, se comprobó que las células 

CD8bright de enfermos de melanoma sin metástasis presentaban un incremento 

significativo en la expresión de gl183 y CD57. Por otro lado, las células CD8bright de 

enfermos de melanoma con metástasis presentaron una distribución de NK-Rs muy 

similar a la que se observa en las células de los controles sanos, no encontrándose 

diferencias significativas entre estos dos grupos (Fig.12).  

 

En el análisis comparativo de la expresión de NK-Rs entre enfermos con 

metástasis y sin metástasis no se observaron diferencias significativas.  

El estudio de la expresión de los NK-Rs en células CD8bright de enfermos de 

melanoma tratados con Interferón alfa2b mostró un descenso significativo de la 

expresión de la CD85 en los enfermos tratados con respecto a los controles sanos 

(Fig.13).  

Figura 12. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright de individuos sanos y
enfermos de melanoma con metástasis y sin metástasis. Seleccionando la población de células CD8bright
se analizó la expresión de los diferentes NK-Rs. En la gráfica se indican las diferencias significativas
respecto al grupo de individuos sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos con metástasis (n=5), enfermos
sin metástasis (n=14).
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Figura 13. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright de individuos
sanos y enfermos de melanoma tratados y no tratados con Interferón alfa2b. Seleccionando la
población de células CD8bright se analizó la expresión de los diferentes NK-Rs. En la gráfica se
indican las diferencias significativas respecto al grupo de individuos sanos. Individuos sanos
(n=9), enfermos tratados con Interferón alfa2b (n=6) y no tratados (n=10).
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En el análisis de la expresión de NK-Rs también se estudió la molécula CD94 y 

su coexpresión con la molécula NKG2A. CD94 es una molécula de superficie que se 

puede encontrar formando un heterodímero unida a moléculas de la familia  NKG2. 

CD94 unida a NKG2A reconoce a su ligando HLA-E y actúa como un receptor 

inhibidor de la citotoxicidad. Los resultados mostraron que en enfermos de melanoma la 

coexpresión de CD94/NKG2A está significativamente disminuida  con respecto a la de 

los controles (Fig.14). Por tanto CD94 podría encontrarse en los linfocitos CD8bright de 

enfermos de melanoma en forma de homodímero o asociada a otras moléculas de la 

familia NKG2.  

 

Las células CD8bright de enfermos de melanoma con metástasis y sin metástasis 

también presentaron un descenso en el porcentaje de células que coexpresan CD94 y 

NKG2A con respecto a los controles. Este descenso fue significativo en los dos grupos 

(Fig. 15). 

 

Las células CD8bright de enfermos tratados y no tratados con Interferón alfa2b 

mostraron un porcentaje muy similar en la coexpresión de CD94 y NKG2A, estos 

porcentajes son significativamente inferiores a los observados en los controles (Fig 16). 

 

Figura 14. Coexpresión del dímero
CD94/NKG2A en células CD8bright de
individuos sanos y enfermos de melanoma. El
análisis se realizó seleccionando la población
de células CD8bright. Dentro de esta población
se determinó el porcentaje de células dobles
positivas (CD94+ y NKG2A+). Individuos
sanos (n=9) y enfermos de melanoma (n=19).
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Figura 15. Coexpresión del dímero CD94/NKG2A en
células CD8bright de individuos sanos y enfermos de
melanoma con metástasis y sin metástasis. El análisis
se realizó seleccionando la población de células
CD8bright y determinando el porcentaje de células
dobles positivas (CD94+, NKG2A+). En la gráfica se
indican las diferencias significativas respecto al grupo
de individuos sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos
con metástasis (n=5), enfermos sin metástasis (n=14).

0
20
40
60
80

CD94+ NKG2A+

%
 C

D
8b

rig
ht Control

Metástasis
No metástasis

* *

* p ≤ 0.05

Figura 16. Coexpresión del dímero CD94/NKG2A en
células CD8bright de individuos sanos y enfermos de
melanoma tratados y no tratados con Interferón alfa2b.
El análisis se realizó seleccionando la población de
células CD8bright y determinando el porcentaje de
células dobles positivas (CD94+, NKG2A+). En la
gráfica se indican las diferencias significativas respecto
al grupo de individuos sanos. Individuos sanos (n=9),
enfermos tratados con Interferón alfa2b (n=6) y no
tratados  (n=10).
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5. Expresión de receptores asociados a células NK en las subpoblaciones 

CD8bright CD28+ y CD28- de enfermos de melanoma  

El análisis de la expresión de NK-Rs también se realizó en función de la 

expresión de CD28 en las células CD8bright. Este análisis nos permitió definir la 

distribución de receptores NK en dos subpoblaciones de linfocitos T citotóxicos: la 

población de  células CD8bright CD28-, cuyo fenotipo está asociado a linfocitos T 

citotóxicos efectores-memoria, y la subpoblación CD8bright CD28+ que correspondería 

a los linfocitos T vírgenes o naive (Tarazona et al.  2000). Cuando se comparó la 

expresión de los NK-Rs entre células CD8bright CD28+ y CD8bright CD28- se observó 

que existía un predominio en la expresión de estos receptores en la subpoblación de 

células CD8bright CD28- (Fig.17) tanto en controles sanos como en enfermos de 

melanoma. El análisis comparativo entre enfermos de melanoma y controles sanos de la 

expresión de NK-Rs en células CD8bright CD28+ y CD8bright CD28- mostró en 

general un aumento no significativo de estos receptores en la población CD8bright 

CD28- de enfermos de melanoma (Fig.17). Aunque estas diferencias no fueron 

significativas, la población CD8bright CD28- de los enfermos de melanoma presentaba 

una mayor variabilidad en la expresión de estos receptores, y que en algunos enfermos 

estaban claramente incrementados. 

 

 

Figura 17. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright CD28+ y
CD8bright CD28- de individuos sanos y enfermos de melanoma. La expresión de NK-Rs se
realizó seleccionando la población de células CD8bright CD28+ y CD8bright CD28-. Individuos
sanos (n=9) y enfermos de melanoma (n=19).
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La comparación de la expresión de NK-Rs en células CD8bright CD28+ y 28- 

entre controles sanos y enfermos de melanoma con metástasis, mostró que en estos 

enfermos hay un descenso significativo de la expresión de NKB1 en la población 

CD8bright CD28- (Fig.18).  

 

 

Por otro lado, al comparar enfermos sin metástasis con controles sanos no se 

observaron diferencias significativas. 

En el estudio de la expresión de NK-Rs en pacientes tratados con Interferón 

alfa2b, se observó un descenso significativo de CD161 y CD85 en la población CD8+ 

CD28+ así como un descenso de NKB1 y CD85 en la población CD8+ CD28-. En los 

individuos no tratados se observó el incremento de CD57 en ambas poblaciones con 

respecto a los controles sanos (Fig.19).  

Figura 18. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright CD28+ y CD8bright
CD28- de individuos sanos y enfermos de melanoma con metástasis y sin metástasis. La expresión de
NK-Rs se realizó seleccionando la población de células CD8bright CD28+ y CD8bright CD28-. En la
gráfica se indican las diferencias significativas respecto al grupo de individuos sanos. Individuos
sanos (n=9), enfermos con metástasis (n=5), enfermos sin metástasis (n=14).
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6. Expresión de receptores asociados a células NK en las subpoblaciones 

CD8bright CD56+ y CD56- de enfermos de melanoma  

El estudio de la expresión de NK-Rs en células CD8bright se realizó además en 

función del fenotipo CD56 de estas células. La población de células CD8bright CD56+ 

son consideradas por algunos autores como linfocitos T citotóxicos efectores (Pittet et 

al.  2000), mientras que las CD8bright CD56- corresponderían a los linfocitos T de 

fenotipo virgen o naive. Al igual que en las células CD8bright CD28- en la 

subpoblación CD8bright CD56+ también existe un predominio en la expresión de NK-

Rs cuando se compara con las CD8bright CD56- tanto en controles sanos como en 

enfermos de melanoma (Fig.20). 

Al comparar la expresión de los NK-Rs en la subpoblación CD8bright CD56+ 

de enfermos de melanoma respecto a los controles sanos, se observó un aumento de la 

expresión de los marcadores CD94, gl183, EB6 y CD57 aunque estas diferencias no 

fueron significativas. El análisis de la expresión de estos receptores en la subpoblación 

CD8bright CD56- mostró un aumento significativo en la expresión de CD161 y gl183 

en enfermos de melanoma y un aumento no significativo del resto de NK-Rs estudiados 

(Fig.20). 

 

 

Figura 19. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright CD28+ y
CD8bright CD28- de individuos sanos y enfermos de melanoma tratados y no tratados con
Interferón alfa2b. La expresión de NK-Rs se realizó seleccionando la población de células
CD8bright CD28+ y CD8bright CD28-. En la gráfica se indican las diferencias significativas
respecto al grupo de individuos sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos tratados con Interferón
alfa2b (n=6) y no tratados  (n=10).
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En comparación con los controles, las células CD8bright CD56+ de enfermos de 

melanoma sin metástasis presentaron incrementos significativos en la expresión de 

CD57, mientras que la subpoblación CD8bright CD56- presentó incrementos 

significativos de gl183 y CD57. Sin embargo, las células CD8bright CD56+ y CD56- 

del grupo de enfermos de melanoma con metástasis no mostraron diferencias 

significativas en la expresión de NK-Rs cuando se comparó con los controles sanos 

(Fig.21).  

Figura 20. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright
CD56+ y CD8bright CD56- de individuos sanos y enfermos de melanoma. La
expresión de NK-Rs se realizó seleccionando la población de células CD8bright
CD56+ y CD8bright CD56-. Individuos sanos (n=9) y enfermos de melanoma
(n=19).
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Figura 21. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright CD56+ y
CD8bright CD56- de individuos sanos y enfermos de melanoma con metástasis y sin metástasis.
La expresión de NK-Rs se realizó seleccionando la población de células CD8bright CD56+ y
CD8bright CD56-. En la gráfica se indican las diferencias significativas respecto al grupo de
individuos sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos con metástasis (n=5), y sin metástasis (n=14).
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 El estudio de los NK-Rs en función del fenotipo CD56 en pacientes no tratados 

con Interferón alfa2b mostró un incremento significativo de las poblaciones CD8+ 

CD56- CD161+ y CD8+ CD56- gl183+ con respecto a los controles (Fig. 22). 

 

7. Expresión de marcadores de diferenciación en células CD8bright de 

enfermos de melanoma 

Para estudiar el grado de diferenciación de las células CD8bright de enfermos de 

melanoma, se analizó la expresión de las isoformas del marcador CD45 en controles 

sanos y enfermos de melanoma con y sin metástasis. 

Las células CD8bright de enfermos de melanoma presentaron un descenso en la 

expresión de CD45RA cuando se comparó con individuos sanos, así como un 

incremento de CD45RO, aunque estas diferencias no fueron significativas (Fig.23). 

Figura 22. Expresión de receptores asociados a células NK en células CD8bright
CD56+ y CD8bright CD56- de individuos sanos y enfermos de melanoma
tratados y no tratados con Interferón alfa2b. La expresión de NK-Rs se realizó
seleccionando la población de células CD8bright CD56+ y CD8bright CD56-. En
la gráfica se indican las diferencias significativas respecto al grupo de individuos
sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos tratados con Interferón alfa2b (n=6) y no
tratados  (n=10).
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Figura 23. Expresión de
marcadores de diferenciación en
células CD8bright de individuos
sanos y enfermos de melanoma. El
análisis de la expresión de las
isoformas de CD45 se realizó
seleccionando la población de
células CD8bright. Individuos
sanos (n=9) y enfermos de
melanoma (n=19).
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Cuando se realizó el análisis de la expresión de las isoformas de CD45 en 

células CD8bright de pacientes de melanoma con metástasis y sin metástasis 

observamos que en ambos grupos de pacientes había un descenso de CD45RA y un 

aumento de CD45RO no significativo cuando se comparaban con los controles sanos 

(Fig.24). 

 

Al comparar la expresión de las isoformas de CD45 entre individuos sanos y 

pacientes tratados con Interferón alfa2b se observó que la expresión de la isoforma 

CD45RA estaba descendida en este grupo de enfermos, sin embargo, no hubo cambios 

en la expresión de CD45RO (Fig.25). 

 

8. Expresión de marcadores de diferenciación en células CD8bright CD28+ 

y CD28- de enfermos de melanoma 

El análisis de la expresión de los marcadores CD45RA y CD45RO se realizó 

también en las poblaciones de células CD8bright CD28+ y CD28- (Fig.26).  

Figura 24. Expresión de marcadores de
diferenciación en células CD8bright de individuos
sanos y enfermos de melanoma con metástasis y
sin metástasis. El análisis de la  expresión de las
isoformas de CD45 se realizó seleccionando la
población de células CD8bright. En la gráfica se
indican las diferencias significativas respecto al
grupo de individuos sanos. Individuos sanos
(n=9), enfermos con metástasis (n=5), enfermos
sin metástasis (n=14).0
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Figura 25. Expresión de marcadores de
diferenciación en células CD8bright de
individuos sanos y enfermos de melanoma
tatados y no tratados con Interferón alfa2b. El
análisis de la expresión de las isoformas de
CD45 se realizó seleccionando la población de
células CD8bright. En la gráfica se indican las
diferencias significativas respecto al grupo de
individuos sanos. Individuos sanos (n=9),
enfermos tratados con Interferón alfa2b (n=6) y
no tratados  (n=10).
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Figura 26. Expresión de marcadores de
diferenciación en células CD8bright
CD28+ y CD8 bright CD28- de
individuos sanos y enfermos de
melanoma. El análisis de la expresión de
las isoformas de CD45 se realizó
seleccionando la población de células
CD8bright CD28+ y CD28-. Individuos
sanos (n=9) y enfermos (n=19).
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No se observaron diferencias significativas en la expresión de CD45RA y 

CD45RO en las células CD8bright según la expresión de CD28 (Fig.26). 

Al comparar la expresión de las isoformas de CD45 en las poblaciones 

CD8bright CD28+ y CD8bright CD28- de los enfermos de melanoma con y sin 

metástasis observamos que no existían diferencias significativas en relación con 

controles sanos, ni entre los dos grupos de enfermos entre sí (Fig.27). 

 

 

Los enfermos de melanoma tratados y no tratados con Interferón alfa2b no 

presentaron diferencias significativas respecto a los controles sanos en la expresión de 

CD45RA y CD45RO, aunque tanto en las células CD8bright CD28+ como en las 

CD8bright CD28- de los pacientes tratados con Interferón alfa2b la isoforma CD45RA 

estaba descendida (Fig.28). 

 

9. Expresión de marcadores de diferenciación en células CD8bright CD56+ 

y CD56-de enfermos de melanoma 

En las células CD8bright CD56- de enfermos de melanoma se observaron 

diferencias significativas en la expresión de las isoformas de CD45. En el grupo de 

enfermos hay un descenso de CD45RA y un aumento significativo de CD45RO cuando 

se compara con los individuos sanos. Sin embargo en la población CD8bright CD56+ 
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Figura 27. Expresión de marcadores de
diferenciación en células CD8bright CD28+
y CD8 bright CD28- de individuos sanos y
enfermos de melanoma con metástasis y sin
metástasis. El análisis de la expresión de las
isoformas de CD45 se realizó seleccionando
la población de células CD8bright CD28+ y
CD8bright CD28-. En la gráfica se indican
las diferencias significativas respecto al
grupo de individuos sanos. Individuos sanos
(n=9), enfermos con metástasis (n=5) y sin
metástasis (n=14).
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Figura 28. Expresión de marcadores de
diferenciación en células CD8bright CD28+
y CD8 bright CD28- de individuos sanos y
enfermos tratados y no tratados con
Interferón alfa2b. El análisis de la expresión
de las isoformas de CD45 se realizó
seleccionando la población de células
CD8bright CD28+ y CD8bright CD28-. En
la gráfica se indican las diferencias
significativas respecto a los individuos
sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos
tratados con Interferón alfa2b (n=6) y sin
tratar  (n=10).
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no se contemplaron diferencias significativas en la expresión de estos marcadores 

(Fig.29). 

 

Cuando estudiamos los enfermos de melanoma según la presencia o no de 

metástasis y los comparamos con los controles sanos, comprobamos que en la población 

CD8bright CD56- de enfermos sin metástasis existía un aumento no significativo de la 

expresión de CD45RO y un descenso significativo en la expresión de CD45RA, 

además, no se observó ninguna diferencia al comparar los dos grupos de enfermos entre 

sí (Fig.30). 

 

 

En el análisis de la expresión de las isoformas de CD45 en las subpoblaciones 

CD8bright CD56+ y CD56- en enfermos tratados y sin tratar con Interferón alfa2b, 

observamos que en la población CD8+ CD56+ de los enfermos tratados con Interferón 

alfa2b había un ligero descenso de CD45RO que no iba acompañado por un aumento de 

CD45RA. En la población CD8+ CD56- de los tratados con Interferón alfa2b, sí se 

observaron diferencias significativas en la expresión de las isoformas de CD45 con un 

Figura 29. Expresión de marcadores de diferenciación en células
CD8bright CD56+ y CD8 bright CD56- de individuos sanos y enfermos de
melanoma. El análisis de la expresión de las isoformas de CD45 se realizó
seleccionando la población de células CD8bright CD56+ y CD8bright
CD56-. Individuos sanos (n=9) y enfermos de melanoma (n=19).
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Figura 30. Expresión de marcadores de diferenciación en células CD8bright
CD56+ y CD8 bright CD56- de individuos sanos y enfermos de melanoma
con metástasis y sin metástasis. El análisis de la expresión de las isoformas
de CD45 se realizó seleccionando la población de células CD8bright CD56+
y CD56-. En la gráfica se indican las diferencias significativas respecto al
grupo de individuos sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos con metástasis
(n=5), enfermos sin metástasis (n=14).
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aumento de CD45RO y un descenso de CD45RA, mientras que entre los dos grupos de 

enfermos no se vieron diferencias significativas (Fig.31). 

 

 

 

10. Expresión de moléculas efectoras en células CD8bright de enfermos de 

melanoma 

Para determinar el grado de activación de los linfocitos T citotóxicos de 

enfermos de melanoma, analizamos la expresión del marcador de activación CD244 y 

se determinó el contenido intracelular de perforina en las células CD8bright de estos 

enfermos. 

Observamos que las células CD8bright de enfermos de melanoma presentaban 

un alto contenido en perforina intracelular así como una elevada expresión de CD244 

con respecto a los individuos sanos (Fig.32). 

 

Cuando se clasifican los enfermos de melanoma en pacientes con metástasis y 

sin metástasis y se compara la expresión de estos marcadores con la de los controles 

sanos, comprobamos que en los pacientes con metástasis el contenido intracelular de 

Figura 31. Expresión de marcadores de diferenciación en células
CD8bright CD56+ y CD8 bright CD56- de individuos sanos y enfermos
de melanoma tratados y sin tratar con Interferón alfa2b. El análisis de la
expresión de las isoformas de CD45 se realizó seleccionando la
población de células CD8bright CD56+ y CD56-. En la gráfica se
indican las diferencias significativas respecto al grupo de individuos
sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos tratados con Interferón alfa2b
(n=6) y no tratados  (n=10).
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Figura 32. Expresión de marcadores
de activación en células CD8bright
de individuos sanos y enfermos de
melanoma. El análisis de la
expresión de la molécula CD244 y
las medidas del contenido
intracelular de perforina se
determinaron seleccionando la
población de células CD8bright.
Individuos sanos (n=9) y enfermos
de melanoma (n=19).* p ≤ 0.05
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perforina está aumentado, no significativamente, con respecto al que existe en las 

mismas células de los controles. Sin embargo, en los pacientes sin metástasis apenas se 

observó un aumento con respecto a los controles.  

Al analizar la expresión de CD244 se observó un incremento significativo de 

esta molécula en las células de pacientes sin metástasis con respecto a los controles 

sanos (Fig.33). 

 

 

La expresión de moléculas efectoras se estudió también en pacientes de 

melanoma tratados y no tratados con Interferón alfa2b. Las células CD8bright de 

pacientes no tratados con Interferón alfa2b presentaron un aumento significativo en la 

expresión de CD244 respecto a los controles sanos, mientras que los tratados con 

Interferón alfa2b no presentaron diferencias. Al comparar los dos grupos de enfermos 

entre sí, no se observaron diferencias significativas (Fig.34). 

 

 

11. Expresión de moléculas efectoras en células CD8bright CD28+ y 

CD8bright CD28- de enfermos de melanoma 

Se analizó la expresión de CD244 y el contenido en perforina intracelular en 

células CD8bright según el fenotipo CD28. 

Figura 33. Expresión de marcadores de activación
en células CD8bright de individuos sanos y
enfermos de melanoma con metástasis y sin
metástasis. El análisis de la expresión de la
molécula CD244 y las medidas del contenido
intracelular de perforina se determinaron
seleccionando la población de células CD8bright.
En la gráfica se indican las diferencias
significativas respecto al grupo de individuos
sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos con
metástasis (n=5), enfermos sin metástasis (n=14).
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Figura 34. Expresión de marcadores de activación
en células CD8bright de individuos sanos y
enfermos de melanoma tratados y no tratados con
Interferón alfa2b. El análisis de la expresión de la
molécula CD244 y las medidas del contenido
intracelular de perforina se determinaron
seleccionando la población de células CD8bright.
En la gráfica se indican las diferencias
significativas respecto al grupo de individuos
sanos. Individuos sanos (n=9), enfermos tratados
con Interferón alfa2b (n=6) y no tratados  (n=10).
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La expresión tanto de CD244 como de perforina predomina en la subpoblación 

CD8bright CD28-. En los enfermos de melanoma, esta subpoblación CD8bright CD28- 

presenta un incremento de CD244 y de perforina intracelular respecto a los controles, 

aunque estas diferencias no son significativas (Fig.35). 

 

Observamos también un incremento no significativo en el contenido de perforina 

intracelular en las células CD8bright CD28- de enfermos con metástasis cuando se 

compararon individuos sanos con enfermos sin metástasis (Fig.36).  

 

Los individuos tratados con Interferón alfa2b mostraron un descenso de CD244 

en la población de células CD8bright CD28+ y un aumento en el contenido de perforina 

intracelular en las células CD8bright CD28- con respecto a los controles sanos, aunque 

estos cambios no fueron significativos. (Fig.37). 

 

Figura 36. Expresión de marcadores de
activación en células CD8bright CD28+ y
CD8bright CD28- de individuos sanos y
enfermos de melanoma con metástasis y sin
metástasis. El análisis de la expresión de la
molécula CD244 y las medidas del contenido
intracelular de perforina se determinaron
seleccionando la población de células
CD8bright CD28+ y CD8bright CD28-. En la
gráfica se indican las diferencias significativas
respecto al grupo de individuos sanos.
Individuos sanos (n=9), enfermos con
metástasis (n=5), y sin metástasis (n=14).
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Figura 35. Expresión de marcadores de
activación en células CD8bright
CD28+ y CD8bright CD28- de
individuos sanos y enfermos de
melanoma. El análisis de la expresión
de la molécula CD244 y las medidas
del contenido intracelular de perforina
se determinaron seleccionando la
población de células CD8bright
CD28+ y CD8bright CD28-.
Individuos sanos (n=9) y enfermos de
melanoma (n=19).
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Figura 37. Expresión de marcadores de
activación en células CD8bright CD28+ y
CD8bright CD28- de individuos sanos y
enfermos de melanoma con metástasis y sin
metástasis. El análisis de la expresión de la
molécula CD244 y las medidas del contenido
de perforina se determinaron seleccionando la
población de células CD8bright CD28+ y
CD28-. En la gráfica se indican las diferencias
significativas respecto a los individuos sanos.
Individuos sanos (n=9), enfermos tratados con
Interferón alfa2b (n=6) y no tratados  (n=10).
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12. Expansión de linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos 

Para analizar el fenotipo y características funcionales de linfocitos T CD8+ 

específicos de Melan-A/MART-1 se seleccionaron individuos sanos HLA-A*0201. Se 

fraccionaron las células CD8+ para la expansión y la fracción CD8- se utilizó como 

células estimuladoras de los linfocitos T específicos. Esta fracción CD8- fue incubada 

con el péptido Melan-A para presentarlo en el contexto del MHC-I. Una vez presentado 

el péptido, las células fueron irradiadas para realizar dos estimulaciones a 0 y 7 días de 

cultivo como viene indicado en la sección Materiales y Métodos.  

El resultado de la expansión indica que después de 14 días de cultivo en 

presencia de IL-2 e IL-7, las células CD8+ específicas de Melan-A pasan de un 0.01 % 

al 5-10 % del total de células CD8+. En la figura 38 se muestra un esquema de dicha 

expansión y la imagen de citometría de un caso representativo. 

 

 

13. Expresión de moléculas coestimuladoras en linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 específicos 

Se analizó la expresión de las moléculas coestimuladoras CD27 y CD28 en la 

población de células CD8+ específicas del antígeno Melan-A/MART-1. El análisis 

comparativo de la expresión de estas moléculas en linfocitos T CD8+ específicos 

Figura 38. Esquema de la expansión in vitro de linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos. Durante 14 días se
cultivó la fracción de células CD8+ en presencia de IL-2 e IL-7. La fracción CD8+ se estimuló con la fracción CD8- a
los 0 y 7 días. Esta fracción CD8- fue incubada con el péptido Melan-A/MART-1 y posteriormente irradiada a 3000 rad.
El resultado de la expansión se determinó mediante el marcaje de células CD8+ con el tetrámero Mart-1. Para las
expansiones se seleccionaron 4 individuos HLA-A*0201+ sanos. En la imagen de la citometría se muestra un caso
representativo de cuatro expansiones.
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obtenidos de sangre periférica y en células cultivadas durante 14 días en presencia de 

células que presentaban Melan-A/MART-1 no mostró diferencias significativas. Sin 

embargo, sí existe un descenso significativo de los canales medios de fluorescencia de 

ambas moléculas en las células en cultivo. La figura 39 muestra un caso representativo 

de este estudio. 

 

14. Expresión de receptores inhibidores en linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 específicos 

Se realizó por un lado el análisis de tres receptores de la familia de los KIRs 

(fig.40) y por otro, el análisis de CD85 y del dímero CD94/NKG2A (fig.41).  

En el análisis de la expresión de los KIRs en linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 se observó que existe un descenso en la expresión de los receptores EB6 y 

gl183 cuando se expanden los linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 in vitro (fig.40). Al 

comparar la expresión de estos receptores entre linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 

de PBLs y de linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 expandidos en cultivo se observó 

un descenso significativo en el porcentaje de células CD8+ Melan-A/MART-1 EB6+ 

que pasó del 14 ± 5 % en PBLs al 1.5 ± 1.3 % (p = 0,02) en linfocitos expandidos in 

vitro. El porcentaje de células CD8+ Melan-A/MART+ gl183+ disminuyó del 10 ± 10 

% hasta el 0.6 ± 0.2 % (p = 0,15).  

Figura 39. Expresión de moléculas coestimuladoras en linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos. Se
analizó la expresión y el canal medio de fluorescencia de CD27 y CD28 en la población de células CD8bright
Mart-1+ a los 0 y 14 días de cultivo. En la imagen de la citometría se muestra un caso representativo de cuatro
expansiones.
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El análisis de la expresión de CD85+ en células CD8+ Melan-A/MART+ mostró 

que este receptor era el que más se expresaba entre los NK-Rs estudiados. Tras la 

expansión in vitro su expresión disminuyó del 13 ± 8 % hasta 5 ± 6 %, sin embargo este 
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Figura 40. Expresión de KIRs en linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos. Se analizó la expresión
de EB6, gl183 y NKB1 en la población de células CD8bright Mart-1+ a los 0 y 14 días de cultivo. En la
imagen de la citometría se muestra un caso representativo de cuatro expansiones.
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Figura 41. Expresión de receptores inhibidores en linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos. Se
analizó la expresión de CD85, CD94 y NKG2A en la población de células CD8bright Mart-1+ a los 0 y
14 días de cultivo. En la imagen de la citometría se muestra un caso representativo de cuatro
expansiones.
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descenso no se observó en todos los casos como observa la figura 41.  

En el caso de CD94 y NKG2A su expresión fue baja en sangre periférica y en 

condiciones de cultivo, y sólo en algunos casos como el de la figura 41 su expresión 

disminuyó bruscamente. 

 

15. Expresión de receptores asociados a células NK en linfocitos T CD8+ 

Melan-A/MART-1 específicos 

Se analizó la expresión de los receptores CD56, CD16 y CD57 en linfocitos T 

específicos sin estimular y expandidos in vitro. Como se observa en el caso 

representativo (Fig.42), no hay diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos T 

CD8+ Melan-A/MART-1 que expresan los receptores CD56, CD16 y CD57 cuando se 

comparan linfocitos T estimulados y no estimulados in vitro. 

 

 

16. Expresión de marcadores de diferenciación en linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 específicos 

Para determinar el grado de activación de los linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART específicos, se analizó la expresión de la expresión de las isoformas de CD45, 

así como la expresión del receptor de quimioquinas CCR7 (Fig.43).  
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Figura 42. Expresión de receptores asociados a clelulas NK en linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1
específicos. Se analizó la expresión de CD56, CD16 y CD57 en la población de células CD8bright Mart-
1+ a los 0 y 14 días de cultivo. En la imagen de la citometría se muestra un caso representativo de cuatro
expansiones.
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Los linfocitos T CD8+ específicos presentes en sangre periférica de los 

individuos estudiados, presentan una expresión de CD45RA+ y CCR7+ del 100 %. En 

el caso de CD45RO, la expresión de es del 23 ± 6 %. 

Cuando estos linfocitos son cultivados y estimulados in vitro, la expresión de 

CD45RA y CCR7 disminuye  bruscamente observando que el 19 ± 9 %  de los 

linfocitos T específicos son CD45RA+ y el 7 ± 6 % son CCR7+. Del mismo modo que 

disminuye la expresión de CD45RA, la expresión de CD45RO aumenta durante el 

cultivo hasta alcanzar casi el 100 %.  

 

 

 

17. Expresión de marcadores de activación en linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 específicos 

Se analizó la expresión de los marcadores de activación CD244, FasL y el 

contenido de perforina intracelular en los linfocitos T específicos en sangre periférica y 

en cultivo (Fig. 44).  

Los linfocitos T específicos de sangre periférica no contienen perforina 

intracelular y no presentan en su superficie FasL, mientras que la expresión de CD244 

es muy variable entre diferentes individuos. 
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Figura 43. Expresión de marcadores de diferenciación en linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1
específicos. Se analizó la expresión de las isoformas de CD45 y la expresión de CCR7 en la población de
células CD8bright Mart-1+ a los 0 y 14 días de cultivo. En la imagen de la citometría se muestra un caso
representativo de cuatro expansiones.
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En los linfocitos T específicos cultivados y estimulados in vitro no se observa 

ningún incremento significativo en la expresión de FasL, y el contenido de perforina 

intracelular es prácticamente nulo. Sin embargo, en las células de todos los individuos 

estudiados se observa un incremento significativo en la expresión de la molécula 

CD244 cuando se encuentran en cultivo, pasando de 19.9 ± 19.7 a 49 ± 14.9. 

 

 

18. Producción de IFN-γ por linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 

específicos expandidos in vitro 

Mediante la técnica de ELISPOT se evaluó la producción de IFN-γ de los 

linfocitos T CD8+ específicos del péptido Melan-A/MART-1. En este ensayo se utilizó 

la fracción de células CD8+ obtenidas de la expansión. La figura 45 muestra un caso 

representativo en el que el 1.18 % de los linfocitos T CD8+ purificados de la expansión 

eran específicos del péptido Melan-A/MART-1+. En el caso representativo de la figura 

45 se muestran los triplicados con 50000 células. El resultado del recuento de las 

manchas (spots) indica que después de la expansión, el porcentaje de células 

productoras de IFN-γ con respecto a la población de linfocitos T CD8 específicos fue de 

60.9 ± 16 %. En los PBLs en reposo no se observó la existencia de células productoras 
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Figura 44. Expresión de marcadores de activación en linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos. Se
analizó la expresión de CD44 y FasL y se determinó el contenido en perforina intracelular en la población de
células CD8bright Mart-1+ a los 0 y 14 días de cultivo. En la imagen de la citometría se muestra un caso
representativo de cuatro expansiones.
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de IFN-γ en respuesta al péptido. Resultados similares se obtuvieron en otros tres 

ensayos de ELISPOT de diferentes cultivos. 

 

 

19. Ensayos de lisis mediados por linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 

específicos expandidos in vitro  

Para estos ensayos de lisis, se tomaron las células resultantes de la expansión y 

se seleccionó la población de células CD8+. Este fraccionamiento se realizó para evitar 

el efecto de una lisis mediada por células NK presentes en el cultivo. La fracción CD8+ 

se utilizó como células efectoras en un ensayo donde las células diana eran las células 

de melanoma M6/B7 transfectadas con CD80, que previamente se habían incubado con 

el péptido Melan-A/MART-1. El resultado de estos ensayos mostró que los linfocitos T 

CD8 estimulados in vitro tenían capacidad citotóxica frente a la célula diana M6/B7 sin 

el péptido y que hay un ligero incremento de la citotoxicidad cuando las células diana 

son incubadas con el péptido (Fig.46). 

Figura 45. Caso representativo de la medida de IFN-γ en PBLs y en linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 expandidos
in vitro. Mediante la técnica de ELISPOT se determinó la secreción de IFN-γ en PBLs y en el cultivo de células CD8.
En la imagen se muestran los triplicados de 50000 células mononucleares incubadas con el péptido y de 50000 células
expandidas in vitro. Cada uno de los puntos de los pocillos corresponde a una célula secretora de IFN-γ.
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20. Ensayos de CITOSPOT frente a la línea de melanoma M6/B7 con 

linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos expandidos in vitro  

En las mismas condiciones que los ensayos de lisis se enfrentaron linfocitos T 

CD8 específicos con células de melanoma M6/B7 incubadas y no incubadas con el 

péptido. Se comparó la secreción de IFN-γ de los linfocitos estimulados in vitro frente a 

Figura 46. Ensayo de citotoxicidad con linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 expandidos in vitro enfrentados a la
línea de melanoma M6/B7. En un ensayo de liberación de 51Cr se utilizaron los linfocitos expandidos in vitro como
células efectoras y se determinó la lisis específica de la línea de melanoma M6/B7. La línea de melanoma se incubó
con el péptido Melan-A/MART-1 para obtener células de melanoma presentadoras. Como control se utilizaron células
de melanoma no incubadas del péptido Melan-A/MART-1.
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Figura 47. Ensayo de citospot con linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 expandidos in vitro
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células de melanoma presentadoras del péptido reconocido específicamente por los 

linfocitos T CD8 expandidos.  

Se observó que las células de melanoma M6/B7 presentadoras del péptido 

Melan-A/MART-1 inducen fuertemente la liberación de IFN-γ por las células 

expandidas en comparación con las células de melanoma que no presentaban dicho 

péptido (Fig.47).  
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 La lisis de células de melanoma mediada por CD28 es inhibida por el 

receptor KIR2DL2 

Para estudiar el efecto de la presencia de receptores inhibidores sobre la lisis 

mediada por CD28 en células de melanoma, se diseñó un modelo in vitro en el cual, las 

células efectoras eran las líneas YT-Indy e YT-Indy-cl43 (transfectada con KIR2DL2) y 

las células dianas eran la línea celular 721.221 (HLA-I negativa) y 721.221-Cw3+. Los 

ensayos de lisis realizados con la línea YT-Indy frente a células 721.221 demuestran 

que la molécula CD28 activa la lisis de células diana a través de la interacción CD28-

CD80 como previamente se ha descrito (Montel et al.  1995;Tarazona et al.  2002).  

Cuando se realiza un ensayo de citotoxicidad con la línea YT-Indy-cl43 frente a 

721.221-Cw3+ se observa que la lisis específica es mayor cuando se bloquea el receptor 

inhibidor KIR2DL2. De este modo se demuestra que el receptor inhibidor KIR2DL2 a 

través de su interacción con la molécula HLA-Cw3 inhibe la lisis mediada por la 

molécula CD28 cuando se utiliza la célula diana 721.221. 

Basándonos en estas observaciones preliminares se diseñó un modelo in vitro 

para estudiar la citotoxicidad mediada por CD28 sobre líneas de melanoma. En este 

modelo se enfrentaron en ensayos de lisis la línea YT-Indy con la línea de melanoma 

M6/B7 que expresa CD80. La mejor relación de células efectoras:dianas para obtener el 

máximo de lisis fue 40:1, así se obtuvo una lisis específica cercana al 25 %. El bloqueo 

de CD28 en la línea YT-Indy anula la lisis específica de células de melanoma con lo que 

se demuestra que CD28 por sí sólo induce la lisis de células de melanoma CD80+. Se ha 

descrito que en la citotoxicidad mediada por CD28 estarían implicadas proteínas de 

transducción de la señal como la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3-K) cuya fosforilación 

y activación es independiente de lck (Tarazona et al., 2002) y otras como la proteín 

kinasa C-δ (Teng et al.  1996).  

Una vez demostrado en este modelo que la molécula CD28 induce la lisis de 

células de melanoma CD80 se realizaron ensayos de citotoxicidad con la línea YT-Indy-

cl43 frente a la línea de melanoma M6/B7 (CD80+ HLA-Cw3+) para estudiar el efecto 

que tiene la presencia de receptores inhibidores en esta lisis. Los resultados mostraron 

que la interacción entre el receptor KIR2DL2 y su ligando HLA-Cw3 inhibe la lisis de 

células de melanoma inducida por CD28.  

Los ensayos funcionales con las líneas YT-Indy han demostrado que la 

expresión de la molécula CD80 en células de melanoma las hace susceptibles a la lisis 

mediada por la interacción CD28-CD80, además, la expresión de CD80 en la célula de 



Discusión 

 89

melanoma permitiría la coestimulación de los linfocitos T citotóxicos vía CD28, lo que 

conduce al incremento de la proliferación, la adhesión celular, la activación y la 

actividad citotolítica del linfocito (Mackensen et al.  1999;Mitchell, 2002). 

Los experimentos con la línea YT-Indy-cl43 y las células de melanoma CD80+ 

HLA-Cw3+ demuestran que la estimulación de CD28 pueden ser inhibida por el 

receptor inhibidor KIR2DL2 y debería tenerse en cuenta en el diseño de estrategias 

terapéuticas en las que existe una estimulación antigénica que podría provocar la 

aparición de receptores inhibidores de la citotoxicidad. 

 

Caracterización fenotípica de linfocitos T CD8 en sangre periférica de 

enfermos de melanoma 

El análisis comparativo de la expresión de moléculas coestimuladoras entre 

individuos sanos y enfermos de melanoma demostró que en los linfocitos T CD8 existe 

un descenso significativo en la expresión de CD27 y CD28. 

La molécula CD28 está considerada como un biomarcador del envejecimiento y 

de la activación crónica, la persistencia de clones expandidos in vivo con el fenotipo 

CD8+ CD28- podría ser explicada por la activación, diferenciación y proliferación 

dirigida por estimulaciones antigénicas sobre la población de células precursoras CD8+ 

CD28+ (Fagnoni et al.  1996;Trimble et al.  2000). Las células de fenotipo CD8+ 

CD28- se caracterizan por tener una baja capacidad proliferativa cuando se estimulan in 

vitro y por tener características fenotípicas y funcionales de linfocitos T 

activados/memoria (Arosa, 2002). Por tanto, el aumento de las poblaciones CD8+ 

CD28- y CD8+ CD27- (Hamann et al.  1997) en enfermos de melanoma podría ser la 

consecuencia de una estimulación repetida del sistema inmune que desemboca en un 

proceso de senescencia replicativa y su acumulación in vivo probablemente sea debida a 

la resistencia a la apoptosis que presenta esta subpoblación (Tarazona et al.  2000). La 

pérdida de CD28 también se ha observado en otras situaciones de activación crónica del 

sistema inmune: enfermos infectados por VIH y en el proceso de inmunosenescencia 

(JG Casado et al. enviado para publicación).  

En los enfermos de melanoma estudiados se ha visto que el descenso en la 

expresión de CD27 y CD28 fue mayor en aquellos pacientes en los que no se había 

diagnosticado la presencia de metástasis en el momento del estudio y en pacientes no 

tratados con Interferón alfa2b.  
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El hecho de que el descenso de CD28 sea mayor en los linfocitos T CD8 de los 

pacientes sin metástasis que en los linfocitos de pacientes con metástasis podría indicar 

que la activación del sistema inmune es más adecuada en los pacientes sin metástasis. 

En los enfermos con metástasis el mantenimiento de CD28 sería el reflejo de un defecto 

en la activación de la respuesta inmune.  

El tratamiento con Interferón alfa2b es eficaz en la respuesta a linfomas y 

tumores sólidos, y en ensayos in vitro se ha visto que además de aumentar la actividad 

NK y la expresión de moléculas de MHC-I posee una potente actividad antiproliferativa 

(Eggermont, 2002). El hecho de que se mantenga la población CD8+ CD28+ de los 

individuos tratados con Interferón alfa2b en el mismo nivel que los individuos control 

podría deberse a que el Interferón alfa2b por su actividad antiproliferativa estaría 

inhibiendo la replicación de los linfocitos T CD8+ CD28+ que están siendo estimulados 

en respuesta a una exposición repetida al antígeno, de este modo, el tratamiento con 

Interferón alfa2b en estos enfermos estaría evitando el paso de los linfocitos T CD8+ 

hacia un proceso de senescencia replicativa.  

Para demostrar que el porcentaje de linfocitos T CD8+ CD28+ se mantiene 

constante como consecuencia del tratamiento con Interferón alfa2b, se realizó un ensayo 

in vitro para obtener células estimuladas que han adquirido un fenotipo CD8+ CD28- 

característico de células efectoras/memoria. Para ello, se cultivaron PBLs de individuos 

sanos durante 15 días en presencia de IL-2, en este tiempo las células T CD8+ 

proliferaron constantemente adquiriendo un fenotipo efector/memoria (CD8+ CD28-). 

Cuando se cultivan PBLs en presencia de IL-2 e Interferón alfa2b, la proliferación 

celular se bloquea casi por completo y el porcentaje de células T CD8+ con fenotipo 

naive CD8+ CD28+ y  CD45RA+ CD45RO- (datos no mostrados) se mantiene 

constante sin que las células entren en un proceso de activación celular. 

 

El análisis de la expresión de receptores asociados a células NK en linfocitos T 

CD8+ mostró que, en general, los enfermos de melanoma tienen incrementada la 

presencia de algunos de estos receptores, y además, presentan una mayor variabilidad en 

la expresión de estos receptores.  

Concretamente existe un aumento significativo de las poblaciones CD8bright 

CD56+ y CD8bright CD57+. El aumento de estas dos poblaciones en los enfermos, 

podría ser el resultado de una expansión in vivo como consecuencia de una estimulación 

antigénica que ha desembocado en una proliferación extensa (Tarazona et al., 2000).  
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Según Pittet et al., la expresión de CD56 en células CD8+ está directamente 

relacionada con la función efectora citotóxica del linfocito T (Pittet et al.  2000), de 

modo que el aumento en el porcentaje de células CD8brigtht CD56+ en PBLs de 

enfermos de melanoma podría estar relacionado con una mayor actividad citolítica de 

los linfocitos T CD8+ en circulación.  

En cuanto al aumento de células CD8bright CD57+ está descrito que la 

expresión de CD57 en células CD8+ junto con otras características fenotípicas como 

CCR7-, CD27-, CD45RAbright, CD28-, CD11a bright indica un fenotipo característico 

de linfocitos T efectores citotóxicos (Hamann et al., 1997), además se han observado 

expansiones de células T CD57+ CD28- en varias condiciones de activación del sistema 

inmune (Kern et al.  1996). Por tanto, el aumento de la población CD8bright CD57+ en 

enfermos de melanoma, y particularmente en enfermos de melanoma sin metástasis, 

podría reflejar un  aumento de la actividad citotóxica de los linfocitos T CD8 en estos 

enfermos como consecuencia de la estimulación antigénica a la que están sometidas 

estas células.  

Por otro lado, en estudios funcionales se ha demostrado que el incremento en el 

número de células CD8+ CD57+ está estrechamente correlacionado con la producción 

de IFN-γ en PBLs estimulados vía CD3 (Ohkawa et al.  2001), y aunque en menor 

medida que las células CD8+ CD57+, la población CD8+ CD56+ también produce IFN-

γ (Ohkawa et al., 2001). Por tanto, el aumento de estas poblaciones en enfermos de 

melanoma puede acompañarse de un aumento de la producción de IFN-γ, el cual podría 

jugar un papel importante en la respuesta Th1 y en la modulación de la expresión de 

moléculas MHC-I en células de melanoma. Finalmente, en los estudios de actividad 

citotóxica antitumoral se ha comprobado que la lisis mediada por linfocitos T CD57+ es 

más débil que la mediada por la subpoblación CD56+ (Ohkawa et al., 2001). 

El estudio de la coexpresión de CD56 y CD57 en células CD8+, muestra un 

incremento significativo de la población CD8+ CD56+ CD57+ en enfermos de 

melanoma sin metástasis. El aumento de esta población celular con características de 

células efectoras podría estar correlacionado con una respuesta inmune más adecuada en 

estos pacientes.  

El análisis de la expresión del receptor CD16 (FcγRIII) en células CD8 mostró 

un incremento significativo de este marcador en enfermos de melanoma y más aún en 

enfermos sin metástasis. En estudios con ratones se ha observado que los mecanismos 

efectores dependientes del receptor Fc contribuyen a la acción citotóxica de anticuerpos 
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específicos de tumor y que un anticuerpo específico antitumoral se uniría 

preferentemente a receptores Fc activadores como FcγRIII y mínimamente a receptores 

inhibidores como FcγRIIB (Clynes et al.  2000). Por tanto, una expresión alta del 

receptor CD16 en células CD8 de enfermos de melanoma puede contribuir a la lisis de 

células de melanoma por el mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos. En este sentido, se ha descrito la presencia de anticuerpos frente a células 

de melanoma en pacientes inmunizados con células alogénicas que podrían contribuir a 

la eficacia terapéutica de la vacunación (Maio et al.  ). 

En los enfermos de melanoma y fundamentalmente en los pacientes sin 

metástasis se comprobó la existencia de un aumento de la población de células CD8+ 

gl183+ en relación con los individuos sanos. Este hecho reflejaría la existencia de un 

mecanismo regulador de la extensión de la función citotóxica de las células CD8 de 

estos pacientes (Speiser et al.  1999c). Dado que gl183 reconoce tanto la forma 

activadora (KIR2DS2) como la inhibidora (KIR2DL2) del receptor serán necesarios 

ensayos funcionales para determinar las implicaciones de dicho incremento. 

 Finalmente, se ha comprobado que los pacientes de melanoma tratados con 

Interferón alfa2b tenían un descenso significativo en el porcentaje de células CD8+ 

CD85+. El ligando de CD85 es la molécula HLA-G que puede estar expresada en la 

superficie de algunas células tumorales, incluyendo células de melanoma (Paul et al.  

1999), de modo que el aumento de células CD8+ CD85+ y la expresión de HLA-G en 

células de melanoma podría ser indicador de una inhibición de la actividad citotóxica 

antitumoral en estos pacientes. Por otro lado, el descenso de células CD8+ CD85+ 

observado en individuos tratados con Interferón alfa2b podría mejorar la citotoxicidad 

de los linfocitos T CD8 sobre células de melanoma. 

 

En el estudio de la coexpresión del heterodímero CD94/NKG2A en las células 

CD8+ de enfermos de melanoma, se demostró la existencia de un descenso significativo 

del porcentaje de moléculas NKG2A unidas a CD94. En ensayos de citotoxicidad con 

CTLs específicos de antígenos de melanoma, se ha comprobado que la presencia del 

receptor inhibidor CD94/NKG2A en estos linfocitos bloquea la lisis de células de 

melanoma (Speiser et al.  1999a). En un estudio con linfocitos T infiltrados de 

melanoma resultó que el 5 - 10 % de los linfocitos eran CD94+. En esa población de 

células, la coexpresión del heterodímero CD94/NKG2A se observó en el 50 % de los 

linfocitos infiltrados de las lesiones primarias y en el 80 % de las lesiones metastáticas 
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(Vetter et al.  2000), esto podría indicar la existencia de una inhibición de la actividad 

citotóxica en los linfocitos de estos pacientes.  

En modelos animales se ha comprobado un aumento del dímero CD94/NKG2A 

en células T CD8+ en respuesta al polioma virus, este aumento sería el responsable de 

la inhibición de la respuesta antiviral observada en estas células (Moser et al.  2002). 

Además, la expresión del dímero CD94/NKG2A en linfocitos T CD8 puede aumentar 

en respuesta a citoquinas como TGF-β (Bertone et al.  1999), IL-15(Mingari et al.  

1998), IL-12(Derre et al.  2002) y en linfocitos T CD4, la expresión de CD94/NKG2A 

puede inducirse en respuesta a una activación mediada por CD3 y aumenta en presencia 

de IL-10 y TGF-β1 (Romero et al.  2001). 

Sin embargo nuestros resultados indican que en sangre periférica la coexpresión 

de CD94/NKG2A en los linfocitos CD8+ de enfermos de melanoma es 

significativamente inferior a la observada en controles sanos. Estos datos sugieren que 

en estas células posiblemente exista una asociación de la molécula CD94 con moléculas 

activadoras de la citotoxicidad como NKG2C o NKG2E. Si esto fuera así, las células 

CD8 obtenidas  de sangre periférica de los enfermos de melanoma presentarían un 

fenotipo ligado a una actividad citotóxica que aparecería como consecuencia de un 

proceso de estimulación antigénica donde estarían implicadas citoquinas moduladoras 

de la expresión de CD94/NKG2A. Resultados similares han sido observados en la 

infección por VIH (Tarazona et al.  2002). 

Las diferencias observadas en la coexpresión de CD94/NKG2A en linfocitos 

CD8 de sangre periférica y linfocitos infiltrantes de tumor pueden reflejar diferentes 

estadíos de diferenciación/activación celular. 

 

El análisis fenotípico en función del fenotipo CD28 de los receptores asociados a 

NK nos permitió estudiar la distribución de estos receptores en células cuyo fenotipo se 

relaciona a células T vírgenes (CD8+ CD28+) y en células que han sido sometidas a un 

proceso de activación con el fenotipo CD8+ CD28-. Los resultados muestran que tanto 

en controles sanos como en enfermos, la expresión de receptores asociados a NK es más 

frecuente en la población de linfocitos T CD8+ CD28- como previamente se ha descrito 

para las células CD3+ CD28- (Speiser et al.  1999b) (Tarazona et al., 2002). Se ha 

observado que las células con fenotipo CD8+ CD28- corresponden a células que 

muestran capacidad citotóxica ex vivo (Hamann et al., 1997), por esta razón, la 

frecuente expresión de receptores NK en la población CD8+ CD28- podría ser el reflejo 
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de un mecanismo modulador de la extensión de la función efectora del linfocito T CD8 

(Speiser et al., 1999b).  

En el estudio de la expresión de receptores NK en las subpoblaciones CD8+ 

CD28+ y CD28- se comparó la expresión de estas moléculas entre individuos sanos y el 

grupo de enfermos de melanoma diferenciando a su vez los enfermos en función de 

presentar o no metástasis y en función del tratamiento con Interferón alfa2b. Las 

comparaciones entre los grupos de enfermos apenas mostraron diferencias 

significativas, sin embargo, sí que se observó en todos los grupos una mayor variación 

en el porcentaje de células CD8bright CD28- que expresaban los receptores inhibidores 

NKB1, EB6, gl183, y CD85. Estas variaciones sugieren que la regulación de la 

actividad citotóxica de los linfocitos T CD8 por receptores NK puede ser diferente en 

cada paciente.  

 

Como hemos indicado anteriormente, la expresión de CD56 está considerada 

como un marcador muy útil para identificar linfocitos T CD8+ efectores en diferentes 

situaciones clínicas, y se ha demostrado que existe una alta correlación entre la 

expresión de CD56 y la capacidad citotóxica del linfocito T (Pittet et al., 2000). 

En este trabajo se analizó la expresión de receptores asociados a células NK en 

las poblaciones CD8+ CD56+ y CD8+ CD56- de enfermos de melanoma para 

determinar si la presencia de estos receptores pudiera estar influyendo en la capacidad 

de lisis de las células CD8+ efectoras.  

El análisis de los resultados indica que la expresión de receptores NK es muy 

abundante en células con fenotipo CD8+ CD56+, mientras que en aquellas con fenotipo 

CD8+ CD56- su expresión es prácticamente nula tanto en individuos sanos como en 

enfermos de melanoma. El aumento de la expresión de estos receptores en la población 

CD8+ CD56+ podría indicar la existencia de una modulación de la actividad lítica de 

los linfocitos T citotóxicos efectores.  

 Al comparar la expresión de los receptores NK en células CD8+ CD56+ de 

individuos sanos con el grupo de enfermos de melanoma, prácticamente no se 

observaron diferencias significativas, sin embargo, sí que existe una tendencia al 

aumento de la expresión de CD94, gl183, EB6 y CD57 en los enfermos, 

fundamentalmente en aquellos pacientes que no presentan metástasis. Estos resultados 

podrían indicar que, aunque los enfermos presentan un alto número de lintocitos T 
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citotóxicos con un fenotipo efector (CD8+ CD56+), la capacidad citotóxica podría estar 

regulada por receptores NK. 

 

La molécula CD45 juega un importante papel en las funciones del linfocito T y 

en su activación vía TCR. La expresión de las diferentes isoformas de CD45 en una 

célula depende de su estado de maduración y de si ha sido o no expuesta previamente a 

algún antígeno (Altin and Sloan, 1997).  

Por tanto, las isoformas de CD45 cambian durante la diferenciación celular, la 

molécula CD45RA está expresado en linfocitos T vírgenes o naive, mientras que los 

linfocitos que expresan CD45RO representan a una población de linfocitos T memoria 

que han entrado en contacto con el antígeno (Young et al.  1997). En este trabajo se 

estudió la expresión de CD45RA y CD45RO en linfocitos T CD8+ de enfermos de 

melanoma y se analizó además su expresión en función del fenotipo CD28 y CD56.  

Aunque el análisis de las isoformas de CD45 en células CD8+ no mostró 

diferencias significativas respecto a los controles sanos, se pudo observar en el grupo de 

enfermos, una tendencia al aumento y a la disminución de las poblaciones CD8+ 

CD45RO+ y CD8+ CD45RA+ respectivamente. Este hecho sugiere que en los enfermos 

de melanoma está sucediendo un proceso de estimulación antigénica que pone en 

marcha la diferenciación de los linfocitos T, induciendo el cambio de CD45RA a la 

isoforma CD45RO. En los enfermos con metástasis y en los tratados con Interferón 

alfa2b, esta tendencia fue aún mayor.  

Según Monsurro et al. el análisis de CD27/CD45RA es un buen indicador de las 

fases de activación celular. El descenso en la expresión de CD45RA junto con el 

descenso CD27 previamente observado en los enfermos de melanoma indica el 

predomino de células con fenotipo efector/memoria en estos pacientes (Monsurro et al.  

2002). 

En las células CD8+ de enfermos de melanoma se determinó la presencia de 

moléculas responsables de la actividad citolítica del linfocito T midiendo el contenido 

en perforina intracelular y la expresión de la molécula de superficie CD244. La 

perforina es una proteína que forma poros en la membrana de las células diana, es 

homóloga a la proteína C9 del complemento y es secretada por células NK y linfocitos 
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T activados, mientras que el receptor CD244 se expresa en la superficie de células NK y 

en una subpoblación de linfocitos T CD8+ e induce la lisis en células diana CD48+. 

Nuestros resultados mostraron un incremento significativo en la expresión de 

CD244 en los enfermos de melanoma, fundamentalmente en pacientes sin metástasis y 

sin tratamiento con Interferón alfa2b. Se ha descrito que el aumento de CD244 se 

correlaciona con la adquisición de características de células efectoras (Speiser et al.  ). 

Por otro lado, se ha observado que la respuesta proliferativa de linfocitos T citotóxicos 

puede ser incrementada por la interacción CD244-CD48 y que las interacciones CD244-

CD48 pueden ocurrir entre células T (Kambayashi et al.  2002). Por esta razón, el 

aumento de células CD8+ CD244+ en enfermos de melanoma sería el indicador de una 

mayor respuesta inmunológica. 

Las medidas de perforina intracelular en células CD8 de enfermos de melanoma 

mostraron que en estos pacientes existe un aumento significativo de esta molécula con 

respecto a las medidas en los controles. El aumento en el contenido de gránulos de 

perforina intracelular en linfocitos T CD8+ de enfermos de melanoma está asociado al 

proceso de activación y diferenciación celular que se ha descrito en estos pacientes. En 

este proceso de activación, existe fundamentalmente un estímulo antigénico y un 

entorno de citoquinas favorable para el cambio fenotípico de linfocito T virgen a 

linfocito T efector que implica la adquisición de la maquinaria necesaria para realizar la 

lisis. En el entorno de citoquinas favorable para la activación del linfocito T las 

citoquinas IL-2 e IL-15 juegan un papel fundamental y actualmente están siendo 

ensayadas para la inmunoterapia en algunos enfermos de cáncer (Fehniger et al.  2002). 

La IL-2 y la IL-15 son dos factores de crecimiento que regulan la función del linfocito T 

y la homeostasis. En pacientes tratados con rIL-2 se ha observado un incremento en la 

expresión del gen de la perforina en relación con los mismos pacientes no tratados 

(Leger-Ravet et al.  1994) y en experimentos in vitro con PBLs de enfermos de 

melanoma tratados con IL-15 se ha obtenido una activación de la citotoxicidad celular 

frente células de melanoma autólogas (Gamero et al.  1995).  

Por tanto, los datos obtenidos donde se muestra que los linfocitos T presentan un 

aumento de CD244 y perforina que podría ser la consecuencia de un proceso de 

activación celular en la que fundamentalmente interviene IL-2 y una inducción de los 

mecanismos efectores de la que en parte es responsable la IL-15. Los datos que indican 



Discusión 

 97

una alta concentración de IL-2 e IL-15 en el suero de alguno de estos pacientes 

(Lauerova et al.  2002) así lo corroboran. 

Se ha observado que los pacientes con metástasis y aquellos que no estaban 

recibiendo tratamiento con Interferón alfa2b presentaban una alta expresión de 

perforina. La razón de este aumento en los enfermos con metástasis podría deberse a 

que en estos pacientes existe una mayor estimulación antigénica que trae consigo la 

aparición del fenotipo efector/memoria como ya habíamos observado previamente en la 

expresión de moléculas coestimuladoras y CD45. En el caso de los pacientes tratados 

con Interferón alfa2b, la baja expresión de perforina podría deberse a que el interferón-

alfa2b está inhibiendo la proliferación celular. 

 

El análisis de las moléculas efectoras de la citotoxicidad en función de la 

expresión de CD28 en los linfocitos T CD8+ se realizó para estudiar las moléculas 

efectoras de la citotoxicidad celular en linfocitos T citotóxicos de fenotipo virgen 

(CD8+ CD28+) y en linfocitos con fenotipo efector/memoria (CD8+ CD28-) de 

enfermos de melanoma. 

Los datos mostraron que en enfermos de melanoma al igual que en individuos 

sanos, estas moléculas efectoras se expresan mayoritariamente en células de fenotipo 

CD8+ CD28-; además, en los enfermos de melanoma hay un aumento (no significativo) 

del contenido de perforina intracelular en esta subpoblación. Por tanto, en los enfermos 

de melanoma hay un predominio de linfocitos con el fenotipo activado CD8+ CD28- 

CD45RA- CD45RO+ y presentan mayoritariamente las moléculas efectoras perforina y 

CD244. 

En los enfermos con metástasis se observó que la expresión de perforina 

intracelular en células CD8+ CD28- es mayor que en controles y en enfermos sin 

metástasis. Esto podría indicar que en estos pacientes existe una mayor estimulación 

antigénica de los PBLs acompañada de un patrón de citoquinas que aumenta la 

activación. Los trabajos en los que se realizaron medidas de citoquinas en enfermos con 

metástasis han demostrado que en estos pacientes existen altas concentraciones de IL-12 

(Lauerova et al., 2002), además, el hecho de que algunas células de melanoma 

produzcan IL-15 (Barzegar et al.  1998) podría favorecer la activación de los linfocitos 

T citotóxicos. 
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Sin embargo, en los sueros de pacientes con metástasis también existen altas 

concentraciones de las citoquinas IL-6 (Moretti et al.  2001), IL-10 (Sato et al.  1996) y 

bajos niveles de IFN-γ que podrían estar permitiendo a las células de melanoma un 

escape a la respuesta inmune mediada por linfocitos T. 

 

Caracterización fenotípica y funcional de linfocitos T específicos de 

antígenos de melanoma 

El antígeno Melan-A/MART-1 está expresado en la mayoría de los melanomas y 

en un 60 % de las líneas de celulares (Castelli et al.  2000). Se han identificado 

linfocitos T citotóxicos que reconocen este antígeno en infiltrados de tumor y en la 

sangre periférica de individuos sanos y enfermos de melanoma (Dunbar et al.  2000). Ya 

que no todos los individuos sanos HLA-A2 presentan linfocitos T CD8 Melan-

A/MART-1 específicos, seleccionamos mediante el estudio fenotípico con  tetrámeros 

aquellos individuos sanos HLA-A2 con linfocitos T CD8 Melan-A/MART-1 específicos 

y se utilizaron sus PBLs para realizar una expansión in vitro. La fracción CD8- de los 

PBLs se utilizó como células presentadoras del antígeno Melan-A/MART-1 para 

estimular el crecimiento de la población de linfocitos T específicos. Los resultados 

demuestran que con este protocolo de expansión se puede obtener un número alto de 

linfocitos T específicos que permite realizar ensayos funcionales. Además, la expansión 

de estos linfocitos T con el péptido Melan-A/MART-1 nos ha permitido estudiar in vitro 

los cambios fenotípicos y funcionales tras el reconocimiento antigénico. Por otro lado,  

además, este tipo de protocolos de expansión in vitro podría ser utilizado en 

inmunoterapia para reinyectar las células T expandidas que tengan la capacidad de 

reconocer y lisar específicamente una célula (Oelke et al.  2000). 

 

Con la técnica del tetrámero se realizó el marcaje de los linfocitos T CD8+ 

Melan-A/MART-1 específicos en PBLs de individuos sanos y se analizó la expresión de 

marcadores de diferenciación celular, de las moléculas coestimuladoras CD27 y CD28 y 

de las moléculas implicadas en la citotoxicidad CD244, FasL y perforina. En estos 

resultados se demuestra que los linfocitos circulantes T CD8 específicos del antígeno 

Melan-A/MART-1 se caracterizan por tener un fenotipo de linfocito virgen CD8+, 

CD27+, CD28+, CD45RA+, CD45RO- y CCR7+ y por no expresar o expresar un bajo 

nivel de moléculas efectoras. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos de 

enfermos de melanoma por Pittet et al. en los que se observó que la mayoría de los 
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pacientes con melanoma (7 de cada 10) también presentan linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 específicos con el fenotipo virgen CD45RA+ CD45RO- (Pittet et al.  1999). 

 

Para la expansión de la población de linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 

específicos se estimuló a los 0 y 7 días la fracción de células CD8+ con células 

autólogas de la fracción CD8- cargadas con el péptido Melan-A/MART-1 en presencia 

de IL-2 e IL-7. A los 14 días de cultivo se realizó el marcaje con los tetrámeros para 

analizar la expresión de marcadores de diferenciación y moléculas coestimuladoras. El 

fenotipo predominante que resultó de la estimulación in vitro de los linfocitos T 

específicos fue CD8+ CD27+ CD28+ CD45RA- CD45RO+ y CCR7-. Este fenotipo 

demuestra que durante la estimulación in vitro sucede un cambio en la expresión de las 

isoformas de CD45 y una pérdida del receptor CCR7 en comparación con los linfocitos 

en reposo. En el caso de las moléculas coestimuladoras, se observó una disminución del 

canal medio de fluorescencia durante la estimulación. Es importante señalar que estos 

mismos cambios fenotípicos suceden durante el proceso de diferenciación in vivo de los 

linfocitos T CD8 (Dutton et al.  1998).  

Varios autores dividen el proceso de diferenciación celular en diferentes fases en 

función del fenotipo CD45RA y CCR7 (Jager et al.  2002;Sallusto et al.  1999), 

utilizando estos dos marcadores hemos podido estudiar la diferenciación in vitro tras el 

reconocimientos del antígeno.  

Los linfocitos T CD8 específicos de sangre periférica mostraron un fenotipo 

CD45RA+ CCR7+, el cual, es característico de células vírgenes. Cuando las células 

fueron estimuladas in vitro pasaron a adquirir un fenotipo en el que el 80 ± 10 % de 

ellas fueron CD45RA- y un 92 ± 6 % de ellas CCR7-, de modo que el fenotipo que 

predomina después de la estimulación es el CD45RA- CCR7- que se definen como 

células efectoras/memoria (Jager et al., 2002). 

Con estos datos se demuestra que la estimulación in vitro con el péptido Melan-

A/MART-1 realizada en presencia de IL-2 e IL-7 consigue expandir eficazmente la 

población de linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 específicos. La mayoría de las 

células expandidas adquieren durante la estimulación un fenotipo efector/memoria, 

mientras que un pequeño porcentaje de células adquieren el fenotipo CCR7- que si 

estuviera coexpresado con CD45RA se las podría definir como células efectoras. Por 

tanto, la estimulación induce una diferenciación que se detiene en el estadío de 

linfocitos T CD8 de fenotipo efector/memoria, sin alcanzar el fenotipo efector de 
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linfocitos T CD8 específicos. Probablemente, si la estimulación in vitro de los linfocitos 

T CD8 específicos se realizara en un entorno de citoquinas diferente o quizás durante un 

periodo de tiempo mayor, se obtendrían linfocitos T efectores con capacidad citotóxica 

que podrían ser útiles para su uso en inmunoterapia. 

 

Para conocer la expresión de moléculas efectoras de la citotoxicidad en los 

linfocitos T CD8 específicos se analizó la expresión de las moléculas de superficie 

CD244 y FasL y el contenido intracelular de perforina. La expresión de FasL y 

perforina en los linfocitos T CD8+ Melan-A/MART-1 circulantes de individuos sanos 

fue prácticamente nula, mientras que la expresión de CD244 presentó una alta 

variabilidad que osciló en un rango de 0 al 40 % en los diferentes individuos. Estos 

resultados corroboran los datos obtenidos en el análisis de los marcadores de 

diferenciación  que demuestran que estas células tienen un fenotipo virgen. 

 Cuando se expandió la población de linfocitos T específicos por estimulación in 

vitro, la expresión de FasL y perforina intracelular no aumentó, sin embargo, la 

expresión de CD244 aumentó hasta el 49 ± 15 % del total de linfocitos T específicos.  

Se ha observado que CD244 se expresa más débilmente en células de fenotipo 

memoria central CD45RA- CCR7+ que en células efectoras de fenotipo CD45RA+ 

CCR7- y que la disminución de CCR7 y el aumento de CD244 está correlacionado con 

la adquisición de fenotipo efector de células T (Speiser et al., ). Por todo ello podemos 

decir que la estimulación in vitro de los linfocitos T específicos induce una 

diferenciación predominante hacia un fenotipo efector/memoria CD45RA- CCR7- y que 

el aumento de CD244 podría indicar un posible inicio de la diferenciación hacia células 

de fenotipo efector. 

Por otro lado, el hecho de que aumente la molécula CD244 en linfocitos T 

específicos podría utilizarse como un marcador del grado de diferenciación de las 

diferentes células T específicas de antígenos de melanoma. Además, al contrario que 

CD27 y CD28 que disminuyen su expresión en la activación de los linfocitos T, el 

aumento de CD244 que tiene lugar en el cambio a fenotipo efector podría proporcionar 

las señales coestimuladoras necesarias para aumentar la activación de linfocitos T CD8 

específicos. 

 

En estudios previos se ha observado la expresión de receptores inhibidores en 

linfocitos T específicos de antígenos tumorales (Bakker et al.  1998;Huard and 
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Karlsson, 2000). Teniendo en cuenta los cambios observados en la expresión de los 

receptores inhibidores en el total de linfocitos CD8 de sangre periférica de enfermos de 

melanoma, se abordó el estudio de la expresión de estos receptores en el los linfocitos T 

específicos de antígenos de melanoma. Para ello se analizó la expresión de las 

moléculas EB6, gl183, NKB1, CD85, CD94 y NKG2A en la población de linfocitos T 

CD8+ Melan-A/MART-1 en reposo y sometidos a estimulación in vitro.  

Sorprendentemente la expresión de los receptores inhibidores EB6, gl183 y 

CD85 en linfocitos T específicos en reposo fue relativamente alta (14 ± 5 %,  10 ± 10 % 

y 13 ± 9 % respectivamente), sin embargo, cuando estas células son estimuladas in 

vitro, la expresión disminuye hasta hacerse prácticamente nula. Es necesario realizar 

ensayos funcionales de lisis para determinar el efecto de la presencia de estos receptores 

en la superficie de estos linfocitos, sin embargo, la expresión de estos receptores en 

linfocitos T en reposo podría ser el reflejo de un mecanismo de control de una respuesta 

inmune frente a antígenos propios, mientras que la desaparición de estos receptores en 

los linfocitos estimulados podría indicar una actividad citotóxica aumentada en estas 

células.  

Con los datos obtenidos podríamos decir que la estimulación in vitro activa una 

diferenciación celular mayoritariamente hacia un fenotipo memoria y que el aumento de 

CD244 podría indicar el inicio del cambio de célula memoria a célula efectora. En este 

cambio hay un descenso paralelo de receptores inhibidores que podría incrementar la 

actividad citolítica de estos linfocitos frente a células de melanoma. 

 

Mediante ensayos de ELISPOT se comprobó que los linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 circulantes de individuos sanos no secretan IFN-γ en respuesta al péptido 

Melan-A/MART-1. La ausencia de la función efectora de estas células se correlaciona 

con el fenotipo virgen que presentan. Estas características fenotípicas y funcionales se 

han descrito en la mayoría de los enfermos de melanoma, sólo en algunos enfermos de 

melanoma con metástasis se ha comprobado la existencia de estas células con fenotipo 

efector/memoria y con función efectora, es decir, los linfocitos T CD8+ Melan-

A/MART-1 específicos funcionales y de fenotipo efector/memoria se encuentran 

exclusivamente en enfermos de melanoma con metástasis aunque en este grupo de 

enfermos hay individuos con células que presentan el mismo fenotipo virgen que hemos 

observado en sangre periférica de individuos sanos (Dunbar et al., 2000).  
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Los ensayos de ELISPOT realizados con los linfocitos T CD8 específicos 

estimulados in vitro demuestran que hay una secreción de IFN-γ en respuesta al péptido 

para el que son específicos. 

Por otro lado, los experimentos de CITOSPOT demostraron que los linfocitos T 

CD8 específicos estimulados in vitro secretan IFN-γ en respuesta a células de melanoma 

que presentan el péptido Melan-A/MART-1 con lo que se demuestra la funcionalidad de 

estas células. Resultados similares han sido publicados por otros autores (Dunbar et al., 

2000). 

 

En resumen, el estudio de la expresión de las moléculas coestimuladoras y de los 

receptores inhibidores en los linfocitos de sangre periférica de enfermos de melanoma 

nos ha permitido profundizar en el conocimiento de la respuesta inmune antitumoral. 

 Por un lado, los experimentos llevados a cabo con la línea YT-Indy han 

demostrado que el receptor inhibidor KIR2DL2 modula la lisis de células de melanoma 

mediada por CD28, además hemos comprobado que éste es un buen modelo para 

determinar el efecto de moléculas coestimuladoras y de los receptores inhibidores en la 

lisis de células tumorales.  

Por otro lado, el análisis fenotípico de los linfocitos T CD8 de enfermos de 

melanoma nos ha permitido identificar los cambios que suceden en la expresión de 

marcadores de diferenciación/activación, receptores NK y moléculas coestimuladoras 

en estos pacientes. En conjunto los resultados obtenidos sugieren que las células de 

estos pacientes están sometidas a un proceso de activación/diferenciación celular. 

Finalmente, el análisis de linfocitos T CD8 específicos de antígenos de 

melanoma nos ha permitido estudiar los cambios en el fenotipo y la función de 

linfocitos T específicos inducidos por la estimulación in vitro. Tras la activación se 

observaron cambios en el fenotipo virgen hacia un fenotipo efector/memoria junto con 

la adquisición de capacidad funcional. El modelo de estimulación in vitro utilizado en 

este trabajo nos permitirá el estudio funcional de la expresión de receptores inhibidores 

y de moléculas coestimuladoras en la lisis de células tumorales mediada por linfocitos T 

específicos. 
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