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Resumen

La evolucion biolégica del melanoma maligno involucra una serie de etapas que pueden ser sintetizadas en la progre-
sion multi-pasos del proceso neoplasico. Estos eventos reflejan las alteraciones genéticas que guian al proceso de trans-
formacion progresiva, partiendo de su fase incipiente, cuando el melanocito se encuentra localizado en su nicho epidér-
mico (unidad melanocitica epidérmica), en franca armonia con sus homoénimos y con los queratinocitos, sus células
vecinas.Luego pasa por una serie de eventos fisiopatoldgicos que incluyen la intervencion de las moléculas de adhesion
con funciones alteradas (caderina-E, caderina-N, cateninas, etc), de interconexion (conexinas),asociadas a la interrupcién
0 inhibicién de las uniones intercelulares (uniones GAP), intervencién de factores de crecimiento relacionados con el
estromay con lainduccién neoplasica (b-FGF, PDGF,VEGF) y aquellos relacionados con la induccién de la linfoangiogénesis
(VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D), los cuales juegan un papel importante en la progresion tumoral y en la metéstasis.

Se presenta un enfoque general de los aspectos relacionados con la tumorogénesis aplicables al MM, donde se sefia-
lan las multiples alteraciones cromosémicas que subyacen al desarrollo de la célula neoplasica y la especial relacion,
sustentada por numerosas observaciones clinicas y experimentales, que existe entre la célula neoplasica y las células del
huésped:miofibroblastos, células endoteliales,estroma, etc. Figurativamente,hemos viajado con un melanocito con alte-
raciones genéticas, que ha roto las ataduras con sus similares y con las células queratinociticas vecinas, en su ambiente
epidérmico, pasando por todos las etapas de la progresién tumoral descritas, hasta alcanzar la luz vascular en forma
metastdsica,adquirir nuevas propiedades adhesivas y formar una nueva neoplasia en el tejido invadido del hospedador.

Palabras clave: Melanoma maligno, Progresion tumoral, Moléculas de adhesidn, Caderinas y Cateninas, Factores
de crecimiento, Metastasis.

Malignant Melanoma: Relation with the stroma and dynamics of intercellular communication.
Abstract

The biological evolution of malignant melanoma involves a series of stages comprised in the multi-steps progression
of the neoplasic process.These events reflect the genetic alterations that guide the progressive transformation process,
from an early phase when the melanocyte is located in its epidermal niche (epidermal melanocitic unit),in harmony
with other melanocytes, keratinocytes and other neighboring cells. Later, the malanocyte suffer a series of
physiopathological events that include altered functions in adhesion molecules (E-cadherin, N-Cadherin, catenines,
etc), interconnecting molecules (conexins associated to the inhibition of GAP joints), growth factors associated with
stroma and tumor induction (b-FGF, PDGF,VEGF) and those related with the induction of lyphoangiogenesis (VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D), which play an important role in tumor progression and metastasis.

Here, we present a general outlook of various aspects related to the tumorogenesis of MM, pointing out the multiple
chromosomal alterations that underline the development of the neoplasic cells and their relationship with host cells:
myofibroblasts,endothelial cells,stroma, etc. Figuratively, we have travelled with a melanocyte with genetic alterations
that have broken up the ties with other melanocytes and neighboring keratinocytes in the epidermis, passing through
differente tumor stages, reaching the vascular lumen and acquiring new adhesive properties to form a new neoplasia
in the host invaded tissue.

Key Words: Malignant melanoma, Tumor progression, Adhesion molecules, Cadherin, Catenines, Growth factors,
Metastasis.
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Introduccion

Por progresion tumoral se entiende la serie de eventos
por medio de los cuales una célula supuestamente normal,
produce una célula cancerigena metastésica. El aporte de la
experimentacion animal, mediante el cadncer inducido por
carcinégenos, ha contribuido a definir estos pasos de la pro-
gresion tumoral en humanos. El tratamiento en animales de
experimentacion con carcindégenos quimicos, puede condu-
cira un complejo orden de lesiones proliferativas, una de las
cuales en raras ocasiones, puede generar cancer. Las lesio-
nes tempranas o tumores benignos en estos animales son
clonales, estrictamente benignas y de cariotipo diploide'.Es-
tas lesiones, posterior a un periodo inicial de crecimiento, se
hacen estables y cominmente regresan, por via de la dife-
renciacion. El ejemplo mas paradigmatico lo constituye el
nevus melanocitico comuny su etapa mds tardia de diferen-
ciacién, el neuronevus. Estas lesiones bien diferenciadas, son
numerosas cuando se les compara con las lesiones tardias
de la progresion tumoral. Mas tarde, una segunda drea de
crecimiento celular,puede suceder localmente en una de las
lesiones benignas, en una zona arquitecturalmente desor-
ganizada, que puede dar lugar a un pequefo ndmero de
células atfpicas,indistinguible de las células cancerigenas .Ra-
ramente una lesién en crecimiento progresivo, se genera de
una pequefa area de una lesién precedente, mas bien se
trata de un nuevo crecimiento que es parcialmente auténo-
mo e invasivo, mas no metastasico. Este fendmeno es el que
ocurre en la fase de crecimiento radial (FCR) del melanoma
maligno (MM). Este crecimiento estd compuesto estructu-
ralmente por células atipicas y constituye lo que se entiende
por cancer primario. Dentro de esta lesion histolégicamente
maligna, puede aparecer una nueva poblacién de células a
menudo, en forma de patrén de crecimiento esferoidal,
globoide, expansivo, en la mayorfa de los casos con capaci-
dad metastasica.Corresponde a la fase de crecimiento verti-
cal (FCV) descrita en la histogénesis del MM.

Recientes avances en técnicas de cultivo de tejidos, han
permitido la caracterizacion bioldgica,inmunoldgicay genética
de melanocitos aislados de piel normal, asi como de aquellas
lesiones donde se cumplen los pasos de la progresion tumoral.

Evolucion Biologica en MM

Antes de describir la serie de eventos interrelacionados
que suceden entre MM, sustancias mediadoras y las células
del huésped, se hard una breve revision de las diferentes fa-
ses de crecimiento que constituyen las formas bioldgicas del
MM, de modo de facilitar la mejor comprension de la dina-
mica de esta interesante y enigmatica neoplasia. En primer
lugar, para la mejor ubicacion de diferentes lesiones
melanociticas, es importante tener presente el interesante
concepto de diferenciacion melanocitica en el desarrollo
normal propuesta por Cramer?, representada por las diver-
sas fases de la migracion celular, conocidas como:

«estado precursor de la raiz nerviosa»,
«estado migratorio dérmico,

«estado migratorio de unién»,y

. «estado dendritico».

Dentro de cada clase de lesiones, las propiedades de los
elementos neoplésicos pueden ser comprendidos en térmi-
nos de las propiedades de sus contrapartes no neoplasicas,
correspondiendo el mayor grado de aberracion, a la situa-
cién de mayor acciéon carcinogénica®.

Al «estado dendritico» intraepitelial corresponde la forma-
cion de la «Unidad Melanica Epidérmica» (UME)*® (Fig. 1),una
estructura Unica formada por melanocitos y queratinocitos
actuantes en la epidermis. A cada UME, corresponde la rela-
cién de 1 melanocito por 8 queratinocitos,alineados a lo largo
de la membrana basal del epitelio. Cada melanocito penetra
con sus dendritas a las capas superiores del epitelio, transpor-
tando melanosomas conteniendo pigmento meldnico, para
aproximadamente 35 queratinocitos. Esta actividad de trans-
ferencia pigmentaria la observamos en lesiones benignas y
malignas, como las queratosis seborreicas, ciertos
dermatofibromas, melanoacantoma de Mishima, nevus
melanociticos de unién, nevus melanociticos displésicos
(atipicos),asi como en MM, etc.

El melanosoma es el organelo especializado dentro del
melanocito donde ocurre la sintesis de melanina. Se forma
en la parte central del citoplasma del melanocito y migra a
través de las extensiones dendiriticas, a los sitios de transfe-
rencia intercelular en el tope de las dendritas.El melanosoma,
completamente melanizado, color negro en el campo mi-
croscopico y ultraestructural, es el producto final que ofrece
el melanocito al queratinocito («actividad citocrina» de
Masson)*>5.

A continuacién, se resumen los 6 pasos de progresion
tumoral indirecta:

o N T

Paso 1:

Nevus melanocitico adquirido comun:

Se inicia al afio de edad y contindan apareciendo por
aproximadamente dos décadas.Se piensa que a mayor den-
sidad de nevus (moles) ordinarios, mayor sera el riesgo rela-
tivo para desarrollar MM.Cuando son vistos clinicamente por
primera vez, se presentan como manchas aplanadas color
marrén (numero de melanocitos aumentados en la capa
basal) menor de 0,5 cm de didmetro,la cual crece en el trans-
curso de una a varias décadas de 0,3 a 0,5 cm de didmetro
(etapa de formacion de tecas en la basal).Se hacen elevados,
cesa la sintesis de melanina y luego, o permanece estable o
bien desaparece gradualmente (los melanocitos se extien-
den hasta la dermis superficial y se diferencian gradualmen-
te alos largo de la lineas Schawnianas, finalmente formando
una fina red neuro-mesenquimatica, antes de desaparecer’.
Esta sucesion de eventos lo observamos cominmente en el
nevus melanocitico asociado a la papula fibrosa de la nariz.
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Paso 2:

Nevus melanociticos con atipia arquitectural:

Representada por un nevus con persistente atipia
arquitectural, pero no citolégica. Clinica e histoldgicamente
pueden ser reconocidas areas de proliferacion asimétrica,
pero estas lesiones persistentes, fallan en diferenciarse en el
aspecto caracterfstico del nevus comun adquirido (diferen-
ciacion aberrante).

Paso 3:

Nevus displasico (Atipico):

Ala atipia arquitectural, se anade la atipia citologica focal
o difusa’. Aunque los hallazgos estructurales aparecen, hay
poca tendencia al crecimiento continuo de estas células.
En la medida en que las unidades celulares melanociticas,
se mantengan separadas, el nevus atfpico no mostrara sig-
nos de crecimiento autdnomo’, no obstante, estas lesiones
son precursoras histogénicas y marcadoras para personas
con riesgo aumentado de desarrollar MM (sindrome del
nevus displasico, pacientes con antecedentes de MM fami-
liar, etc. Clinicamente las lesiones en el paso 2 y 3, son
indistinguibles, de alli que la mayoria de nevus asimétricos
enviados para estudio de melanocitos en cultivo, puedan
tener muestras de poblaciones celulares en diversas eta-
pas de evolucion bioldgica, lo que dificulta las investiga-
ciones experimentales, no obstante el aporte de las
proteasas y otras sustancias enzimaticas en la separacion
de poblaciones celulares.

Paso 4:

FCR (Fase de Crecimiento Radial):

Por criterios histoldgicos, corresponde a la etapa temprana
del MM primario. Las células patoldgicas estan confinadas pri-
mariamente al epitelio.Poseen un crecimiento autébnomo, pero
no tienen competencia demostrable para metastizar'”?.A ésta
fase corresponde el MM «in situ» y la fase temprana del MM
Diseminativo Superficial. Cuando esta poblacion celular se in-
yecta al ratén desnudo, generalmente no es tumorogénica.
Esta etapa de FCR del MM se caracteriza por una mezcla inti-
ma de células tumorales con queratinocitos, fibroblastos, cé-
lulas endoteliales, y linfocitos, asociados a modificaciones del
estroma. Cada poblacién celular, tanto tumoral como
inflamatorias y reactivas, tienen sus interesantes y complejas
funciones, aspectos que se abordaran posteriormente.

La FCR, clave para comprender la biologfa del MM y de-
mostrada en los tres tipos de MM (Melanoma Iéntigo malig-
no, Melanoma lentiginoso-acral y Melanoma diseminativo
superficial) (Figs. 2 y 3), ha sido ampliamente estudiada y
preconizada por el grupo de Clark y col. (Escuela de
Pennsylvania) y por Richard Reed y col.(Universidad de Tulane,
New Orleans)’?,asi como los aspectos de biologia molecular
por el grupo de Meenhard Herlyn del Instituto Wistar,
Philadelphia'™™.

Paso 5:

FCV (Fase de Cremiento Vertical):

Estas lesiones pueden derivarse dentro de un foco de la
FCR del MM, como una nueva poblacién de células que cre-
cen con un patrén y estructura diferente. Por criterios
histoldgicos la FCV corresponderifa al estado avanzado del
melanoma primario. Involucra una transicion fenotipica de la
FCR a una situacién mas agresiva, la cual se caracteriza por
invasion a la dermis subyacente y el sub-cutis (Figs.2 y 3).Las
células en esta fase, como se dijo anteriormente, tienen capa-
cidad metastdsica y son tumorogénica en el ratén desnudo.

Paso 6:

MM metastasico:

Las metdstasis en MM son similares en forma y biologfa a
las correspondientes a cualquier otro sistema neoplasico. Se
estima que las metdastasis de 40 a 50% de MM del tipo
diseminativo superficial, suceden después de cumplidos to-
dos los pasos de la progresion tumoral.En otros casos,el MM
metastdsico seinicia en los pasos 3y 4 de la progresién,even-
to consistente con la regla 3 de Foulds «la progresion es in-
dependiente del crecimiento»'2 Solo el 8% de los casos de
MM, fallan en cumplir los pasos lesionales de la progresion
tumoral, p.ej: MM nodular, cuya primera manifestacion pue-
de estar a nivel del paso 5 "7,

Aspectos Fisiopatolégicos

en la Relacion MM-Estroma

Los tumores solidos consisten en una mezcla variable de
células neopldsicas y no neoplasicas. Pudiera definirse como
un tejido intrincado, aunque pobremente organizado cuya
funcion es mantenida por el intercambio dindmico entre cé-
lulas neoplasicas y células del huésped™ ™. La progresion
tumoral,descrita anteriormente en la sesiéon «Evolucion Biold-
gica del MM, incluyendo las metdstasis es solamente posible
a través de la interacciéon estrecha de ambos componentes.
La arquitectura global de un tumor sélido maligno, puede re-
presentarse COMo Una masa compacta con una zona central
necréticay una parte vital periférica. Ella contiene una mezcla
compleja de células neopldsicas y estroma tumoral,a menu-
do distribuida en forma de septos irregulares. Estos septos se
sitian en el borde mas externo del tumor, referido como «frente
invasivo»'¢. Rodeando directamente este borde, estd un area
pobremente definida,enla cual se suceden cambios reactivos
tales como edema e inflamacion. Es la zona denominada por
Herlyn'® «<zona peri-tumoral», para distinguirla del tejido adya-
cente no comprometido. El estroma consiste en microvasos,
tejido conectivo de soporte y células inflamatorias infiltrantes.
Los microvasos estan delineados por células endoteliales y
pueden mostrar cierto grado de cobertura por pericitos, célu-
las similares a fibroblastos, y «componentes de la matriz
extracelulars (CME), los cuales, conjuntamente, conforman el
tejido conjuntivo de soporte. Las funciones asumidas por el
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estroma de soporte involucran soporte fisico,y transporte ce-
lulary de fluidos.Es importante diferenciar el «estroma tumoral»
el cual tiene una funcion de demarcar los aspectos topogra-
ficosy estructuralesy es restringido a las células no neoplasicas,
del concepto de «micro-ambiente tumoral» que implica una
total constelacion funcional y estructural de células neoplasicas,
no neoplasicas y los componentes extracelulares con énfasis
en sus aspectos funcionales, los cuales incluyen citoquinas,
quimioquinas y factores de crecimiento, derivados de células
neopldsicas y no neoplasicas.

En el MM, un tumor altamente maligno, con incidencia
«in crescendo», es notoria su tendencia a las metastasis'’. Las
investigaciones han revelado, que en la patogénesis de las
metastasis del MM, juegan importante papel:factores de cre-
cimiento, moléculas de adhesion, proteasas y componentes
relacionados. Aunque estas investigaciones moleculares se
dirigieron con mayor énfasis a las células del MM, se ha de-
mostrado que las células del estroma juegan un papel clave
en el proceso metastasico,esto es, proliferacion,degradacion
de la matrizy migracién.Se ha adelantado mucho en ciertos
aspectos de la investigacion bioldgica del MM, como:rasgos
morfoldgicos del estroma en lesiones melanociticas'®, anali-
sis deimagen'?,identificacién de factores de crecimiento que
afectan al estroma y sus distribucion en MM, la identifica-
cion de FAP (proteina activadora de los fibroblastos), y los
aspectos relacionados con la angiogénesis?'%, Las conside-
raciones generales sobre el estroma tumoral y los hallazgos
especificos en MM, plantean importantes interrogantes
como: ;Qué factores fisico-quimicos y moleculares estan
involucrados en el proceso mediante el cual, el melanocito,
una célula disefiada para convivir estrechamente con los
queratinocitos en la UME, en su etapa tardia de diferencia-
cion conocida como «estado dendritico», carente de activi-
dad migratoria y capacidad proliferativa?, abandone su ni-
cho natural y emprenda toda una travesia de progresion
tumoral, hasta hacerse tumorogénica y producir metastasis?,
;iCudles moléculas estdn comprometidas en estas
interacciones y como son reguladas?, ;Cudles tipos celulares
juegan un papel dominante en las interacciones melanoma-
estroma?,;Cémo las interacciones melanoma-estroma influ-
yen en la conducta bioldgica del tumor?. Trataremos de dar
respuesta a algunas de estas interrogantes, pero antes pase-
mos breve revision del comportamiento de los melanocitos
en cultivos de tejidos, para luego entrar en la materia relacio-
nada con las moléculas de adhesién.

Crecimiento de los Melanocitos

en Cultivo de MM primario

y Metastasico

En MM en FCR, la morfologfa fusiforme de los melanocitos
recuerda mas estrechamente nevus melanociticos benignos
que células de MM primario en FCV.No obstante,Herlyny col.',
encontraron una linea celular permanente de lesion en FCR

que tenfa propiedades similares a células de MM primario en
FCV, por lo que deducen que es posible que la FCR, pueda
progresar espontadneamente a un fenotipo mas maligno en
cultivo. También es posible que esta lesién en FCR, pudiera
contener unas escasas células completamente transformadas,
destinadas a formar FCV.Tales células pudieron haberse con-
vertido en dominantes, en cultivos con pases seriados.

Los melanocitos en la FCV del MM primario, tienen un
fenotipo maligno «in vitro» e «in situ». Estas células pueden
mantenerse indefinidamente y formar tumores cuando se
inyecta a ratones desnudos atimicos. Morfolégicamente las
células del MM primario en FCV, son similares a las
metastasicas. En el 60% de los cultivos son fusiformes vy el
resto epitelioides.20% de las lineas celulares son pigmentadas
y tienen elevados niveles de tirosinasa. Las células en todos
los cultivos tienen premelanosomas y melanosomas, cuan-
do se examinan mediante ultraestructura.

En los MM metastasicos, las caracteristicas en cultivo re-
flejan su crecimiento «in situ». A menudo tiene alta eficiencia
(50%) en formar colonias,en agar blando' y formar tumores
de crecimiento rdpido, cuando se inyectan a ratones desnu-
dos atimicos. Las células en sus inicios son fusiformes, pero
posteriormente, después de crecimiento a largo término,
puede predominar una forma de patrén epitelioide. De 100
lineas celulares establecidas en el laboratorio de Herlyn y
col.",20% fueron pigmentadas. Al igual que los melanocitos
de todos los estados de progresion tumoral, las células de
los MM metastésicos, aun siendo no pigmentadas, contie-
nen premelanosomas.

Desarrollo de Moléculas

de Adhesion Intercelular en MM

La expresién de un nimero de moléculas de superficie
celular,que median las interacciones celulares, se asocia con
el desarrollo de MM. Estas moléculas incluyen un grupo de
las inmunoglobulinas, tales como Mel-CAM (molécula de
adhesién celular melanocitica)'’, ICAM-1 (molécula 1 de ad-
hesion celular de tipo intercelular)?,integrinas tales como la
alfa-1y beta-1-integrinas®,caderinas, tales como la E-caderina
y N-caderina. Estas Ultimas, por su relevancia en todos estos
fendmenos de progresién tumoral, se trataran en detalle,no
sin antes sefalar que las interacciones combinadas de todos
estos factores, mas que uno individual, juegan importante
papel en la progresién tumoral del MM.

Moléculas Caderinas en MM (Fig. 4)

Forman una familia de glicoproteinas cuya funciéon es
promover la adhesion intercelular dependiente del calcio
y sirven como componentes trans-membrana de las unio-
nes adherentes intercelulares.

La E-caderina:es la caderina mayor en células epiteliales
polarizadas, mientras que la N-caderina es expresada por
neuronas, miocitos y fibroblastos. Las moléculas de
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caderinas y el complejo caderina-catenina, estan
involucrados en el reconocimiento celular durante la
embriogénesis y morfogénesis, motilidad celular, integri-
dad tisular y homeostasis®®%, Las uniones entre factores
de adhesién intercelular, mediados por: caderinas, factor
de crecimiento receptor tirosinasa-quinasa,y Wnt, forman
una red compleja, cuya interrelacién, permite a las
caderinas su funcion de adhesién celular. La organizacion
de tal jerarquia de multiples componentes, permite a la
caderinas, ejercer su funcién como maquinaria de adhe-
sion celular,asi como de receptores sefialados, para la co-
municacion inter e intracelular, resultando en una regula-
cién del crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis,
tanto en células normales como malignas®. La interrup-
cién de la adhesion mediada por la E-caderina, facilita la
invasion tumoral, mientras la restauracion de su expresion,
resulta en retardo del crecimiento del fenotipo invasivo y
metastasico en células carcinomatosas®’. De ese modo, la
E-caderina es considerada un factor de supresion a la in-
vasion tumoral.Su funcion puede perderse por:deleccion
oinactivacion mutacional del gen de la E-caderina; expre-
sién anormal y localizacion subcelular anormal de la
caderina o de los componentes del complejo de adhe-
sion conteniendo caderina; expresién silenciada por
hipermetilacién; interrupcion del complejo caderina-
catenina, causada por fosforilacion de cateninas por re-
ceptores tirosinasa-quinasa activados®.La E-caderina, tam-
bién juega un importante papel en el desarrollo del
melanoma. Tang y col®', demostraron que la E-caderina,
es el mayor factor de adhesién entre melanocitos y
queratinocitos. Esto tal vez explique el estado arménico
de interrelaciones funcionales entre ambas células a ni-
vel del epitelio. El melanocito, mds no la célula névica o
las células de melanoma, expresan E-caderina.

La pérdida de E-caderina parece ser unos de los pasos
criticos en la progresion del melanoma, porque la pérdida
de su funcién dispararia la liberacion de células cancerige-
nas del foco primario’. Este proceso no se debe tan solo a
la pérdida de adhesion fisica, sino también a multiples even-
tos que conducen a una proliferacion incontrolada e inva-
sion progresiva. La célula melanocitica puede escapar de
su queratinocito vecino, abandonar el nicho epitelial e in-
vadir la dermis. Este fendmeno puede ser explicado me-
diante un cambio en el perfil de la caderina, de E-caderina
a N-caderina durante el desarrollo del melanoma, el cual
no solo libera las células de los queratinocitos epidérmicos,
sino que confiere nuevas propiedades adhesivas. Se ha pro-
puesto que las células del melanoma forman adhesién
mediada por N-caderina y uniones gap mediadas por
conexinas,con:

a. fibroblastos expresando N-cadering,

b. células endoteliales vasculares y

c células de melanoma adyacentes.

Se acepta que biolégicamente, el melanoma temprano,
puede estar rodeado por membrana basal, la cual, no obs-
tante, se hace progresivamente irregular y disfuncional. El
grupo de Herlyn M, Gian Li, y col.#'°, han mostrado expre-
sion forzada de E-caderina por células de melanoma a tra-
vés de trasduccién genética, sequida por co-cultivo con
queratinocitos, profundizando las consecuencias sobre el
fenotipo de las células de melanoma. Las células del
melanoma expresando E-caderina, pueden adherirse a los
queratinocitos.Un fendomeno interesante es que las células
del melanoma trasductadas, después del co-cultivo con
queratinocitos,no siguen expresando moléculas relaciona-
das con lainvasion,como alfay beta-integrinas o Mel-CAM,
por tanto pierden su capacidad invasiva®**,

A pesar de la pérdida de expresion de E-caderina por cé-
lulas del melanoma «in vivo» e «in vitro», estas células expre-
san altos niveles de N-caderina para potenciales interacciones
con las N-caderinas de los fibroblastos y células endoteliales,
las cuales pueden conferir nuevas propiedades adhesivas a
esas células,como se sefald anteriormente.

El fenédmeno de la interrupcion del género de las
caderinas, ha sido ampliamente observado en varios pro-
cesos bioldgicos, tales como: diferenciacién y migracion
durante el desarrollo embrionario, e invasion y metastasis
durante el desarrollo tumoral.

Los estudios sobre embriogénesis y morfogénesis del
ratén, revelaron que las caderinas, parecen afectar la locali-
zacion de los melanocitos en la piel**®,

Los melanocitos son derivados de células progenitoras
de la cresta neural. Durante la migracion de estas células
a la superficie dorso-lateral,los precursores de melanocitos
(melanoblastos) no expresan E ni P-caderinas.Entre el dia
11 al 13, cuando migran a la epidermis el nivel de expre-
sién de E-caderina aumenta 200 veces. El melanoblasto,
luego disminuye la expresion de E-caderina y migra a los
foliculos pilosos y a la dermis («estado migratorio dérmi-
co» propuesto por Cramer)% En los foliculos pilosos los
melanocitos expresan grandes cantidades de P-caderina
y poco o ninguna E- caderina. Los melanocitos dérmicos
expresan N-caderina, pero no E ni P-caderina. En la piel
humana normal la E-caderina es expresada sobre la su-
perficie de todas las células epidérmicas, incluyendo
queratinocitos, melanocitos y células de Langerhans, mien-
tras que la P-caderina es expresada sobre queratinocitos
en la basal. Esta Ultina caderina se relaciona con la segre-
gacion de la capa basal, asi como con la distribucién de
las células epidérmicas en los ductos ecrinos®. Es posible
que la E-caderinay la N-caderina, puedan ser inversamente
reguladas®’.Obviamente, hay que tener en consideracion,
que el perfil de las moléculas de caderinas en la piel hu-
mana, es diferente de la piel del ratén, lo cual refleja la
organizacién estructural diferente en ambos érganos cu-
tdneos.
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El factor de crecimiento

de los hepatocitos (FCH)

Ha sido sefalado que promueve la interrupcién de
caderinas de E a N-caderina, en células epiblasticas de em-
brién de pollo,sujetas a transicion epitelial-mesenquimatica.
Aunque la desregulacién inicial de E-caderina, parece depen-
der del FCH, las células retienen la expresién de N-caderina,
en ausencia de FCH, una vez culminada la transicion. Es posi-
ble que algo similar ocurra en MM, porque tanto el mela-
nocito como el fibroblasto expresan FCH.

La N-caderina:

Los experimentos han demostrado que estas caderinas,
pueden jugar un papel importante en la adhesién tumor-
céluladelhuésped,en lainvasion y migracién celular tumoral
y en la regulacion de la expresion genética.

Voura®®, sugiere que en la transmigracién de células del
MM, ambas, las células tumorales como las endoteliales del
huésped participan activamente y las caderinas especifi-
cas, estan involucradas en los diversos pasos del complejo
proceso. Los tumores que expresan «in situ», N-caderinas,
son mas invasivos. Hazan y col.*®, observaron que la expre-
sion de N-caderina por células de carcinoma mamario, se
correlacionaba con invasién y motilidad y sugirieron que la
invasién fue potenciada por interacciones entre células can-
cerigenasy células del estroma, mediadas por N-caderinas,
de modo que la migraciéon celular depende de un delicado
balance entre adhesion y desprendimiento celular.

Comunicaciones intercelulares

de union GAP (CIUG): (Fig. 1)

Se piensa que juegan papel clave en el mantenimiento
de laintegridad del tejido normal y en la interrupcion de la
homeostasis en tejido. Las uniones GAP, tienen como papel
unir células adyacentesy permitir la transferencia intercelular
pasiva de moléculas de peso molecular bajo como: agua,
calcio,segundos mensajeros,azdcares,amino-acidos, lipidos,
drogas, y nucledtidos.

Los promotores tumorales, factores de crecimiento,
carcindgenos y oncoégenos, generalmente inhiben las
CIUG*. La pérdida de CIUG parece ser debida a expresién
aberrante o localizacién de conexinas. El papel de las CIUG
en MM, no estd muy claro. Se ha observado reduccion de
CIUG en muchos tipos de células neoplésicas, no obstante,
se ha comprobado que algunas tienen normal o aln ma-
yor expresion de CIUG y mayor ensamblaje intercelular®.
Ellas pueden formar uniones GAP funcionales entre ellas
(CIUG homologas), pero a la vez ser incapaces de formar
uniones GAP con células no transformadas (CIUG
heterélogas). Esta disfuncion en comunicacion puede ser
debida a diferencias sobre la superficie celular. Por ejem-
plo:Que las moléculas de adhesién intercelular (caderinas),
fallen en proveer contacto intercelular apropiado, necesa-

rio para la formacion de la union GAP La expresion alterada
en la linea de las caderinas y la sub-siguiente interrupcion
en los pares de CIUG atipicos, conduce a comunicaciones
de union GAP anormales entre células malignas y células
del huésped,lo que a su vez tendria como consecuencia la
proliferacién desrregulada de células tumorales*'y por tan-
to el despeje de la via metastasica.

Alglt_mos aspectos
de Tumorogénesis y Metastasis

aplicables al MM

Los eventos que permiten que una célula se convierta
en cancerosa y luego metastize, alteran justamente cada
parte de la célula, desde el aspecto genético hasta la es-
tructura del esqueleto. Genes mutados o alterados dan
lugar a los patrones de crecimiento aberrantes que carac-
terizan la carcinogénesis. Mas tarde la célula cancerosa,
desorganizada genéticamente, libera las ligaduras
moleculares que la mantienen en el érgano huésped, se
alimenta a través del tejido circunvecino para labrar su
via hacia los vasos sanguineos y conducirse a un nuevo
tejido*. La célula que antes era sedentaria, se torna movil,
una proeza que requiere que su propio esqueleto se
reconfigure para el movimiento®. De modo que en la cé-
lula cancerosa, los genes y cromosomas se desorganizan,
conduciéndolas a programas genéticos establecidos, pero
diferentes a los intentados en el programa normal.En otras
palabras, fallan en desarrollar las caracteristicas y activida-
des propias de las células maduras de su tipo.

La vida y muerte de una célula, asi como todas sus
funciones celulares, estadn bajo estricto control genético.
Estos genes encodan proteinas que envian sefales de
crecimiento para el medio ambiente o la conducen a tra-
vés de su ciclo replicativo y chequean las anormalida-
des celulares y genéticas. Algunas de estas proteinas
regulatorias, hacen la correcciéon necesaria a los genes
dafados.Hay otras proteinas que remueven a las células
defectuosas o viejas de su ciclo replicativo y la envian a
la via apoptdtica.

En general, se acepta que en la regulacion de la proli-
feracion celular,uno o varios de estos genes regulatorios
del crecimiento, defectuosos, contribuyen a que las cé-
lulas presenten anormalidades cromoséomicas vy
genéticas, que de alguna manera empujan a la célula en
una direccién de crecimiento incontrolado. Al comien-
70, son formados grupos celulares genéticamente idén-
ticos, cada célula dividiéndose con menos restriccion que
su contraparte normal, aungue en este punto, todavia
no constituye un tumor (es lo que sucede en la etapa
incipiente de la FCR del MM). Cuando la masa tumoral
alcanza un didmetro de 2 mm, emite sefales que alistan
al tejido conjuntivo circundante y a las células vasculares,
hacia el tumory lo inducen a crecer dentro de los vasos
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Fig. 1: Alteraciones de la comunicacién
intercelular durante el desarrollo del melanoma.

(@): La estructura de la dermis y epidermis hu-
mana:los estados progresivos tipicos del desarro-
llo del MM, son mostrados de izquierda (piel nor-
mal) a derecha (MM metastatico).Los melanocitos
normales residen cerca de la membrana basal y
forman la «unidad melanocitica epidérmica» (UME)
con 5 a 8 queratinocitos. Generalmente, los nevus
adquiridos comunes y congénitos no conllevan
anormalidades citogenéticas; se piensa que los
nevus melanociticos displdsticos (atfpicos) son pre-

Melanocito
Queratinocito
Fibroblasto

Célula de
Melanoma

Célula Névica

cursores del MM. Las células de MM proliferan, in-

ganos remotos. (b-f): Sefialamiento esquematico
de las interacciones intercelulares entre diferentes

vaden tejidos vecinos y metastizan a tejidos y or- @

Célula Endotelial
Membrana basal
<= N-Caderina
<= E-Caderina
=== Conexina

parejas de melanocitos bajo situaciones normales

y patoldgicas. (b): melanocitos epidérmicos nor-

males interactlan con queratinocitos adyacentes a través de
las E-caderinas y conexinas.Un cambio en la linea de E-a N-
caderina, durante el desarrollo del melanoma, no solo libera
alas células de los queratinoictos vecinos (e),sino que le con-
fiere nuevas propiedades adhesivas . Se ha propuesto que
las célulasa del MM forman adhesion mediada por N-
caderinas y uniones gap mediadas por conexinas con: (c):

fibroblastos expresando N-caderinas, (d): células endoteliales
vasculares y (f): células de melanoma adyacentes.

(Con autorizacion del Profesor Meenhard Herlyn de su tra-
bajo: Li G and Herlyn M. Dynamics of intercellular
comunications during melanoma development. Mol Med
Today 2000;(6):163-169).

Fig. 2: Los diferentes grados de progresién
tumoral estén representados en este diagrama.

Se observa el estado indeterminado 0
(displasia grado 0). Hay 4 grados determinan-
tes de displasia a lo largo del plano del cono
diagramado, correspondiendo la parte mas pro-
minente a la zona de mayor displasia. Esta rela-
cion permite el reconocimiento del patrén de
crecimiento vertical en lesiones delgadas, las
cuales se caracterizan por un grado moderado
de displasia.El cono tiene dos Iimites. El prime-
roa 1l mmy el segundo a 1,5 mm en dimen-
sion vertical (didmetro del cono). El dominio a
la izquierda de la fontera de 1 mm es la zona

LEVELS |, II, & lll = STROMA ey
LEVEL IV = RETICULAR DERMIS

DYSPLASIA = RG
(PATTERNS | & Il) v

CONE = VG
(PATTERNS I, IV & V)
(SSM, LMM, ALM, etc.)

REAL

BORDERLAND (VG)
(PATTERNS III, IV & V)

~

BORDERLAND (RG)
(PATTERNS | & II) v

FRONTERA = NEOPLASIA MELANOCITICA
DE POTENCIAL MALIGNO INDETERMINADO

limite en la cual el alto grado de displasia y los

«melanomas delgados» son pobremente caracterizados,
como lesiones Iimites (representativas de neoplasias
melanociticas Iimites de potencial maligno indetermina-
do). El dominio del cono entre 1 mm y 1,5 mm corres-
ponde a unazona intermedia (lesiones melanociticas in-
termedias de potencial maligno indeterminado). Las le-
siones lejos del dominio de 1,5 mm pueden ser caracte-

rizadas como MM reales. El nivel IV de invasién, esta re-
presentado como dimensién independiente

(Con permiso del Profesor Richard J Reed, USA, de su
trabajo : «Spindle Cell Melanocytic Neoplasms with
Desmoplastic Melanoma as an Example» 1999. http://
www.bweems.com).
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Fig. 3: Es una modificacion de la Fig.2 donde se le confie-
re reconocimiento a la displasia indeterminada (grado 0),
enfatizando el dominio de los patrones de crecimiento ver-
tical en la categorfa de los MM reales, lejos de 1,5 mm de
dimensiones verticales. La displasia indeterminada esta ca-
racterizada por atipia minima en los patrones lentiginosos y
de unién y por marcadores minimos de respuesta inmune
del huésped (infiltrado linfoide y fibroplasia laminar). Estas
lesiones de «desviacion minima» no son suficientes para ser
citadas como marcadores del sindrome de nevus displdsico.
Por otra parte, éstas lesiones son comunmente encontradas
en un grupo de otras lesiones las cuales tienen caracterfsti-
cas de displasias significantes, como son encontradas en el
sindrome de nevus displésico.Las lesiones en nivel lllen FCV,
tienden a ser nédulos expansivos confinados al «suelo nati-
vox de la piel (dermis adventicia). Todos los dominios blan-
cos,grises y negros, por debajo del limite del rojo,son estroma
(suelo preparado). La variante de patrones de FCV serdn en-
contradas primordialmente en el limite y en categorias in-
termedias (los dominios del cono).Los MM fusiformes son la
excepcioén a la regla.El limite rojo a lo largo del méargen infe-
rior de los dominios blancos,grises y negros,define la interfase
entre el «suelo nativo» del melanocito (la epidermisy la der-
mis adventicia),y el estrato de dermis reticular no preparada.
Para melanocitos neoplasicos, la extension lejos del limite del

PATTERNS

\%

IV = DERMIS RETICULAR o

rojo,es evidencia de adquisicion de nuevas propiedades.Ello
significa una transicion de células comunales como miem-
bros de lacomunidad a nivel lll (patrén 1ll) a células migrantes
que se extienden hasta alcanzar nivel IV (patrén V). En esta
etapa, las células migrantes no respetan fronteras y realmen-
te invaden no solo la dermis reticular y profunda, sino vasos.

El MM «in situ» no esté especificado como una lesién se-
parada, porque estd comprendida en la categoria de displasia
de alto grado (displasia grado lll-IV).

(Con permiso del Profesor Richard J. Reed de su trabajo:
«Spindle Cell Melanocytic Neoplasia with Desmoplastic
Melanoma as an Example» 1999. http://www.bweems.com).

Fig. 4: Compromiso de las E-caderinas en la adhe-
sion intercelular, signos de trasduccion y regulacion de
la expresion genética.

Los dominios funcionales de la E-caderina.

(a): La E-caderina es una proteina transmembrana de
pasaje simple con un terminal -N, formando el dominio
extracelular (EC) y un terminal -C formando el dominio
citoplasmatico (CP).EC1 a EC 5,representa las 5 unidades
de 110 aa de largo cada una.La region His-Ala-Val (HAV)
de EC1 es requerida por ligaduras de Ca.2+ e interaccion
homotipica. TM representa el dominio transmembrana.
Los dominios citoplasmaticos de la E-caderina contienen
sitios de ligaduras (BD) que interactian con proteinas de
la familia del armadillo, tales como la beta-cateninas y
gamma-cateninas (placoglobinas) y p120. La estructura
global de otras caderinas clasicas, tales comola Ny la P-
caderinas, son similares a la E-caderina y sus dominios
citoplasmaticos son altamente conservados (No se mues-
tran). (b): Ligadura entre la adhesion intercelular media-
das por E-caderinas, factor de crecimiento-receptor de la
tirosino-quinasa y la via Wnt. La beta-catenina juega un
papel critico en la adhesion intercelular mediada por

(a)

(b)

EC1 EC 2 EC3 EC4 EC5 T™ CP
v I oo
HAV p120BD
B- and

Growth
factor

tyrosine
kinase

y-cadherin BD

{> y-catenin

E-cadherin

B-catenin —_
a-catenin ">

Rac1
Por “IQGAM
Axin/.\r —Dishevelled

Conductin

QAPC) (JAPC)

Wnt

Frizzled

Cytoplasm

%g}ﬁ

Nucleus

caderina.

(Con autorizacion del profesor Meenhard Herlyn de su trabajo: Li G and. Herlyn M. Dynamics of intercellular communication

during melanoma development. Mol Med Today 2000;(6):163-169).
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sanguineos. La masa tumoral, literalmente, estimula el
crecimiento de su propio aporte sanguineo a partir de
vVasos pre-existentes, proceso denominado angiogé-
nesis*#, Hay evidencias de que la angiogénesis, es pro-
bablemente iniciada porque las células de la masa
tumoral, especialmente aquellas situadas en el interior,
estan avidas de oxigeno. A todo evento, una vez que el
aporte sanguineo esté en el lugar, la masa tumoral pue-
de incorporar oxigeno y los nutrientes necesarios para
continuar con el crecimiento®. Ademas, las células ten-
drfan ahora un conducto a través del cual puedan esca-
par e invadir otros tejidos. Por otra parte, en la
angiogénesis, los vasos sanguineos que rodean al tejido
conjuntivo circunvecino, liberan factores (como lo hacen
las células vasculares) que estimulan el crecimiento y la
motilidad de las células cancerosas. En este sentido, es
oportuno senalar brevemente los cuatro factores de cre-
cimiento producidos por las células del melanoma rela-
cionados con los fibroblastos en su papel de formacion
del estroma y de estimulo del crecimiento neopldsico:
bFGF (factor de crecimiento basico de los fibroblastos),
de naturaleza autocrina el cual estimula la produccién
celular neopldsica. PDGF (factor de crecimiento deriva-
do de las plaquetas) el cual actia como un factor de
mantenimiento y supervivencia en la progresiéon del MM,
aparte de que ayuda al tumor para organizar el estroma,
incluyendo la produccion de matriz extracelular. Este ul-
timo factor, conjuntamente con el VEGF (factor de creci-
miento del endotelio vascular), modulan el micro-am-
biente para beneficiar el crecimiento tumoral y la inva-
sion'%4 TGF-R (factor de crecimiento-i3 transformante),
el cual conjuntamente con el bFGF,y el PDGF, son expre-
sados constitutivamente, sin previa estimulacion, por la
FCV del MM primario y por células del MM metastésico.
Los factores de crecimiento relacionados con la
angiogénesis estdn presentes en la neovasculatura
tumoral y las células tumorales son capaces de segregar
factores de crecimientos endoteliales como: VEGF-B,
VEGF-C,y VEGF D, involucrados en la progresion tumoral
y en la metdstasis*.

Como se menciond en parrafos anteriores, la porcion
externa de la E-caderina, forma interconexiones con las
moléculas E-caderinas de células vecinas, comparativa-
mente similar a los dientes de una cremallera®. La por-
cién interna de la E-caderina conecta a la proteina
esquelética interior de la célula, llamada citoesqueleto.
Recientemente, se han identificado a las proteinas que li-
gan la E-caderina al citoesqueleto y son denominadas
cateninas. Antes que la célula inicie el movimiento, debe
romper primero el complejo multidimensional de inter-
conexién. Las uniones adherentes (CIUG), deben ser
desensambladas, a través de la inactivacion de las E-
caderinas.

La molécula b-catenina no solo ayuda en el manteni-
miento de la arquitectura tisular, sino que también partici-
paen el seAalamiento quimico interno celular.La b-catenina
se conecta con otra proteina llamada APC (poliposis coli-
adenomatosa)®, cuya funcion es eliminar células con mu-
taciones, via apoptosis. Cuando la b-catenina se liga a APC
evita la division celular,de modo que el crecimiento celular
es inhibido. En ocasiones, una u otras de las proteinas de
este complejo son alteradas, con la consecuente mutacion
de genes encodados en ellas,impidiendo que el complejo
sea formado.En este caso la b-catenina,ahora ilimitada por
el APC, interactta con el ADN celulary activa varios genes
gue traen como consecuencia que las células se reincor-
poren al ciclo celular.De esa forma, sobreviene el crecimien-
to celular anormal. Del mismo modo que las E-caderinas
ligan a las células entre si, las integrinas**°, ligan las célu-
las a proteinas como coldgeno en el tejido conjuntivo peri-
férico, asi como a proteinas intracelulares (citoesqueleto).
La célula tumoral produce menos integrinas, que su con-
traparte normal,lo que abre el camino a la metastasis. Pare-
ce ser que la célula tumoral, poseedora de integrinas dife-
rentes a la que produce la célula normal,ayuda a la primera
(invasora) a migrar a través del tejido conjuntivo y/o los
vasos sanguineos.

En el periodo de remodelacién metastasico, hay que
tener en consideracién que las células epiteliales, en su
estado normal, tienen diversas formas: cilindricas,
cuboidales y aplanadas. Su contraparte tumoral, se pre-
senta en ocasiones esteladas,y elongadas y remedan mas
estrechamente a fibroblastos, que a su célula epitelial de
origen.Tal es el caso de los carcinomas epidermoides con
patrén pseudosarcomatoso.Similar morfologfa fribroblas-
tica se observa en células epiteliales durante el desarrollo
embriénico. En el caso de los MM, los cuales provienen
del melanocito, una célula originada en la cresta neural, y
por tanto de origen neuroectodérmico, estos presentan
en ocasiones patrones de células fusiformes (MM
desmoplédsico con patrén pseudosarcomatoso), que
remedan a su contraparte normal, situados en las tecas
epiteliales y/o intradérmicas que muestran células con
histologfa cuboidales (epitelioides) y otras que son
fusiformes y eventualmente mixtas®'.

La célula con capacidad metastdsica, antes de aban-
donar el érgano huésped, adquiere capacidad para ho-
radar al conjuntivo circundante,actividad que realiza me-
diante las enzimas proteasas, que descomponen
proteinasy degradan la barrera conjuntiva.No estd claro
sila célula tumoral,libera sus propias proteasas, o si esti-
mula la liberacién a partir de otras células o si son pro-
cesos simultaneos y/o secuenciales. Las proteasas son
sintetizadas por las células en forma inactiva, por tanto
deben ser guimicamente procesadas, para convertirse en
activas.Por otra parte, las células tumorales también pro-
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ducen inhibidores de las proteasas y estos a su vez pue-
den ser inhibidos por quimicos segregados en el
conjuntivo. De modo que su paso a través de la barrera
conjuntiva, dependerd de una serie de eventos, algunos
promoviendo la sintesis o activacion, otros evitando su
inhibicion. Las proteasas segregadas por células
endoteliales, pueden jugar un papel importante en la
angiogénesis requerida para que el tumor primario crez-
cay metastise.

Miembros de la familia de las proteasas, Ilamadas
«metalproteinasas de la matriz» (MMIs)*? pueden degra-
dar varios componentes de la matriz conjuntiva y son
claves en la migracién de células tumorales a través de
los compartimientos del tejido. Es posible que las MMIs,
actlen en varios niveles de la progresién tumoral. Estan
en plena investigacién el papel de varios tipos de
proteasas: (cisteina proteasa: catepsina-B; serinas
proteasas: activador del plasmindgeno tipo urokinasa).
Ahora bien, como las proteasas, son también segrega-
das en su forma de pro-proteina por los fibroblastos, es
posible que explique los estados de «regresién tumoral»
total o parcial, que se observan en el MM, mediante la
accion litica de proteasas en combinacién con la incor-
poracion de las células tumorales a la via apoptotica.
Sloane et al*®, han demostrado que la catepsina-B, pue-
de encontrase en el medio ambiente extracelular de cé-
lulas tumorales invasoras, segregadas por las propias
células tumorales a partir de macromoléculas reciclables,
originadas en los lisosomas intracitoplasmaticos.

Una vez en el vaso, hay grandes probabilidades de que
la célula tumoral, sea etiquetada como extrafa por el sis-
tema inmunoldgico y puede ser destruida por PMNs,
macrofagos, células natural asesinas, etc.>. Hay que re-
cordar que 1 de cada 10.000 células sobrevive, por ello
viajan ocasionalmente en grupos celulares, a veces en-
mascaradas de plaguetas, de modo de burlar el sistema
inmunoldgico.

La célula tumoral, que sobrevive a esta travesfa circula-
toria, al final alcanza un nuevo tejido, el cual es especifico
para cada tipo celular.Este tejido es seleccionado de acuer-
do a interacciones entre moléculas de superficie de las cé-
lulas tumorales y otras que son expresadas en la superficie
de las células endoteliales que delimitan los vasos en el
nuevo tejido huésped.Es posible que los carbohidratos que
protuyen en la superficie de la célula tumoral, se liguen a
alguin tipo de carbohidrato receptor sobre la superficie de
la célula endotelial (selectina)*. De ese modo, la célula
tumoral estd ahora lista para proliferar y formar un nuevo
tumor en su nuevo tejido huésped.
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