Melanoma: Diagnostico,
evolucion y tratamiento
bajo una perspectiva

molecular

La incidencia de cancer de piel y particularmente de melanoma
se encuentra en franco ascenso debido a la combinacién de
factores ambientales y socio-culturales. A diferencia de otros
tipos de tumores malignos, en la mayoria de los casos la

aparicion de esta enfermedad y/o sus consecuencias mas graves

pueden preverse simplemente a través de cambios en nuestras
conductas. Fundamentalmente, se recomienda tomar mayores
recaudos al exponernos a la radiacion ultravioleta y seguir los
consejos médicos para la deteccion precoz de lesiones cutaneas
potencialmente peligrosas. El objetivo del presente articulo es
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proporcionar a los lectores un mayor conocimiento acerca de los
distintos aspectos de esta enfermedad, tales como los factores

de riesgo, su diagnéstico y pronéstico. También se intenta informar sobre los avances mds recientes en el campo
de la investigacion y como estos descubrimientos estan siendo aplicados para mejorar el tratamiento de los

pacientes que sufren esta enfermedad.

Il LA PIELY LOS
MELANOCITOS

La piel es el mayor 6rgano del
cuerpo humano y actia como barre-
ra protectora que aisla al organismo
del medio que lo rodea, protegién-
dolo y contribuyendo a mantener
integras sus estructuras, al tiempo
que actlia como sistema de comuni-
cacién con el entorno. Esta formada
por dos capas principales, la dermis
y la epidermis (Fig. 1). La epidermis
es la capa mas externa de la piel y
estd compuesta principalmente por
queratinocitos y en menor propor-

ciéon por melanocitos, que dan la
pigmentacion a la piel. Ademds se
encuentran células del sistema in-
mune como linfocitos y células de
Langerhans. La dermis se encuentra
ubicada por debajo de la epidermis
y esta formada por abundantes fibras
de colageno que le dan a la piel su
consistencia y elasticidad caracteris-
tica. La dermis es 20-30 veces mas
gruesa que la epidermis. En ella se
encuentran otros componentes de la
piel como pelos, ufas y glandulas
sebaceas y sudoriparas [1].

En respuesta a la exposicion so-
lar, la piel experimenta una serie de

cambios con el fin de proteger al or-
ganismo de la radiacién ultravioleta
(UV). Una limitada exposicion a la
luz UV es necesaria para el organis-
mo, por ejemplo para la generacion
de la forma bioactiva de la vitamina
D. Sin embargo, la exposicién exce-
siva resulta perjudicial por su efec-
to carcinogénico sobre los tejidos y
células a ella expuestas. El espectro
de radiacién UV se divide en tres
regiones: UVA (320-400 nm de lon-
gitud de onda), UVB (280-320 nm),
y UVC (200-280 nm). La radiacién
UVC es biolégicamente irrelevan-
te, ya que es casi completamen-
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Figura 1: Descripcion de la piel y sus capas. Modificado de www.cancer.gov.

te absorbida por la capa de ozono
atmosférica. Tanto UVA como UVB
llegan a la superficie de la tierra y
tienen efectos dafinos sobre el ADN
y las proteinas tisulares. La radia-
cién UVB es considerada mas peli-
grosa que la UVA ya que causa dos
tipos importantes de lesiones en el
ADN: dimeros de pirimidinas (CPD,
del inglés: cyclobutane pyrimidine
dimers), y fotoproductos 6-4 (6-pi-
rimidina 4-pirimidona). Los CPD
son mas abundantes y de mayor
capacidad carcinogénica que otras
lesiones en el ADN, dando origen a
mutaciones C - Ty CC — TT (C:
Citosina, T: Timidina) [2].

Los melanocitos contribuyen a
la proteccion contra la luz UV me-
diante la sintesis de un pigmento
proteico denominado melanina. La
produccién de melanina aumenta
ante la exposicién a la luz UV ge-
nerando la caracteristica respuesta
de bronceado de la piel. La produc-
cién de melanina por parte de los
melanocitos es regulada por factores
secretados por los queratinocitos en

respuesta a la radiacion [3]. La me-
lanina es un eficiente fotoprotector
ya que absorbe mads del 99,9% de
la radiacién UV vy disipa esta ener-
gia en forma de calor. De esta forma
evita el efecto mutagénico de la ra-
diacién UV sobre el ADN vy reaccio-
nes quimicas perjudiciales para el
organismo como la produccion de
radicales libres. Ademads de preser-
var a los melanocitos, la melanina
también protege a los queratinocitos
que captan la melanina de los mela-
nocitos y forman con ella una espe-
cie de escudo por sobre su ntcleo
para proteger su ADN (Fig. 1) [4].
Esto explica porque las personas con
enfermedades de la piel como viti-
ligo y albinismo, caracterizadas por
la falta de melanocitos funcionales,
son hipersensibles a la luz UV [5].

Il MELANOMA

Debido a la acumulacién de
alteraciones genéticas heredadas
y adquiridas las células de la piel

pueden sufrir procesos de transfor-
macion que llevan a la generacién
del cancer. Cuando las células que
sufren transformacién maligna son
los melanocitos, el cancer se deno-
mina melanoma. Los melanocitos
se encuentran distribuidos unifor-
memente en toda la superficie de
la piel y su proliferacién y diferen-
ciacion es controlada estrictamente
por los queratinocitos a través de la
secrecion de distintos factores solu-
bles. La mutacién de ciertos genes
en los melanocitos les permitira eva-
dir ese control ejercido por los que-
ratinocitos y proliferar y extenderse
formando los lunares (nevos). Estos
lunares son generalmente benignos
pero pueden eventualmente progre-
sar hacia la formacién de un mela-
noma. Debido a que la mayoria de
estas células atn producen melani-
na, los melanomas a menudo son de
color marrén o negro [6].

Dado que los datos oficiales son
escasos y deficientes, se desconoce
con exactitud cual es la incidencia
de melanoma en nuestro pais. Por



Melanoma: Diagnéstico, evolucion y tratamiento bajo una perspectiva molecular

37

este motivo, varios profesionales de

la salud crearon en 2003 el Regis-

tro Argentino de Melanoma Cutaneo

(RAMC) que hasta el presente lleva

relevados 4100 casos de melanoma.

Debido al origen caucasico de

gran parte de nuestra poblacién y a

su localizacién en una similar lati-

tud geografica es posible basarse en
datos estadisticos de paises desa-
rrollados como Australia o Estados

Unidos. Segin la American Cancer

Society (ACS) el cancer de piel es

el tercer tipo de enfermedad malig-

na mas prevalente y a diferencia de
otros tumores su incidencia conti-
nua en franco aumento a una tasa
del 3% anual [7]. Si bien, el mela-
noma es menos comun (5%) que
otros tipos de cédncer de piel, es la
principal causa de muerte por enfer-

medades de la piel (80%) [6].

Los principales factores de riesgo en

melanoma son [6]:

* Genéticos: debido a mutaciones
predisponentes.  Alrededor del
10% de las personas con melano-
ma tienen un pariente en primer
grado con la enfermedad.

e Edad: su incidencia aumenta con
la edad. Sin embargo, a diferencia
de otros tumores, se presenta en
todas las edades y es uno de los
canceres mas frecuentes en ado-
lescentes y adultos jovenes. Ade-
mas, se observa un creciente nu-
mero de casos pediatricos.

* Presencia de lunares: los lunares
son tumores benignos de origen
melanocitico. Un mayor nidmero
de lunares se asocia a mayor ries-
go de melanoma. De especial im-
portancia son los lunares congé-
nitos y los atipicos o displasticos.
Estos Gltimos suelen ser mayores a
5 mm de didmetro.
Color de piel: el riesgo de desarro-
[lar melanoma es de alrededor de
1 en 50 para las personas de tez
blanca, 1 en 1.000 para las perso-
nas de raza negra, y 1 en 200 para
las personas de origen indoameri-
cano. Las personas de piel clara,
pecosas, rubias y especialmente
las personas pelirrojas tienen un
mayor riesgo de desarrollar un
melanoma.

* Medioambientales: relacionados

L]

fundamentalmente a la exposicién
a radiacion ultravioleta (UV) y a
su principal fuente: la luz solar.
El dafo generado por la radiacion
UV depende de la intensidad de la
radiacion, la cual esta determina-
da por la ubicacién geogréfica, la
hora y el tiempo de la exposicion
y el grado de proteccion (ropa o
filtro solar). Las [damparas y cabi-
nas bronceadoras son otra fuente
de luz UV.

* Socioculturales: se relacionan con
el tipo de trabajo de cada indivi-
duo: urbano o rural, en exteriores
o en interiores, etc. La exposicién
solar frecuente y regular (por ej, en
trabajadores rurales o de exterio-
res) a menudo involucra un menor
riesgo que la exposicion intermi-
tente (tipica de habitantes de zo-
nas urbanas). El crecimiento de la
valoracién estética del bronceado
de la piel, asociado a un mayor

uso de ldmparas bronceadoras se
ha convertido en un importante
factor de riesgo en las dltimas dé-
cadas.

En los Gltimos anos distintas evi-
dencias, especialmente el secuen-
ciacion del “genoma de melanoma”
han confirmado el rol critico de la
radiacién UV en la etiologia de me-
lanoma. Luego de la secuenciacién
del genoma humano, varios labora-
torios se focalizaron en descifrar el
“genoma del cancer”. Para ello se
procedié a secuenciar el ADN de
células provenientes de distintos tu-
mores. Uno de los primeros en ser
descifrado corresponde a una linea
celular (Colo-829) extraida de una
metastasis de un hombre de 43 anos
con melanoma. Este andlisis demos-
tr6 que dicha linea celular presenta
un elevado nimero de aberraciones
cromosoémicas. En particular se de-
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Figura 2: Regla ABCDE para el diagnéstico de melanoma. Tomado de www.elmun-
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Figura 3. Estadios de melanoma.

En el estadio 0, las células anormales se encuentran solamente en la epidermis. En
el estadio | el cancer se encuentra en la epidermis y/o en la parte superior de la
dermis, pero no se ha diseminado a los ganglios linfaticos vecinos. El tumor tiene
un grosor de menos de 1,5 mm. La sobrevida a 5 afios es de 89-95%. En el estadio
Il el tumor tiene un grosor de 1,5 mm a 4 mm y se ha diseminado a la parte inferior
de la dermis, pero no al tejido situado debajo de la piel ni a los ganglios linfaticos
vecinos. La sobrevida a 5 afos es de 45-77%. El estadio Ill se caracteriza por su
diseminacién a las capas mds bajas de la piel, la presencia de tumores satélites cer-
canos al tumor original y la diseminacion a los ganglios linfaticos. La sobrevida a 5
afios es de 24-69%. En el estadio IV el tumor se ha diseminado a otros 6rganos o a
ganglios linfaticos alejados del tumor original. La sobrevida a 5 afios es de 5-20%.
La variacién en estas cifras se debe a la existencia de sub-estadios (IA, IB, 1A, 1IB,
IIC, 1A, 1B y 111C). Modificado de www.cancer.gov.

tectaron 33.345 sustituciones (mu-
taciones) en su genoma, de las cua-
les 292 correspondieron a regiones
codificantes (exones) de proteinas.
Dada la naturaleza de estas muta-
ciones se dedujo que 187 proteinas
se encontrarian afectadas. Interesan-
temente, la enorme mayoria de las
mutaciones halladas fueron C>T/
G>A (ver glosario), tipicas de las
mutaciones inducidas por la luz UV.
Este resultado confirma el importan-
te rol de la radiacion UV en la gene-
racion de melanoma [8].

Bl DIAGNOSTICOY
PRONOSTICO DE
MELANOMA

En aproximadamente el 80% de
los casos de melanoma los tumores
son detectados en estadios tempra-

nos lo cual permite resolver la enfer-
medad mediante extirpacion quirdr-
gica de la/s lesione/s. De no ser de-
tectado en forma temprana, las célu-
las de melanoma pueden iniciar el
proceso de metastasis que implica la
diseminacién de las células tumora-
les en el organismo y la generacién
de tumores en distintos 6rganos. El
melanoma metastdtico, como se
denomina a esta fase de la enfer-
medad, cuenta con una muy mala
prognosis dada la agresividad de las
células de melanoma y la inexisten-
cia de terapias eficaces. La tasa me-
dia de supervivencia es de 6 meses y
en menos del 5% de los casos se al-
canza una supervivencia de 5 anos.
Por este motivo, el diagnéstico pre-
coz es de fundamental importancia
para controlar esta enfermedad. La
American Cancer Society (Sociedad

Estadounidense de Oncologia) reco-
mienda consultas dermatoldgicas en
forma anual para las personas mayo-
res de 40 afios y cada 3 afios para las
personas de 20-40 afios. Aun mas
importante es la realizacién de auto
examenes una vez al mes para de-
tectar cualquier cambio sospechoso
en la piel. Para hacer mas efectivos
los auto examenes se desarroll6 el
sistema nemotécnico ABCDE el cual
ayuda a recordar las caracteristicas
que podrian ser sintomas de un me-

lanoma (Fig. 2).

e Asimetria: una mitad del drea
anormal es diferente de la otra
mitad.

e Bordes: la lesién o el tumor tiene
bordes irregulares.

e Color: el color cambia de un area
a otra, con tonos bronce, café o
negro (algunas veces blanco, rojo
o azul).

e Diametro: manchas o lunares
generalmente, pero no siempre,
mayores a 6 mm de didmetro.

e Evolucién: las caracteristicas del
lunar se modifican con el tiempo.

Cuando existe la sospecha clini-
ca de un melanoma, se recomienda
confirmar el diagndstico a través del
estudio histolégico luego de la ex-
tirpacion-biopsia de la lesion. Una
vez diagnosticado el melanoma, el
analisis histopatolégico de la mues-
tra a través del indice de Breslow
(medicion milimétrica del grosor del
tumor) y el nivel de Clark (describe
el nivel cutdneo de invasion) permi-
te determinar el grado de evolucion
de la enfermedad. De esta forma se
puede discriminar a los pacientes
con enfermedad localizada (esta-
dios 'y II), con metastasis ganglionar
y regional (estadio 1) y con metdsta-
sis a distancia (estadio V). Estos dis-
tintos estadios reflejan el pronéstico
y la supervivencia de los pacientes
con esta enfermedad (Fig. 3)

[l CLASIFICACION DEL
MELANOMA CUTANEO

Otra de las caracteristicas sa-
lientes de melanoma es la hete-
rogeneidad de sus presentaciones
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clinicas. Para facilitar su estudio se
han propuesto distintos tipos de cla-
sificaciones. Algunas se basan en
diversos parametros histolégicos y
otras en los estadios de avance tu-
moral, como se describié mas arri-
ba. Recientemente se ha propuesto
incorporar datos moleculares a las
clasificaciones existentes [7]. La cla-
sificacion actualmente mas utilizada
para melanoma estd basada en una
combinacién entre el patrén histol6-
gico adoptado por la WHO (World
Health Organization) y el grado de
avance de la enfermedad estableci-
do por la AJCC (The American Joint
Committee on Cancer) [9]. Esta cla-
sificacion define 4 subtipos de mela-
noma cutaneo [7]:

Melanoma Superficial Difuso
(SSM, Superficial Spreading Melano-
ma), representa aproximadamente
el 70% de todos los melanomas. En
estadios tempranos aparece como
una lesién que puede presentar una
gran heterogeneidad cromatica que
se extiende rapidamente en forma
radial sobre la piel. Generalmente
se produce en zonas con exposicion
intermitente al sol (espalda y extre-
midades) y con una alta densidad de
lunares. Suele evolucionar a partir
de lunares que crecen lentamente
durante 1-5 afos.

Melanoma Lentigo Maligno
(LMM, Lentigo Maligna Melanoma),
representa el 10% de todos los me-
lanomas. Se observa en zonas de
exposicion crénica al sol (frecuen-
temente la cara) y predomina en
personas mayores a 60 anos. Se sos-
pecha que es el resultado del efec-
to acumulado de la radiaciéon UV.
Suele presentarse como manchas
aplanadas marrones en la piel de
bordes irregulares que crecen muy
lentamente durante 5-15 afos. Pue-
de confundirse con las manchas so-
lares que aparecen en la piel como
resultado de décadas de exposicién
solar. La aparicién de nédulos indi-
ca la penetracién del tumor en ca-
pas mas profundas de la piel.

Melanoma Lentigo Acral (AML,
Acral Lentigo Melanoma), es poco
frecuente en la poblacién caucdsi-
ca (5%) pero representa el 50% de
los melanomas diagnosticados en

indoamericanos, negros y asidticos.
Principalmente aparece en zonas de
la piel poco expuestas a radiacién
solar como palmas de las manos y
plantas de los pies y mucosas (nariz,
boca, genitales).

Melanoma Maligno Nodular
(NMM, Nodular Malignant Melano-
ma), representa el 15% de todos los
melanomas. Es la forma mas agresi-
va de melanoma ya que tiende a cre-
cer mas en sentido vertical que hori-
zontal sobre la piel. Suele originarse
independientemente de los lunares
y las lesiones a menudo presentan
Glceras y sangrado.

[l EVENTOS MOLECULARES EN
LA PROGRESION DE
MELANOMA

En 1984, Clark y colaboradores
propusieron un modelo que des-
cribe los cambios histolégicos que
acompafan la progresién gradual
de los melanocitos normales a me-
lanoma (Fig. 4) [10]. Este modelo
comienza con una poblacién clonal
de melanocitos que han proliferado
aberrantemente y formado una le-
sion hiperplasica que no progresa
debido a que las células ingresan en
un periodo de senescencia. Cuando
se supera la senescencia, el lunar
suele presentar un crecimiento dis-
plasico y puede eventualmente pro-
gresar hacia una etapa de expansion
superficial o Fase de Crecimiento
Radial (RGP, Radial Growth Phase)
que estd confinada a la epidermis
y tiene un bajo potencial invasivo.
Finalmente estas células adquieren
la habilidad de invadir la dermis
(Fase de Crecimiento Vertical, Verti-
cal Growth Phase o VGP) y de for-
mar metastasis [6]. De esta manera,
cada una de las fases esta caracteri-
zada por un nuevo clon de células
que posee ventajas de crecimiento
en comparacién con su entorno. El
crecimiento vertical suele seguir al
radial, aunque a veces ocurre desde
el inicio, como en el caso del mela-
noma nodular, donde casi no existe
crecimiento radial, por lo que entra-
fia un peor prondstico [6].

A diferencia de la clasificacién
descripta mas arriba, el modelo de

Clark brinda un marco tedrico mas
adecuado para estudiar la enferme-
dad ya que en la actualidad, se sabe
que muchos de los cambios histo-
l6gicos descriptos en el modelo se
relacionan con alteraciones genéti-
cas particulares que afectan la se-
nalizacion celular del melanocito,
contribuyendo a la transformacion
y desarrollo tumoral. Estos eventos
puede ser genéticos: cambios en
la secuencia de ADN (mutaciones
puntuales, deleciones, inserciones,
translocaciones o amplificaciones);
o0 epigenéticos (cambios en la meti-
lacién del ADN o en la acetilacion
de histonas, que modifican la trans-
cripcion de los genes Fig. 4). No
todos los melanomas muestran los
mismos eventos, pero algunos son
mds comunes que otros. Las altera-
ciones genéticas de mayor frecuen-
cia en melanoma se detallan en la
Tabla 116, 11].

[l FORMACION DEL NEVO
BENIGNO

En el modelo de Clark, el primer
cambio fenotipico en los melano-
citos es la formacion de un lunar
benigno. En los melanocitos que
forman el lunar, el control del creci-
miento se encuentra alterado debido
a la activacion constitutiva de la via
de senalizacién de las MAP Quina-
sas (proteinas quinasas activadas por
mitégenos o MAPK). La activacién
de esta via estimula la proliferacion
de los melanocitos pero a su vez in-
duce un mecanismo de senescencia
(senescencia inducida por estrés on-
cogénico) que limita el crecimiento
del lunar [12]. Sélo algunos de estos
lunares progresaran eventualmente
hasta formar un cancer.

Via de las MAPK

La via de senalizacion de las
MAPK  regula comportamientos
celulares vitales como la prolifera-
cién, diferenciacion, supervivencia
y apoptosis (Fig. 5) [13]. En células
normales, estas funciones son regu-
ladas por ligandos extracelulares,
como factores de crecimiento, mo-
léculas de adhesion y factores de
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Figura 4. La progresién de melanoma.

Se indican los cambios genéticos (mutaciones) y epigenéticos que tienen lugar durante la progresién de melanoma, dando lugar
a las distintas fases de crecimiento. Ciertas mutaciones pueden presentarse en forma congénita, incrementando la probabilidad
de desarrollar melanoma y/o posibilitando el desarrollo de melanoma a edades méds tempranas. Mas detalles en el texto. APC:
Adenomatous polyposis coli. Modificado de Zaidi y col. [19].

diferenciacién. Estos factores extra-
celulares se unen a sus receptores
en la membrana de las células, acti-
vandolos. A continuacién, proteinas
adaptadoras (por ej. Grb2) unidas al

receptor transmiten la activacion a
otras proteinas que activan a GTPa-
sas (guanosina trifosfatasas o hidro-
lasas de GTP) de la familia RAS. Las
proteinas RAS se unen a quinasas de

Tabla I. Alteraciones genéticas frecuentes en melanoma+.

Gen Frecuencia* Tipo
BRAF 50-70% Mutacion (Activacion)
NRAS 15-30% Mutacion (Activacion)
Akt3 43-60% Sobreexpresion
CDKN2A 40-80% Delecion, mutacion,

metilacion

PTEN 10-30% Mutacion o deleciéon
APAF-1 40% Metilacion
p53 10% Delecion o mutacién
Ciclina D1 6-44% Amplificacion
CDKN2B 36% Delecion
B-catenina 6% Mutacion (Activacion)
Retinoblastoma 6% Mutacion
Mitf 6-16% Amplificacion

+Adaptado de Bennet, 2008 y Gray-Schopfer y col, 2007.
* Los distintos valores se deben a observaciones de distintos laboratorios o a la utili-

zacion de distintos tipos de muestras.

la familia RAF (formada por ARAF,
BRAF y CRAF en mamiferos), acti-
vandolas e iniciando una cascada
de fosforilaciones. RAF fosforila y
activa a MEK, una proteina quinasa
dual (serina/treonina y tirosina), que
a su vez fosforila a ERK (Extracelular
signal —Regulated Kinase). ERK es la
quinasa efectora de la cascada y tie-
ne mas de 50 sustratos citoplasmicos
y nucleares, incluyendo varios fac-
tores de transcripcién como c-Myc,
c-Fos, Mitf, ETS y Hifla entre otros
[14]. Estos, afectaran la expresion
de numerosos genes, los cuales a su
vez seran los responsables directos
de modificar los procesos celulares
regulados por la via de las MAPK.
En la mayoria de los melanomas,
la via MAPK se encuentra activa
como resultado de mutaciones en
BRAF, presentes en 50-70% de los
melanomas, o en NRAS, en aproxi-
madamente el 10-15% de estos tu-
mores. Interesantemente, las muta-
ciones en NRAS y en BRAF son mu-
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carecer de un sistema inmune fun-
cional). Es importante destacar que
las mutaciones en BRAF se observan
con frecuencia similar en lunares
y en melanomas primarios y me-
tastaticos [18]. Esto sugiere que las
mutaciones de BRAF son un evento
temprano en el desarrollo tumoral y
que las células del lunar deben sufrir
alteraciones adicionales para libe-
rarse de las restricciones impuestas a
su crecimiento y tornarse malignas.

[l COMIENZO DE LA ATIPIA
CELULAR

Figura 5. La via de las MAPK.

Esta via comprende las proteinas BRAF, MEK1/2 y ERK1/2. En células normales la es-
timulacién de la célula por factores de crecimiento activa a receptores y a moléculas
asociadas (SHC,GRB2, etc). La activacién es transmitida a la proteina Ras que a su
vez activa a las MAPK resultando en la fosforilacion de numerosos efectores (por ej.
STAT, MITF, etc). Las proteinas Ras y BRAF se encuentran usualmente activadas en

melanoma. Adaptado de Fecher y colaboradores [4].

tuamente excluyentes, es decir que
no se presentan simultaneamente
en el mismo paciente [15-17]. En
ambos casos estas mutaciones pro-
ducen una activaciéon similar de la
via de las MAPK. Las mutaciones en
NRAS afectan preferentemente los
codones 12 y 61 mientras que en el
90% de las mutaciones en BRAF se
observa la sustitucion T1799A en el
exén 15 que genera un cambio de
Acido Glutamico por Valina en el
codon 600 (mutacion denomina-
da V600E) de la proteina. En estos
casos, BRAF exhibe una estructura
tridimensional diferente, similar a
la que presentan las proteinas no
mutadas luego de ser activadas por
fosforilacién y una elevada actividad
catalitica. Mas importante aln es el
hecho de que esta proteina mutada
no responde a los mecanismos de

control que normalmente regulan la
actividad de las MAPK. Esta elevada
y descontrolada actividad de MAPK
se denomina constitutiva y es una
caracteristica distintiva en el mela-
noma.

Luego del descubrimiento de
la alta prevalencia de la mutacién
V600E en melanoma, varios estu-
dios confirmaron que la activacion
de esta proteina esta involucrada en
el desarrollo de dicha patologia. Se
determind, por ejemplo que BRAF
V600E posibilita la formacion de tu-
mores de melanoma humano en ra-
tones y que su inhibicién disminuye
su crecimiento, aumenta la apopto-
sis e inhibe el desarrollo de tumores
de melanoma implantados en rato-
nes atimicos (ratones que posibili-
tan el establecimiento de tumores,
denominados xenotransplantes, por

El modelo de Clark sugiere que el
paso siguiente para el progreso del
melanoma es el desarrollo de atipia
celular en los nevos displasicos, los
cuales pueden surgir de nevos be-
nignos preexistentes o de lesiones
nuevas. Estas lesiones intra-epider-
males corresponden a la fase de
crecimiento radial (Radial Growth
Phase, RGP) y se la considera como
el primer estadio maligno de mela-
noma (Fig. 4) [19].

Las anomalias moleculares en
esta etapa de progresion se rela-
cionan con fallas en numerosos ge-
nes, algunos de ellos importantes
supresores de tumores, y afectan al
crecimiento celular, reparacion del
ADN, y susceptibilidad a la muer-
te celular [19]. Como se describid
anteriormente, la senescencia in-
ducida por estrés oncogénico limi-
ta el crecimiento de los lunares. La
mutacién V600E es un poderoso in-
ductor de este mecanismo a través
del incremento de la expresion de la
proteina p16™** un inhibidor del
ciclo celular [20]. Evidentemente,
mutaciones en este gen impediran la
senescencia inducida por BRAF, por
lo cual no resulta sorprendente que
en el 25-50% de los casos de mela-
noma, el gen CDKN2A se encuen-
tre inactivado por distintos defectos
genéticos [21-23]. Este gen codifica
dos proteinas supresoras de tumores
diferentes, p16™* y p194%F g partir
de diferentes marcos de lectura [24]
(Fig. 6). La susceptibilidad a mela-
noma que se asocia con la pérdida
de CDKN2A sugiere que las fallas
en este gen incrementan la probabi-



42 CIENCIA E INVESTIGACION - TOMO 60 N°2 - 2010

:

p16|N‘(4B

CycD-CDK —— pRb

Arresto del
ciclo celular

J=

ARF

|

MDM2 —— ] p53

p21

—p Apoptosis

Figura 6. El locus CDKN2A.

Esta region cromosomal contiene dos genes que codifican (en distintas hebras del ADN) las proteinas p16INK4A
(en gris) y p19ARF (en negro). p16INK4A esta involucrada en el arresto del ciclo celular (Cell cycle arrest) y
pT9ARF esta involucrada en arresto del ciclo celular y apoptosis. Ambos genes se encuentran mutados frecuen-
temente en melanoma y por lo tanto no pueden cumplir con sus funciones.

lidad de que un nevo displastico se
convierta en maligno o la probabili-
dad de aparicién de un nuevo me-
lanoma. p16™&* actda uniéndose a
las quinasas dependientes de cicli-
nas CDK4 y CDK®6. Estas quinasas
se activan cuando se unen a ciclinas
de tipo D vy fosforilan a la proteina
de Retinoblastoma (Rb), la cual se
disocia del factor de transcripcion
E2F. Liberado de su inhibidor, E2F
inicia la transcripcion de genes re-
lacionados con la progresién G1-S
del ciclo celular con lo que la cé-
lula comienzan a dividirse. INK4A
suprime la proliferacion de células
que han sufrido dafios en su ADN
o la activacién de alglin oncogén,
y también de células envejecidas o
de cultivos sobrecrecidos [25]. En
caso de pérdida de funcion de Rb,
la muerte celular puede ser mediada
por p192%F a través de su asociacion
con la proteina MDM2 (Mouse do-
uble minute 2). Cuando esta libre,
MDM2 se une al factor de transcrip-
cién p53, inhibiendo su activacion
y promoviendo su degradacion. Al
ser MDM2 secuestrada por p194k:

se produce la acumulacion de p53
con lo que bloquea el ciclo celular
en la transicion G2-M y permite la
reparacion del ADN danado, o indu-
ce apoptosis [26, 27].

El locus CDKN2A presenta pérdi-
das por delecién en un 50 % de los
melanomas, familiares o esporadi-
cos, y se encuentra ausente por de-
lecién homocigota de una porcién
del cromosoma 9 en un 10 % de los
casos, lo que lo hace la regién con
pérdida mas frecuente en melanoma
[28-30]. En otros casos, s6lo p16/N«4
estd inactivado por mutaciones pun-
tuales, deleciones, metilacion del
promotor o silenciamiento por so-
breexpresion de su inhibidor trans-
cripcional ID1 (Inhibitor of Differen-
tiation 1). Las mutaciones en p19%*
explican al menos en parte por qué
la frecuencia de mutaciones en p53
es tan baja en melanoma, ya que, al
inactivar la misma via, mutaciones
simultdneas en ambas resultan re-
dundantes [25]. Los genes de CDK4
y ciclina D1, proteinas ambas que
actdan a posteriori de INK4A en la
sefializacién, también presentan

frecuentes mutaciones y amplifica-
ciones en melanoma. Algunos ninos
con melanoma portan mutaciones
congénitas en CDK4 que impiden
su interaccién con INK4A, lo que
la libera de la inhibiciéon [31]. Las
deleciones en CDKN2A y amplifi-
caciones de CDK4 tendrian efecto
redundante y se ha observado que
son mutuamente excluyentes.

Una segunda regién cromosomal
que suele estar afectada frecuente-
mente por delecién homocigota en
melanoma y en otros tipos de cancer
es el locus PTEN, ubicado en el cro-
mosoma 10 [32, 33]. Entre 30-50%
de las lineas celulares de melanoma
y entre 5-20% de los tumores presen-
tan inactivacién de PTEN por muta-
cion o delecion, aunque se desco-
noce con exactitud en qué momento
de la progresién ocurririan estas fa-
llas, ya que son mas frecuentes en
melanomas avanzados [23]. PTEN
codifica una fosfatasa que regula ne-
gativamente la sefializacién de la via
PI3K/Akt. PI3K es una quinasa que
fosforila PIP2 (fosfatidilinositol bifos-
fato) convirtiéndolo en PIP3 (fosfati-
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dilinositol trifosfato). Esta via es acti-
vada, en células normales, por una
variedad de factores de crecimiento
que al unirse a su receptor, provocan
un incremento rapido de los niveles
intracelulares de PIP3. El aumento
de PIP3 en la célula induce la acti-
vacion de la quinasa PDK1 (protei-
na quinasa dependiente de fosfati-
dilinositol) la cual fosforila y activa
varias proteinas quinasas, entre los
cuales se encuentra la quinasa AKT,
también conocida como PKB. Esta
dltima a su vez fosforila una plétora
de proteinas, muchas de las cuales
suprimen el ciclo celular o estimu-
lan la apoptosis. Al ser fosforiladas
por AKT, se inactivan de modo que
se facilita la proliferacion y super-
vivencia celular. En condiciones
normales, PTEN mantiene bajos los
niveles de PIP3 y por lo tanto los ni-
veles de Akt activa. Sin embargo, en
su ausencia, ambas se incrementan.
Entre los mdltiples efectos, directos
o indirectos, de la activacion de Akt
en melanoma se encuentran: la inhi-
bicién de p53 (por medio de la acti-
vacion de MDM2) y otros inhibido-
res del ciclo celular (p21, p27), lain-
hibicién de factores pro-apoptoticos
(BAD, procaspasa-9), la activacién
de factores anti-apoptdticos (Bcl2,
Mcl-1), la activacién de la quinasa
mTOR, que estimula el crecimiento
celular, y la activacién de los facto-
res de transcripcion B-catenina y de
NFkB, que aumentan la expresién
de numerosos genes involucrados
en supervivencia y proliferacion ce-
lular [23]. La activacion de esta via
también se relaciona con los cam-
bios en la expresién de caderinas
que facilitan la invasién del tumor
[34].

La activacion de la via PI3K/Akt
en melanoma también se origina por
mutaciones en PI3K (halladas en un
3% de melanomas metastaticos) o
por la sobreexpresién de Akt3 has-
ta en un 60% de los melanomas) en
general por amplificacién del gen
que la codifica [35]. En compara-
cion con melanocitos normales, los
niveles elevados de activacion de
Akt se han detectado en la fase de
crecimiento radial y aumentan a lo
largo de las sucesivas etapas [36]. La

presencia de mutaciones o delecio-
nes de PTEN en melanoma coinci-
den con la presencia de mutaciones
en BRAF, pero no en NRAS. Dado
que mutaciones en NRAS activan
tanto la via MAPK como la de PI3K
(a diferencia de BRAF que sélo acti-
va la primera) se considera que inde-
pendientemente del mecanismo, la
activacion de ambas vias es necesa-
ria para el desarrollo de melanoma
[28]. Esto esta avalado por el hecho
de que tanto la senalizacién de las
MAPK como de PI3K deben ser in-
hibidas a los efectos de suprimir el
crecimiento celular en cultivos tridi-
mensionales de melanoma [35].

[l CAMBIOS EN ADHESION
CELULAR, INVASION Y
METASTASIS

La invasion local y la metastasis
son las responsables de la mortali-
dad en melanoma. En el modelo de
progresion de Clark, las caracteris-
ticas invasivas aparecen durante la
fase de crecimiento vertical (ver-
tical growth phase, VGP), cuando
las células de melanoma atraviesan
la membrana basal y adquieren la
capacidad de crecer en la dermis
formando un nédulo expansivo (Fig.
4). La metdstasis de melanoma se
desarrolla cuando estas mismas cé-
lulas se disocian de la lesién prima-
ria, migran al estroma circundante e
invaden vasos arteriales y linfaticos
para formar un tumor en algin sitio
distante [37]. Tanto la invasién como
la diseminacién de melanoma estdn
relacionadas con alteraciones en la
adhesion celular. En condiciones
normales, las moléculas de adhe-
sioén celular controlan la migracion
celular, la organizacion tisular y la
organogénesis [38]. Alteraciones
en la expresion de estas moléculas
provocan sefalizacién celular abe-
rrante, interacciones andmalas del
tumor con el estroma y facilitan la
invasion del tejido circundante. En-
tre las moléculas que modulan este
proceso se encuentran las proteinas
de la familia de las caderinas y las
integrinas.

Las caderinas son proteinas de

transmembrana responsables de
la adhesion intercelular, que parti-
cipan también en la sefalizacion
intracelular. Poseen un dominio
extracelular por el que se conectan
con caderinas similares de células
adyacentes, formando regiones de
contacto celular denominadas unio-
nes adherentes. Su dominio intrace-
lular, forma parte de un gran com-
plejo proteico que se conecta con
los filamentos de actina del citoes-
queleto a través de las proteinas de
anclaje a- y B-catenina. Varias vias
de sefalizacién provocan la disocia-
cién de B-catenina del complejo de
adhesion y su translocacion al nd-
cleo donde regulan la transcripcion
de sus genes blanco. Las caderinas
clasicas se dividen en cuatro subti-
pos, denominados segtn el tejido en
donde fueron halladas: E (epitelia-
les), presentes en células epiteliales
polarizadas de la epidermis, inclu-
yendo melanocitos y queratinoci-
tos; VE (vasculares-endoteliales); P
(placentarias); y N (neurales), siendo
estas Ultimas propias de células me-
senquimaticas presentes en la der-
mis, tales como los fibroblastos.

Las caderinas s6lo forman unio-
nes homofilicas, esto es, con otras
moléculas del mismo tipo. Tanto
los melanocitos como los querati-
nocitos de la epidermis expresan
E-caderina e interaccionan gracias a
ésta. El contacto de los melanocitos
con los queratinocitos indiferencia-
dos de la membrana basal inhibe la
proliferacién de los melanocitos y
mantiene el equilibrio entre ambos
tipos celulares [39, 40]. La progre-
sion de melanoma desde la fase de
crecimiento radial a la vertical, esta
caracterizada por la pérdida de E-
caderina y el aumento de expresion
de N-caderina (89,91). N-caderina
es caracteristica de los carcinomas
invasivos y posibilita la disemina-
cién metastatica permitiendo a las
células de melanoma interactuar
con otras células que expresen N-
caderina como los fibroblastos de la
dermis y el endotelio vascular [39,
41].

En los 6rganos, las células no
s6lo interaccionan entre si, sino
también lo hacen con la matriz ex-
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tracelular (MEC) que las rodea. Otro
tipo de proteinas de transmembrana,
las integrinas, actGan como recepto-
res para fibronectina, coldgeno vy la-
minina, componentes esenciales de
la MEC [42], y la conectan con el
citoesqueleto de la célula. También
activan vias de sefalizacién intra-
celular que informan a la célula las
caracteristicas de la matriz en la que
estd inmersa. Las integrinas son en
realidad heterodimeros formados
por dos subunidades denominadas
ay B. Los tipos de cadenas polipep-
tidicas ay B que forman los distintos
tipos de integrinas determinan su
especificidad y funcion. Ademas del
cambio en la expresion de caderi-
nas, la transicion de crecimiento ra-
dial a vertical también se asocia con
un cambio en el patrén de expresion
de integrinas en las células de mela-
noma, volviéndose mas abundante
la integrina av[33 [43]. Esta integrina
posee un mayor espectro de interac-
cién y por ende puede unirse a nue-
vos componentes de la MEC como
fibronectina, con la que no interac-
tdan los melanocitos normales. Esto
induce la activacion de FAK (Focal
adhesion kinase), la cual contribuye
a aumentar la expresion de genes
como la metaloproteinasa de matriz
2 (MMP-2) y otras enzimas que de-
gradan los componentes de la MEC
y de la membrana basal [44]. Ade-
mas, la integrina a B, aumenta la
expresion de BCL-2 [45] y estimula
la motilidad de las células de mela-
noma a través de la reorganizacién
de su citoesqueleto [46]. Todos estos
eventos permiten que la célula mi-
gre a través de la MEC, prolifere e
invada otros tejidos.

[l DISTINTOS PATRONES DE
ALTERACION GENETICA EN
MELANOMA

Como ya hemos visto, la clasi-
ficacion de melanoma se basa en
cuatro tipos de crecimiento histo-
[6gico basicos: SSM, LMM, NM y
ALM. El uso de esta clasificacion
es controversial debido a su poca
aplicabilidad clinica. En los Gltimos
anos se ha sugerido una nueva cla-

sificacion basada en que las diferen-
cias observadas entre melanomas
originados en distintas regiones del
cuerpo se relacionan directamente
con su exposicion diferencial a la
luz UV. Varios estudios moleculares
han demostrado que esta exposi-
cién diferencial se correlaciona con
distintos patrones de alteraciones
genéticas y dieron sustento a una
nueva clasificacion de melanoma
en: melanomas de piel crénicamen-
te expuesta a luz UV (de cabeza y
cuello), melanomas de piel intermi-
tentemente expuesta a luz UV (de
tronco y extremidades), melanomas
acrales (de las palmas de las manos,
plantas de los pies) y melanomas de
las membranas mucosas (en epite-
lios internos que nunca son expues-
tos al sol). Los melanomas primarios
agrupados de esta manera presentan
diferencias tanto en tipo y nime-
ro de aberraciones cromosémicas,
como en mutaciones en genes espe-
cificos, sugiriendo que estos grupos
de tumores se desarrollan por meca-
nismos diferentes en respuesta a pre-
siones selectivas diferentes. Las dife-
rencias son mas pronunciadas entre
melanomas de piel relativa o abso-
lutamente protegida del sol (mela-
nomas acrales y de las mucosas), y
melanomas de la piel con diferentes
grados de exposicion al sol. Espe-
cificamente, los primeros muestran
un grado significantemente mas alto
de aberraciones cromosémicas. Se
encontraron amplificaciones en un
89% de los melanomas acrales y un
85% en melanomas de las mucosas,
aunque las regiones genémicas im-
plicadas fueron diferentes entre am-
bos grupos. Por el contrario, en los
grupos de melanomas de piel con
exposicion crénica o intermitente al
sol las amplificaciones fueron me-
nos frecuentes [28].

Por su parte, se determiné que las
mutaciones en BRAF son mas comu-
nes en el grupo de melanoma con
exposicion intermitente al sol que en
los otros tres grupos. Por el contra-
rio, no se encontraron asociaciones
entre las mutaciones en el oncogén
NRAS vy los distintos subgrupos ya
que NRAS presenta mutaciones en
10-15% de los melanomas de todos

los grupos. Como hemos menciona-
do anteriormente, las mutaciones en
BRAF o en NRAS son mutuamente
excluyentes. Se observé que en los
tumores que no portaban ninguna
de estas dos mutaciones, con fre-
cuencia se encuentra amplificacién
del gen CCND1 (ciclina D1); lo que
sugiere que, ya sea por mutacion de
los genes rio arriba de la via o por un
incremento en el nimero de copias
del propio CCND1, su expresion es
un evento clave en la progresion de
melanoma. La proteina CDK4, que
se asocia a la funcion de ciclina D1,
también es un foco de amplificacion
recurrente, y estas amplificaciones
son mas frecuentes en melanomas
acrales y de las mucosas que en
los otros dos grupos. Los casos en
los que se encontré amplificacion
de CDK4 no mostraron mutacién
en BRAF, NRAS o amplificacién de
CCND1, sugiriendo una vez mas la
redundancia de estas anomalias en
la estimulacion de la proliferacion
celular. El locus CDKN2A, que co-
difica a p16™ el principal inhibi-
dor del complejo CDK4-CiclinaD1
es la region gendémica que presenta
pérdidas con mayor frecuencia en
melanoma, encontrandose delecio-
nada en un 50% de los casos. Los
tumores que presentan delecién ho-
mocigota de CDKN2A, no presentan
amplificaciones de CDK4, dado que
también serian eventos redundan-
tes [28]. Recientemente se deter-
miné que el 46% de los melano-
mas oculares de la uvea presentan
mutaciones en el codén 209 de la
proteina GNAQ que codifica para la
sub-unidad a de la proteina G. Esta
mutacién no es observada en ningu-
no de los otros tipos de melanomay
resulta en la activacién constitutiva
de esta proteina la cual pasa a actuar
como oncogén [47].

En lo que respecta a la activacion
de la via de PI3K, PTEN, regulador
negativo de esta via, es uno de los
genes mas frecuentemente mutado
en melanoma, en la mayoria de los
casos por delecion. Ya sea por de-
lacién o mutacion puntual, la falta
de actividad de PTEN resulta en la
activacion de la via. Dado que las
alteraciones de este gen se presen-
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tan generalmente en forma simul-
tanea con las mutaciones en BRAF,
se deduce que PTEN se encontraria
afectado en la mayoria de los mela-
nomas de piel con exposicién croni-
ca o intermitente al sol [28].

Por otra parte, se encontré6 que
KIT, un receptor tirosina quinasa
capaz de activar tanto la via MAPK
como PI3K/Akt, se encuentra activa-
do por amplificacién y/o mutacion
en muchos de los tumores que no
presentan mutaciones en BRAF. Se
detectaron alteraciones en KIT en un
39% de los tumores de las mucosas,
un 36 % de los acrales y un 28% de
los melanomas de piel crénicamen-
te expuesta al sol; mientras que no
se encontré en ninguno de los mela-
nomas de piel con exposicién inter-
mitente, en relacion inversa con las
mutaciones de BRAF [48]. KIT es el
receptor para SCF (Stem Cell Factor),
un mitégeno crucial para el desarro-
llo de melanocitos y melanoblastos.
Paraddjicamente la expresion de KIT
estd disminuida en la mayoria de los
melanomas en comparacién con
melanocitos normales, pero parece
estar activado en estos subgrupos de
melanomas sin mutaciones en BRAF
0 NRAS.

En sintesis, los melanomas acra-
les y de las mucosas (que tienen
poca o nula exposicion al sol) son
mecanisticamente mads similares
entre si que con los otros dos. Sin
embargo, existen diferencias morfo-
l6gicas y genéticas suficientes entre
ambos como para conservar su iden-
tidad independiente. Por otra parte,
también existen diferencias entre los
grupos de tumores en los que la luz
UV tiene un papel preponderante.
Los melanomas de piel con expo-
sicién intermitente presentan una
mayor frecuencia de mutaciones en
BRAF y pérdidas en el cromosoma
10 donde se ubica PTEN, mientras
que melanomas de piel crénicamen-
te expuesta presentan mutaciones en
BRAF con mucha menor frecuencia
y, por el contrario, tienen mayor tasa
de amplificacion del gen CCND1.
Los melanomas que surgen en sitios
de exposicion cronica al sol se de-
sarrollan tipicamente en etapas mas
tardias de la vida y estan asociados

con otras neoplasias relacionadas
a la luz UV como queratosis solar,
sugiriendo que se requieren dosis
acumuladas de luz UV para su desa-
rrollo. En contraste, los melanomas
que se originan en la piel con expo-
sicién intermitente al sol suelen de-
sarrollarse a edades mas tempranas
y en personas que tienen una mayor
cantidad de lunares y un menor nd-
mero de queratosis solares. Por esto
se supone que las personas que de-
sarrollan melanomas en la piel inter-
mitentemente expuesta al sol tienen
una susceptibilidad mayor a la luz
UV, lo que implica un incremento
en la probabilidad de adquirir muta-
ciones en BRAF o de proliferar si ta-
les mutaciones ocurren. Por el con-
trario, los pacientes con melanocitos
menos susceptibles requeririan una
dosis acumulativa alta de luz UV
para desarrollar melanoma y por eso
los presentarian en zonas crénica-
mente expuestas al sol, tales como
la cara [28].

La evidencia acumulada no sélo
confirma el rol crucial de las vias
de sefalizacion implicadas (MAPK
y PI3K), sino también la necesidad
de una clasificaciéon mas adecuada
a las diferencias bioldgicas y gené-
ticas entre subgrupos de melanoma.

Aunque muchas de las alteracio-
nes halladas tienen consecuencias
similares, las diferencias en el pa-
tron de aberraciones de los subgru-
pos propuestos sugieren que éstas
podrian tener funciones adicionales
que son importantes en el desarrollo
y evolucién del tumor, y que ten-
drian por lo tanto, respuestas dis-
tintas a determinadas terapias. Esto
enfatiza la necesidad de la caracte-
rizacion molecular de cada tumor y
el desarrollo de terapias especifica-
mente disefiadas para cada pacien-
te.

[l EL TRATAMIENTO DE
MELANOMA

Las opciones terapéuticas a se-
guir en el paciente con melanoma
dependen fuertemente del estadio
alcanzado por el tumor. El trata-
miento del estadio O implica ge-

neralmente la realizacién de una
cirugia con el objeto de extirpar el
area de células anormales y una
cantidad pequefa de tejido normal
a su alrededor (usualmente 0,05 cm
para este estadio). Para el estadio |,
usualmente se recomienda acompa-
fiar la cirugia descripta con la rea-
lizacion de una biopsia del ganglio
linfatico centinela. El motivo de este
procedimiento es determinar la di-
seminacién de células cancerosas al
ganglio con mayores probabilidades
de diseminacién. Ulteriores trata-
mientos dependeran del resultado
de este ensayo. La cirugia y la biop-
sia del ganglio centinela también se
realizan en pacientes en estadio II.
Estos pacientes presentan mayores
riesgos de diseminacién y de com-
promiso de otros ganglios linfaticos.
Por este motivo, la cirugia suele ser
seguida por tratamientos adyuvantes
como interferon-a (INF-a) o inter-
leuquina 2 (IL-2). Estas y otros tra-
tamientos adyuvantes, actualmente
en etapa de experimentacion, tienen
como objetivo fortalecer y ayudar al
sistema inmune a combatir las cé-
lulas tumorales. Las opciones hasta
aqui descriptas también se aplican
en pacientes en los estadios Il y IV
pero en estos casos es imprescindi-
ble realizar tratamientos adicionales
dirigidos contra los focos de me-
tastasis (ver siguiente seccion). De-
pendiendo de cada caso particular,
puede ser necesario tomar medidas
paliativas con el fin de mejorar la ca-
lidad de vida del paciente.

[l ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS
PARA EL MELANOMA
METASTATICO

Las vias de sefalizacion altera-
das descriptas en este articulo repre-
sentan solo una pequefia muestra
de la extraordinaria complejidad
molecular de las células de mela-
noma. Ademas, el melanoma es una
enfermedad muy agresiva, con gran
potencial metastatico y una resisten-
cia notable a los agentes citotdxicos
utilizados en las terapias quimiote-
rapéuticas convencionales emplea-
das en otros tipos de cancer. Estas
caracteristicas se deberfan a que
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los melanocitos se originan a partir
de células con alta motilidad y que
tienen exacerbadas las propiedades
relacionadas con la supervivencia
celular. Todas estas razones segu-
ramente contribuyen a la dificultad
en desarrollar terapias que prolon-
guen la sobrevida de los pacientes
con melanoma avanzado. Dada la
carencia de terapias efectivas, muy
frecuentemente se sugiere a pacien-
tes con melanoma avanzado incor-
porarse a distintos tipos de ensayos
clinicos. Un ensayo clinico consiste
en un estudio de investigacion que
procura analizar el efecto de nuevos
agentes terapéuticos en pacientes.
Generalmente, estas nuevas terapias
han demostrado previamente tener
algiin efecto benéfico en experimen-
tos realizados en animales experi-
mentales con melanoma.

En los dltimos 30 afos se han
ensayado sin éxito distintos tipos de
tratamientos incluyendo quimiote-
rapia, radioterapia, inmunoterapia,
vacunas y terapias dirigidas. A la fe-
cha, Dacarbazina (DTIC) es el agen-
te terapéutico de referencia y apro-
bado oficialmente para el tratamien-
to de melanoma avanzado ya que
en ensayos clinicos se observaron
respuestas parciales en aproximada-
mente 10% de los pacientes. Otras
drogas como Carmustina (BiCNU),
Paclitaxel (Taxol), Temozolomida y
Cisplatino también han mostrado
cierto efecto como agentes quimio-
terapeuticos simples en fase me-
tastatica [49]. Sin embargo, estos
niveles de respuesta muchas veces
no han podido ser reproducidos. La
gran desventaja de estos tratamien-
tos es que resulta imposible predecir
qué pacientes responderdn a estas
drogas ya que no se ha hallado nin-
gun indicador clinico o molecular.

Otra caracteristica saliente del
melanoma es su inmunogenicidad
y la persistencia en el paciente de
linfocitos T dirigidos contra antige-
nos de melanoma. Esta caracteris-
tica ha intentado ser explotada con
el objeto de desarrollar inmunote-
rapias contra esta enfermedad [50].
En un principio se intento fortalecer
la respuesta inmune mediante la ad-
ministracion de IL-2 o INF-a, pero

la tasa de respuesta fue baja y con
una elevada toxicidad [49]. Actual-
mente el uso de IFN-a suele estar
restringido a terapias adyuvantes
postquirdrgicas ya que puede re-
trasar la recurrencia de melanoma.
Otra estrategia muy utilizada se basa
en la identificacién y multiplicacion
in vitro mediante distintas técnicas,
de poblaciones de células T del pa-
ciente reactivas contra antigenos
de melanoma. Estos linfocitos son
luego reinyectados al paciente con
la intencion de que desarrollen una
respuesta citotoxica contra el tumor.
A lo largo de los afios estas estrate-
gias han obtenido tasas de respues-
tas bajas, aunque aquéllos pocos pa-
cientes que respondieron contra el
tumor presentaron respuestas dura-
deras [38, 51]. En los uGltimos anos,
la aplicacién de nuevas tecnologias
como la manipulacién genética de
los receptores de las células T en las
células extraidas de los pacientes ha
dado resultados interesantes, por lo
cual se estima que esta terapia posee
cierto potencial.

[l TERAPIAS DIRIGIDAS

Las terapias dirigidas consisten
en farmacos u otras sustancias que
se unen (y activan o inhiben) a molé-
culas especificas dentro de la célula
que promueven el crecimiento y el
avance de los tumores. Dado que
estas terapias se enfocan en cambios
moleculares y celulares especificos
de la célula tumoral, es posible que
las terapias dirigidas sean mas efec-
tivas que otros tratamientos, como la
quimioterapia y radioterapia, y me-
nos dafinas para las células norma-
les. Por lo tanto, el desarrollo de las
terapias dirigidas requiere la identifi-
cacion de blancos moleculares que
estén alterados en cdncer y cuya in-
hibicion afecte vias de transduccién
de sefiales implicadas en el desarro-
llo tumoral. El concepto de “adic-
cién oncogénica” supone que las
células cancerosas muestran mayor
dependencia de las vias de prolife-
racion hiperactivadas que las células
normales, y por lo tanto de los onco-
genes implicados en esas vias. Esto

ofrece la posibilidad de desarrollar
terapias dirigidas ya que las células
cancerigenas seran mds sensibles a
la inhibicién de esas vias que las cé-
[ulas normales. Este concepto puede
extenderse y permite comparar célu-
las tumorales que presentan activa-
cion de una vs. varias vias de sefiali-
zacion. Es notable que las células de
melanoma con mutacion en BRAF
son mas sensibles a la inhibicién
de la via MAPK que las células con
mutacion en RAS [52]. Aunque es-
tas dos proteinas sefalizan a través
de ERK, RAS activa vias alternativas
como la de PI3K/Akt y hace a las cé-
lulas menos dependientes de la via
MEK. Por la misma razoén, es de es-
perar que los tumores que presenten
mutacion de RAS respondan menos
a la inhibicion de esta via que los
tumores con mutacién en BRAF.

No todos los oncogenes son
blancos factibles para implementar
terapias dirigidas, pero las enzimas
como quinasas, proteasas y fosfa-
tasas tienen “bolsillos” en sus sitios
cataliticos donde pueden entrar mo-
léculas pequenas, especificamente
disefiadas y asi inhibir su actividad
enzimdtica. Los blancos mas atrac-
tivos son aquellas enzimas que en
general se encuentran activas en el
tumor y que dirigen las principales
vias involucradas en la progresion
tumoral. Dado el rol critico de la via
de las MAPK en melanoma, muchas
terapias dirigidas se focalizaron en
inhibir distintos componentes de
esta via, como se vera a continua-
cion.

El primer inhibidor de BRAF em-
pleado en pacientes con melanoma
fue Sorafenib (BAY 43-9006), ya que
este estaba siendo utilizado en carci-
noma renal y hepatocelular. Sorafe-
nib fue desarrollado como un inhibi-
dor de RAF pero luego se demostré
que también inhibe receptores de
tirosina quinasa como VEGFR (Vas-
cular Endotelial Growth Factor) c-Kit
y PDGFR (Platelet Derived Growth
Factor Receptor) [53]. Sorafenib no
mostré actividad anti-melanoma al
ser utilizado como monoterapia y
su combinacion con carboplatino o
paclitaxel no produjo cambio en la
sobrevida de los pacientes [54]. Es-
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tos resultados orientaron el desarro-
llo de inhibidores especificos contra
las formas mutadas de BRAF. Uno
de estos compuestos de segunda ge-
neracion, PLX4032 inhibe la forma
mutada de BRAF (V600E) pero no la
forma normal de BRAF. Ademas de-
mostré una alta especificidad al ser
probado en un panel de 70 protei-
nas quinasa. En un reciente ensayo
clinico de fase I, esta droga mostro
una gran actividad antitumoral en la
mayoria de los pacientes con BRAF
V600E vy regresion de los tumores
luego de dos semanas posteriores al
comienzo del tratamiento. A pesar
de que estos resultados representan
un avance importantisimo en la lu-
cha contra esta enfermedad, este
tratamiento presenta ciertas limita-
ciones. Una de ellas es que este in-
hibidor no es efectivo en pacientes
con mutaciones en NRAS. Un pro-
blema que también debe ser solu-
cionado es la aparicion de carcino-
ma de células escamosas (otro tipo
de cancer de piel no-melanoma) en
algunos pacientes bajo tratamiento.
Este efecto no deseado se debe a
que PLX4032 causa una activacion
paradéjica de ERK por activacién de
CRAF en células que poseen BRAF
no mutado [55-57]

Este inconveniente podria teo-
ricamente ser evitado con drogas
que se encuentran actualmente en
ensayos clinicos como RAF265 que
inhiben las tres isoformas de RAF asi
como también V600E. Otros com-
puestos que inhiben la via de las
MAPK que estan siendo evaluadas
en ensayos clinicos son los inhibi-
dores de MEK como PD0325901 vy
AZD6244, pero hasta el momento
estos han presentado cierta toxici-
dad [58].

La experiencia obtenida con
otros inhibidores de proteinas qui-
nasas en el pasado y algunos re-
sultados  preliminares  obtenidos
con PLX4032 indica que luego del
efecto de regresion tumoral, puede
presentarse el relapso de los tumores
debido a la aparicién de resistencia
a la droga. Desde el punto de vista
molecular, esto implica la aparicién
de nuevas mutaciones que afectan
la proteina blanco u otras protei-

nas y que neutralizan el efecto de
la droga. Por este motivo, es nece-
sario continuar con el desarrollo de
nuevos agentes para utilizar ante la
aparicion de resistencias.

Como se mencion6 anteriormen-
te, las diferencias a nivel genético
observadas en los distintos tipos de
melanoma son de mucha utilidad
para dar con tratamientos eficaces.
Un subgrupo de pacientes con me-
lanoma uveal (que no poseen mu-
taciones en BRAF) presentan muta-
ciones en el receptor c-Kit que dis-
paran la actividad tirosina quinasa
del receptor. Estos pacientes estan
siendo tratados exitosamente con
imatinib y dasatinib, compuestos di-
sefiados contra la quinasa quimérica
BCR/ABL que también inhiben KIT y
PDGFR. La utilizacién de estas dro-
gas fue desarrollada con muy buen
resultado en leucemia mieloide cré-
nica [59] y tumores gastrointestina-
les (GIST) que presentan mutaciones
similares en c-Kit [60].

Otra de las vias de sefializacion
activas en melanoma es la via de
PI3K/Akt. Esta se encuentra activa
en forma constitutiva en melanoma
como resultado de la inactivacion
del supresor de tumores PTEN o de
mutaciones en NRAS. Estos pacien-
tes no son beneficiados por PLX4032
y requieren el empleo de inhibido-
res especificos contra esta via. Ac-
tualmente se encuentra en fase de
prueba inhibidores para PI3K, Akt, y
uno de sus sustratos, mMTOR (Mam-
malian Target of Rapamicin). En ge-
neral estas drogas muestran efectos
leves como agentes simples por lo
que se estudia su combinacién con
otros agentes, por ejemplo inhibido-
res de la via RAS-ERK o compues-
tos que disminuyan la resistencia a
apoptosis de melanoma. Entre estas
dltimas, se encuentran compuestos
contra el factor de trascripcion NF-
KB y el inhibidor de apoptosis Bcl-2.
Ensayos clinicos con oligonucleé-
tidos antisentido disefiados contra
Bcl-2 han mostrado eficacia sensi-
bilizando a las células de melano-
ma a la quimioterapia, con mejoras
en la sobrevida libre de progresion
cuando se administraron en combi-
nacion con Dacarbazina [61, 62].

Otra estrategia que se ha explorado
son los compuestos que inhiben la
angiogénesis, un importante paso en
el desarrollo del tumor. Factores an-
giogénicos como VEGF, IL-8, bFGF
y PDGF se encuentran presentes
en el microambiente tumoral. Tan-
to inhibidores del receptor de VEGF
(SU5416 y AGO13736) como anti-
cuerpos que neutralizan el receptor
demostraron actividad anti-tumoral
en ratones pero no han dado aln
resultados satisfactorios en ensayos
clinicos [63] .

[l CONCLUSIONESY
PERSPECTIVAS FUTURAS

La identificacién de las vias de
sefializacion involucradas en el ini-
cio, progresion y metdstasis de me-
lanoma esta abriendo un campo que
ofrece nuevas y numerosas posibili-
dades para el tratamiento. Sin em-
bargo para que estas nuevas terapias
dirigidas den los resultados espera-
dos sera necesario implementar de
aqui en adelante la realizacion de
estudios genéticos en los pacientes
con melanoma para determinar el
tratamiento mas adecuado en fun-
cién de las alteraciones genéticas
presentes en cada uno de ellos. Esta
informacién a su vez sera de utili-
dad para utilizar en forma racional
combinaciones de distintos agentes
terapéuticos.
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B GLOSARIO

Queratinocitos: células predomi-
nantes de la epidermis.
Melanocitos: célula especializada

de la epidermis que sintetiza la
melanina.

Nucleétidos: El ADN esta formado
por 4 tipos de nucledtidos Adeni-
na, Guanina (ambos denominados
purinas) Citosina y Timidina (am-
bos denominados pirimidinas).
Displasia: tejido que presenta cé-
lulas con distintos tipos de anor-
malidades (tamafo, forma, orga-
nizacion, etc). Estos cambios pue-
den o no ser previos al desarrollo
de una neoplasia, el proceso que
lleva a la formacién de un tumor.
Exon: segmento de un gen que
contienen las secuencias que co-
difican la proteina.

indice de Breslow: medicién mili-
métrica del grosor del tumor.
Nivel de Clark: describe el nivel
cutdneo de invasion. Utilizado
para determinar el grado de avan-
ce del tumor.

Mutacién puntual. Reemplazo de
un nucleétido por otro distinto en
el ADN.

Delecion: pérdida de un segmento
de ADN (de tamafo variable) en
un cromosoma.

Translocacion. Segmento de ADN
que es movilizado desde su ubica-
cién natural en el cromosoma ha-
cia otra ubicacion en el mismo o
en otro cromosoma.
Amplificacién: un segmento de
ADN que se encuentra repetido en
el cromosoma.

Insercion. Agregado de un nucleé-
tido o de un fragmento de ADN en
el cromosoma.

Mitégeno: que induce mitosis.
Diferenciacion (celular): proceso
fisiol6gico, en virtud del cual, cé-
lulas madre o pluripotentes sufren
cambios que resultan en una célu-
la que se especializa para cumplir
una funcién determinada.

GTPasa: proteinas que realizan la
hidrélisis de guanosina trifosfato
(GTP).

Quinasa: proteina que ejecuta el
proceso de fosforilacion.
Fosforilacion: adicién de un grupo
fosfato del ATP a un sustrato espe-
cifico.
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Fosfatasa: proteina que ejecuta el
proceso de defosforilacion (inver-
so al de fosforilacion).

Proteasa: proteina que degrada a
otras proteinas.

Factor de transcripcion: protei-
na que se une al ADN y regula la
sintesis de ARN mensajero en un
proceso denominado trascripcion.
Ciclina : proteinas que regulan el
ciclo celular, proceso por el cual
una célula se divide en dos células
hijas.

Caderinas : proteinas que colabo-
ran a mantener la integridad de los
tejidos a través de regular el con-
tacto célula-célula.

Integrinas: similares a las caderi-
nas pero involucradas en el con-

tacto de la célula con la matriz ex-
tracelular y ciertos ligandos.
Codon: nombre que recibe una
secuencia de tres nucledtidos del
ARN mensajero y que codifica
para un aminoacido.

Apoptosis: muerte celular progra-
mada.

Oncogén: son los responsables de
la transformacién de una célula
normal en una maligna que de-
sarrollara un determinado tipo de
cancer. Se trata de genes normales
que han sufrido alguna alteracién
genética.

Promotor: regién de un gen que
regula su tasa de trascripcion.
Locus: posicién de un gen en un
cromosoma.

Melanoma Uveal: melanoma del
ojo.

Queratosis solar enfermedad be-
nigna de la piel caracterizada por
hiperplasia y el engrosamiento del
epitelio, en este caso generada por
un exceso de exposicién solar.
Inmunogenicidad: Sustancia ca-
paz de provocar una respuesta in-
mune.

Interleuquina-2: proteina que esti-
mula el crecimiento y la diferen-
ciacion de los linfocitos T.
Interferén-a: proteina producida
por el sistema inmune y que me-
dia la respuesta inflamatoria ante
agentes externos.

ACADEMIA NACIONAL DE EDUCACION

Academia Nacional de Educa-
cién comunica a usted la apari-
cién del Estudio ndmero 23 de
la coleccion Estudiios: “Nuevas
universidades para un nuevo pais
y la educacién superior 1968-
2010”, del Dr. Alberto C. Taquini
(h). En él ha recopilado la mayor
parte de las publicaciones que
realizé en ese periodo, tendien-
tes a la modificacion de la edu-
cacion superior.

El libro fue presentado en un acto
de la Academia realizado el 25
de octubre del corriente a las 17
horas en el Congreso de la Na-
cion.

La publicacién incluye a su vez

un DVD de 1.6Gb en el que se han ordenado por tema y por fecha los contenidos antes sefalados con el
objeto de facilitar a los investigadores la informacion.

Por ser parte, del nuevo libro la reimpresién de uno anterior, en el que se recopilaron los indicadores que
ayudan y determinan la integracion de la educacion superior y dado que esta se encuentra en pleno desarro-
llo, los investigadores interesados en estudiar la dinamica del proceso tendran que actualizar sus datos con
aquellos posteriores a las tablas publicadas.

A su vez, el doctor Taquini ha abierto un blog que incluye la obra completa y que puede descargarse gra-
tuitamente, en formato PDF:http://www.universidadesplantaquini.wordpress.com/. Este se enriquecerd con
vuestra critica. Esperando contribuir una vez mas al mejoramiento de la educacién superior de nuestro pars,
saludo a usted muy atentamente. Para contactos: univplantag@gmail.com.




