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Melanocitos y melanoma

Los melanocitos son las células responsables de
la sintesis de melaninas, que son los pigmentos que
proporcionan el color a la piel, el pelo y los ojos y los
protegen de la luz ultravioleta (UV). Estos pigmentos
son sintetizados y almacenados por los melanocitos
en unos organulos especiales denominados melanoso-
mas que derivan de endosomas tempranos que sufren
una maduracién especifica de este tipo celular duran-
te la cual incorporan una serie de proteinas estructu-
rales y enzimas implicadas en la sintesis de melanina
(Raposo y Marks, 2007).

En la piel, los melanocitos se distribuyen en la
membrana basal, situada entre la epidermis y la der-
mis, desde donde transfieren los melanosomas a los
queratinocitos circundantes mediante un mecanismo
de transporte que ocurre a nivel de sus dendritas.
Los queratinocitos captan los melanosomas y los dis-
ponen alrededor de su ntucleo para proteger al ADN
del dafio ocasionado por la luz UV. A su vez, los que-
ratinocitos epidérmicos secretan una serie de factores
que regulan la homeostasis de los melanocitos (Slo-
minski et al., 2004) (Figura 1).
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Figura 1. Melanocitos y distribucién de melanina en la piel. Los melanocitos epidérmicos son las
células encargadas de dar coloracién a la piel y protegerla de la luz UV gracias a su capacidad de
inteti lanina en los Estas células se sitian en la membrana basal y,

desde aqui, distribuyen los mel alos q d porun i de
transporte que ocurre a nivel de sus dendritas.
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El melanoma cutaneo es un tipo de cancer de piel
que se origina por transformacién maligna de los me-
lanocitos epidérmicos o de sus células madre, princi-
palmente por el dano al ADN inducido por la radia-
cion UV (Goding, 2007). Se piensa que esta neoplasia

se desarrolla segan un modelo de progresion secuen-
cial. Segun este modelo, en primer lugar se produciria
una proliferacion aberrante de los melanocitos debido
a alguna alteracion genética, presumiblemente cau-
sada por la radiacién UV, que les permitiria escapar
a la estrecha regulacién por los queratinocitos dan-
do lugar a los nevus o lunares. Se trata de lesiones
hiperplasicas benignas consistentes en una pobla-
ci6én clonal de melanocitos que no progresan gracias a
los mecanismos de senescencia celular. Si continian
acumulandose alteraciones genéticas, los nevus so-
brepasan los mecanismos de senescencia celular, se
vuelven displasicos y pueden progresar a una fase de
crecimiento radial (RGP) en la que se produce una
extension superficial de los melanocitos confinada a
la epidermis y con bajo potencial invasivo. Finalmen-
te, la sucesiva acumulacién de alteraciones genéticas
hace que las células pasen a una fase de crecimiento
vertical (VGP) en la que adquieren la capacidad de in-
vadir la dermis y alcanzar vasos sanguineos o linfati-
cos para metastatizar (preferentemente en higado,
pulmoén y cerebro). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que no todos los melanomas se originan a par-
tir de nevus pre-existentes, sino que también pueden
originarse a partir de melanocitos aislados, ni tampo-
co todos los melanomas pasan por todas estas fases
(Zaidi et al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de iniciacién y progresion del mel: h El mel: humano se
origina segin un modelo de progresié ial, Isado por el acumulo progresivo de
1| i éti y epigenéti en el que el principal agente etioldgico seria la luz UV. En
primer lugar, una proliferacién aberrante de los melanocitos daria lugar a la formacién de nevus o
lunares. A continuacién se produciria una fase de crecimi radial (RGP) localizada en la epid 3
seguida de una fase de crecimiento vertical (VGP) en la que las células de melanoma invadirian la
demmis y podrian alcanzar vasos sanguineos o linfiticos para metastatizar, preferentemente a higado,
pulmén y cerebro.

Imagen extraida y adaptada de: Zaidi et al., 2008.

La deteccion y la extirpacion quiriurgica del mela-
noma en las fases tempranas de su evolucién biolégi-
ca son determinantes para la supervivencia de los
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pacientes. La mayoria de las lesiones tempranas y al-
gunos melanomas en estadios mas avanzados pueden
ser identificados empleando la regla ABCDE. Segun
este criterio, los melanomas son Asimétricos (no pue-
den dividirse en dos mitades iguales), tienen Bordes
irregulares, muestran un Color no homogéneo, su
Diametro suele ser superior a 6 mm y su Evolucion
cambia con el tiempo (Friedman et al., 1985; Abbasi
et al., 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Regla ABCDE para la deteccién temprana del melanoma. Los
melanomas son Asimétricos, presentan Bordes imegulares o festoneados,
muestran un Color no homogéneo (dos o mds tonos: marrén, rojizo, negruzco),
tienen un Diimetro superior a 6mm y Evolucionan, es decir, sus caracteristicas
cambian con el tiempo.

Imagen extraida v adaptada de: hutpwww.skinhairsurgery.com'Mediskincare Himl

Cuando un mecanismo defensivo se convier-
te en ofensivo

El melanoma cutaneo es el cancer que mayor in-
cremento ha sufrido en cuanto a incidencia y mortali-
dad en las ultimas décadas en la poblacién caucasica
y se trata del tipo de cancer de piel mas agresivo
(Giblin y Thomas, 2007). Los pacientes con enferme-
dad avanzada que presentan afectacién de ganglios
linfaticos o metastasis distantes tienen unas tasas de
supervivencia media a 5 anos del 50 % y del 10-20 %,
respectivamente (Grossman y Altieri, 2001). El dni-
co tratamiento efectivo es la escisién quirdrgica de
las lesiones tempranas, ya que el melanoma maligno
muestra una gran resistencia frente a todas las tera-
pias anti-cancerigenas disponibles en la actualidad.

Durante décadas, los clinicos y los cientificos basi-
cos han estado desconcertados por la gran capacidad
que presentan las células de melanoma para escapar
a los mecanismos de vigilancia del sistema inmune,
para resistir a la inmunoterapia y a la radioterapia,
asi como para evadir la accién de una gran diversidad
de agentes quimioterapéuticos (agentes que causan

dano al DNA, inhibidores de microtabulos, inhibido-
res de topoisomerasas, etc.). Tanto es asi que, después
del tratamiento con quimioterapia, raramente expe-
rimentan beneficios mas de un 20 % de los pacientes
y el término “remisién” es practicamente inexistente
en melanoma. Por tanto, se postula que la gran resis-
tencia a las distintas terapias probablemente no sea
consecuencia de la adquisicion de alteraciones genéti-
cas durante o después del tratamiento, sino que mas
bien la resistencia seria una capacidad inherente a
las células de melanoma ya presente en el momen-
to del diagnéstico. Diversos estudios postulan que las
células de melanoma “nacen para sobrevivir”’ y que su
comportamiento agresivo provendria de caracteristi-
cas intrinsecas de supervivencia de sus progenitores,
los melanocitos, que se verian incrementadas por al-
teraciones adicionales adquiridas durante la progre-
sion del tumor. (Soengas y Lowe, 2003)

Los antifolatos fueron los primeros antimetaboli-
tos en incorporarse a la clinica a finales de la década
de 1940. Estos agentes, entre los que destaca el meto-
trexato (MTX), actiian como inhibidores competitivos
de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) que es
la enzima clave en el metabolismo del acido félico. Su
descubrimiento se produjo a raiz de la observacion de
que la administracién de suplementos de acido félico
a los pacientes con leucemia linfoblastica aguda em-
peoraba su evolucion, mientras que una dieta pobre
en acido félico producia una notable mejoria (Meyer
et al., 1950). En las siguientes décadas, la efectividad
demostrada frente a diversos tipos de cancer popu-
larizé el uso de MTX e hizo que éste se incorporara
a los distintos regimenes anti-cancerigenos (Bertino,
2000). Sin embargo, no tardaron en aparecer estudios
en los que se describia la ausencia de efectividad del
MTX en el tratamiento del melanoma debido a una
resistencia que parecia ser natural o intrinseca (Kufe
et al., 1980).

Desde su descubrimiento hasta la actualidad, los
mecanismos generales de resistencia al MTX han sido
ampliamente estudiados (Assaraf, 2007). Sin embar-
go, hasta hace unos anos poco se sabia acerca de los
mecanismos especificos de resistencia a esta droga
en las células de melanoma. Experimentos realizados
en nuestro laboratorio y otros han proporcionado evi-
dencias de la existencia de un nuevo mecanismo de
resistencia, especifico del melanoma frente a diversas
drogas citotoxicas, que consistiria en su secuestro en
los melanosomas y su posterior exportacién al exte-
rior celular (Chen et al., 2006; Sanchez del Campo et
al., 2009a). Concretamente, nuestro laboratorio puso
de manifiesto que el transporte de MTX por endo-
citosis mediada por el FRa (folate receptor alpha)
conducia, de alguna manera, al secuestro del MTX en
el interior de los melanosomas y a su exportacion al
exterior celular, lo cual reducia la acumulacién intra-
celular de la droga y hacia que ésta solo fuera capaz
de detener el crecimiento de las células de melanoma
pero no de inducir su muerte (Sanchez del Campo et
al., 2009a) (Figura 4).

2 / REVISTA EUBACTERIA (NOVIEMBRE 2013) N°32 / ISSN-1697-0071/



INVESTIGACION CONTRA EL CANCER

| Figura 4. Mecanismo de resistencia especifico del melanoma frente a drogas
citotéxicas como el MTX. El transporte de MTX por endocitosis mediada por el
FRuo. (folate receptor alpha) conduce al secuestro del MTX en los melanosomas y
asu exportacion al exterior celular, lo cual reduce la concentracién intracelular de
la droga y hace que ésta actiie como citoestatica en lugar de citotéxica.

En melanocitos normales la sintesis de melanina
y la biogénesis y transporte de melanosomas se activa
tras la exposicion solar y tiene como objetivo aumen-
tar la pigmentacion de la piel para proteger al orga-
nismo de la radiaciéon UV (Lin y Fisher, 2007). Sin
embargo, este mecanismo “defensivo” frente a la ra-
diacién solar en los melanocitos normales, se tornaria
en un arma “ofensiva” de las células de melanoma al
permitirles expulsar drogas citotéxicas como el MTX.

Nuestros resultados sugerian que el MTX podia
estar activando la maquinaria responsable de la
biogénesis y el transporte de los melanosomas favore-
ciendo asi su propia eliminacién del interior celular.
Pero el mecanismo molecular por el cual el MTX con-
trolaba estos procesos celulares era desconocido.

Dadas las limitadas opciones terapéuticas exis-
tentes para los pacientes con melanoma metastasico,
en nuestro laboratorio decidimos centrar nuestros
esfuerzos en descifrar las bases moleculares que sub-
yacen a este particular mecanismo de resistencia al
MTX con el objetivo de identificar nuevas dianas te-
rapéuticas para el disefio de terapias combinadas
encaminadas a evadir dicha resistencia.

.,Como es capaz el MTX de orquestar su pro-
pia expulsion celular?

Diversos autores han puesto de manifiesto la gran
similitud existente entre el desarrollo de un tumor
y ciertos procesos que ocurren durante el desarrollo
embrionario (Ma et al., 2010). El ejemplo mas claro
y mejor estudiado lo encontramos en el proceso de
transicion epitelio-mesénquima (EMT) que durante
el desarrollo embrionario permite que las células pro-
genitoras migren hacia aquellas localizaciones donde
se diferenciaran para formar tejidos y 6rganos. Pues
bien, la reactivacion en las células tumorales del pro-
grama de transiciéon epitelio-mesénquima permite
a las células ya diferenciadas restituir propiedades
embrionarias tales como la capacidad migratoria e

invasiva que facilita la diseminaciéon de las células
del tumor primario a otros tejidos (Micalizzi y Ford,
2009). Por esta razén algunos autores se han aventu-
rado a postular que el desarrollo de un tumor seria
como “un intento de formar un érgano pero en un lu-
gar y en un momento equivocados”.

Como hemos dicho anteriormente, las dos prin-
cipales caracteristicas indicadoras de diferenciacion
en melanocitos son: a) la morfologia dendritica, ne-
cesaria para la correcta distribucién de melanina en
la piel, y b) la capacidad de sintetizar y almacenar
melanina en los melanosomas, asi como de exportar-
los hacia los queratinocitos circundantes (Ibrahim y
Haluska, 2009). Pues bien, el tratamiento con MTX
parecia estar induciendo diferenciacién en las célu-
las de melanoma puesto que, no solo parecia activar
la sintesis de melanina y la biogénesis y exporta-
cion de melanosomas, sino que ademas producia un
llamativo cambio morfolégico induciendo una fuerte
dendricidad en estas células (Figura 7B). Ante estos
hallazgos nos planteamos adentrarnos en el estudio
del origen de los melanocitos durante el desarrollo
embrionario, con la esperanza de encontrar simili-
tudes con los procesos desencadenados por el trata-
miento con MTX.

Los melanocitos se originan a partir de células
precursoras no pigmentadas derivadas de la cresta
neural denominadas melanoblastos que, durante el
desarrollo embrionario, migran hacia determinadas
localizaciones en el ojo, el oido interno, la epider-
mis y los foliculos pilosos, donde se diferencian hacia
melanocitos maduros (Ernfors, 2010). Estos se ca-
racterizan principalmente por su aspecto dendritico
y su capacidad de sintetizar y almacenar melanina
en los melanosomas, asi como de exportarlos hacia
los queratinocitos circundantes (Ibrahim y Haluska,
2009). El punto critico que compromete a estos pre-
cursores pluripotentes para su diferenciacién hacia
el linaje melanocitico es la activacién de la expresion
del factor de transcripcion MITF (Microphthalmia-
associated transcription factor) (Goding, 2000). De
hecho, diversos estudios han demostrado que la ex-
presiéon de MITF en células madre embrionarias es
suficiente para inducir su diferenciacién hacia mela-
nocitos (Béjar, 2003). Se trata de uno de los princi-
pales marcadores especificos del linaje melanocitico
(Goding, 2007) que, ademas de regular el proceso de
diferenciacion, actia como un modulador clave de la
supervivencia y la proliferaciéon de los melanocitos
(Widlund y Fisher, 2003).
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Figura 5. EIMTX orquesta su propia expulsién al exterior celular a través de la induccién del
factor de transcripcién MITF. El tratamiento con MTX induce la expresion del factor de
transcripcién MITF el cuél inicia el programa de diferenciacién melanocitica en las células de
melanoma induciendo la expresiéon de genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis de
melanina, la biogénesis y el transporte de melanosomas que conduce a la expulsién de la droga
incluida en el interior de los melanosomas.

Dado que MITF parecia ser un punto clave en la
diferenciacion melanocitica, nos planteamos averi-
guar si este factor de transcripcion podria estar im-
plicado en el mecanismo de resistencia del melanoma
al MTX descrito por nuestro grupo de investigacion.
Estudios realizados en nuestro laboratorio pusieron
de manifiesto que el tratamiento con MTX inducia
fuertemente la expresién del factor de transcripcion
MITF en células de melanoma, el cudal iniciaba el
programa de diferenciacién melanocitica gracias a la
activacion de la expresion de genes que codifican:

m a) proteinas estructurales de los melanosomas
(como PMEL-17 y MART-1), a los que iria a pa-
rar el MTX tras ser endocitado.

= b) enzimas implicadas en la sintesis de melani-
nas (como TYR y TYRP-1), que interaccionarian
con el MTX secuestrandolo en el interior del
MTX.

= ¢) proteinas implicadas en el transporte de me-
lanosomas al exterior celular (como RAB-27a),
que conducirian a la expulsion del MTX incluido
en el interior de los melanosomas.

Por tanto, la induccién de dicho factor de trans-
cripcién por el MTX era responsable de la puesta en
marcha de la biogénesis y exportacion de melanoso-
mas y, por ende, del mecanismo de resistencia des-
crito anteriormente por el que el MTX es secuestrado
en los melanosomas y exportado al exterior celular
(Saez-Ayala et al., 2013) (Figura 5).

Como en el caso de otros tumores, en el interior
de un melanoma coexisten distintas sub-poblaciones
de células cancerigenas que muestran distintas pro-
piedades bioldgicas y distinto grado de diferenciacion.
Algunas de estas células podrian exhibir rasgos de di-
ferenciacion, otras podrian mostrar mayor capacidad

proliferativa y solo unos pocos clones de células mas
indiferenciadas presentarian propiedades similares a
lps de las células madre (Visvader y Lindeman, 2008).
Estas ultimas son las denominadas “cancer stem ce-
1ls (CSC)” o “células madre del cancer” que tendrian
capacidad tanto de auto-renovacién para mantener
el pool de células madre del cancer, como de diferen-
ciacién para dar lugar a toda una progenie de células
tumorales. Los dltimos estudios apuntan a que serian
éstas las responsables de la iniciaciéon y el manteni-
miento del tumor, asi como de las metastasis y las
recaidas tras remisiones logradas con la quimiotera-
pia (Menaa, 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Heterogeneidad tumoral. A medida que el tumor progresa pueden
encontrarse diferentes subpoblaciones de células tumorales con distinto grado de
diferenciacion y diferentes propiedades bioldgicas. Solo unas pocas células
denominadas células madre del cancer (“cancer stem cells” o “CSCs”) tendrian
la capacidad de iniciar y mantener el tumor, y serian responsables del desarrollo
de metastasis y de recaidas tras la quimioterapia.

En melanoma, la identidad de las distintas sub-
poblaciones de células tumorales viene determinada
por los niveles de expresién de MITF (Carreira et al.,
2006; Cheli et al., 2011). De esta manera, aquellas
células con baja expresion de MITF muestran pro-
piedades de célula madre, tienen gran capacidad de
iniciar tumores y son altamente invasivas (Carreira
et al., 2006; Cheli et al., 2011). Por el contrario, aque-
llas células con elevada expresion de MITF presentan
un bajo potencial invasivo y expresan genes de dife-
renciacion que conducen a la produccién de melanina
y a la biogénesis y transporte de melanosomas (Cheli
et al., 2010). Entre ambas estarian aquellas células
con niveles de expresiéon intermedios que serian las
que tendrian capacidad proliferativa. Puesto que los
melanomas suponen una mezcla de células con dis-
tintos niveles de expresiéon de MITF, la induccién de
la expresion de este factor de transcripcion por el
tratamiento con MTX conseguiria reducir la hetero-
geneidad celular existente en el tumor y, con ella,
la probabilidad de que existan en el tumor células
capaces de eludir terapias dirigidas contra dianas
moleculares concretas. Ademads, esta terapia elimi-
naria aquellas células que expresan bajos niveles de
MITF y muestran un fenotipo de células madre que
son altamente invasivas (Saez-Ayala et al., 2013) (Fi-
gura 7).
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Figura 7. Regulacién de la identidad celular en melanoma por los niveles de MITF y estrategia
en dos etapas para la terapia del melanoma. A) En melanoma, el nivel de expresiéon de MITF
determina la identidad de las distintas sub-poblaciones de células tumorales. Las células con baja
expresién de MITF muestran un fenotipo invasivo. Las células con elevada expresién de MITF
presentanun bajop ial invasivoy exp genesde dife iacion. Las células con niveles de
expresioni dios tendrian idad proliferativa. El tratamiento con MTX induce la expresién
de MITF que pone enmarcha el programa de diferenciacion en las células de melanoma y, con ello,
lleva a las células a un fenotipo comiin mas sensible al tratamiento con un segundo farmaco. B)
Ima de mi ia electronica de bamrido de células de melanoma proliferativas (CN), de

células diferenciadas tras el tratamiento con MTX y de células apoptéticas tras el tratamiento con una
terapia combinada de MTX junto con una segunda droga dirigida frente a células diferenciadas.

Por un lado, el descubrimiento de las bases mole-
culares de este mecanismo de resistencia ha abierto el
camino al desarrollo de nuevas estrategias terapéuti-
cas dirigidas contra dianas moleculares implicadas
en el proceso, tales como proteinas implicadas en el
transporte de los melanosomas o enzimas implicadas
en la sintesis de melanina. Pero lo mas importan-
te de este descubrimiento es que el tratamiento con
MTX, al inducir la diferenciacion de las células de
melanoma, supone una herramienta para reducir la
heterogeneidad existente en el tumor al conducir a
todas las células tumorales a un fenotipo comun, sen-
sible a otras terapias dirigidas especificamente contra
células mas diferenciadas.

Cuando los arboles no dejan ver el bosque...

En las ultimas décadas, los avances en el cono-
cimiento de la genética y la biologia molecular del
cancer han permitido identificar un gran nimero de
dianas terapéuticas, es decir, moléculas que desem-
peinan una funcién esencial en los procesos patologi-
cos que dan lugar al desarrollo del cancer y, por lo
tanto, son el objetivo para el desarrollo de farmacos
anti-cancerigenos. Con esta finalidad se han segui-
do fundamentalmente dos estrategias. Por un lado, el
“disefio racional” consistente en el disefio de farmacos
basado en el conocimiento de la estructura molecular
de la diana terapéutica (van Montfort y Workman,
2009). Y, por otro lado, el screening a gran escala de
grandes bibliotecas de compuestos quimicos sintéti-
cos o naturales en busca de aquellos capaces de blo-
quear o estimular una diana terapéutica, o bien de
destruir células neoplasicas en cultivo (Shoemaker
et al., 2002). Pero ambas estrategias pasan por alto
aquellos compuestos que no presentan la actividad
deseada o aquellos frente a los cuales las células can-
cerigenas muestran resistencia.

Dada la gran resistencia del melanoma frente a
todas las terapias clasicamente utilizadas y la escasa
efectividad de las nuevas terapias dirigidas frente a

dianas moleculares especificas, en nuestro laborato-
rio decidimos emplear un enfoque diferente. En lugar
de descartar una droga como el MTX para la que se
sabia desde hacia décadas que el melanoma es resis-
tente, intentamos descifrar las bases moleculares del
mecanismo de resistencia para identificar dianas te-
rapéuticas a las que disparar con un segundo farmaco
para intentar evadir dicha resistencia. Con este nue-
vo enfoque, nuestro grupo de investigacion ha logrado
desarrollar varias estrategias terapéuticas distintas
con excelentes resultados pre-clinicos que resultan
esperanzadores para el tratamiento del melanoma en
estadios avanzados para el que, a dia de hoy, sigue
sin haber una terapia efectiva.
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