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1.INTRODUCCION

El melanoma es una neoplasia maligna derivada de los melanocitos,
representa la forma mas agresiva del cancer en piel y, puede desarrollarse
en mucosas. Su incidencia y mortalidad varian ampliamente en el mundo.>!
GLOBOCAN en 2020 registré un total de 325,000 nuevos casos y alrededor
de 57,000 defunciones.! En Estados Unidos, el programa The Surveillance
Epidemiology and End Results report6é incremento en la tasa de incidencia
del 1.5% anual en los ultimos 10 afios.?

El Melanoma Mucoso (MM) representa menos del 1% de todos los
melanomas. La mayor incidencia se encuentra en la regién de cabeza y
cuello (55.4%), seguida del ano y el recto (23.8%), el tracto reproductor
femenino (18%) y la mucosa del tracto urinario (2.8%).2 Aunque los factores
de riesgo del melanoma de piel estan bien identificados (exposicién solar,
bronceado en interiores, inmunosupresion, presencia de nevos, historial
familiar), en el caso particular de los MM no existe una asociacién directa
para su aparicion y desarrollo. Aunque algunos estudios sugieren el papel
de los virus como el VPH y VHS o, la exposicidn a agentes quimicos como
el aldehido, no existen causas contundentes para establecer una
asociacion.4

Un aspecto relevante del estudio del cancer es conocer los
mecanismos que llevan a su aparicidn, crecimiento y desarrollo, asi como
su capacidad para invadir el organismo. En las ultimas décadas, se ha
demostrado que la alteracién del equilibrio REDOX es una de las razones
mas importantes que subyacen al desarrollo del cancer, su progresion y

metastasis.®



2. ANTECEDENTES

En el nivel basal de la epidermis se encuentran los melanocitos, células
encargadas de la produccién del pigmento absorbente de rayos UV
conocido como melanina.® Los melanocitos son células dendriticas
derivadas del neuroectodermo cuyos precursores los melanoblastos son
células no pigmentadas que se originan de la cresta neural. Tras el cierre
del tubo neural, los melanoblastos migran a varias regiones del cuerpo por
medio de la via dorsolateral en la que estan implicadas diversos tipos de
interacciones entre factores de transcripcion y moléculas de sefializacion®,
para finalmente diferenciarse en melanocitos.” Los melanocitos son
capaces de absorber la radiacion ultravioleta (UVR) y sobrevivir al estrés
genotoxico considerable gracias a la produccidon de melanina. En este
sentido, los melanocitos brindan fotoproteccion y termorregulacion a la piel
mediante la melanina.?

Las funciones de los melanocitos en la mucosa oral permanecen sin
ser del todo claras. No obstante, se sabe que al igual que en la piel, los
melanocitos producen melanina que ademas de contribuir al color de la
mucosa oral, proporcionan proteccion contra factores estresantes como los
radicales libres derivados de la inflamacién constante inducida entre otros,
por la microbiota oral®2, Asimismo, los melanocitos tienen la capacidad de
secuestrar iones metalicos®2, producir citocinas antinflamatorias, actuar
como células presentadoras de antigenos, activar a los linfocitos T, e inhibir

la proliferacién de microorganismos bacterianos y flngicos.5% 82

2.1 Melanogénesis.

Existen dos tipos principales de melanina: feomelanina (roja/amarilla) y
eumelanina (marrén/negra).® La produccién de melanina ocurre en los
melanosomas, organelos donde es sintetizada, empaquetada en forma de
granulos vy, transferida a los queratinocitos. El transporte de los
melanosomas hacia los queratinocitos se realiza mediante proteinas

motoras asociadas a los microtubulos de las dendritas del melanocito



(kinesinas y dineinas citoplasmaticas).3¢ Una vez en los queratinocitos, los
melanosomas se distribuyen sobre los nucleos para asi protegerlos de
posibles dafos, en una distribucion que algunos autores han descrito en
“forma de sombrilla”.8 La eumelanina y feomelanina se producen gracias a
una serie de reacciones quimicas mediadas por enzimas melanogénicas
especificas como la tirosinasa(TYR), la proteina-1 relacionada con la
tirosinasa (TRP-1) y la proteina-2 relacionada con la tirosinasa (TRP-2). La
produccion de estas enzimas es dirigida por el factor transcripcional MITF,
cuya actividad esta mediada por una serie de vias de sefializacién que
incluyen PKC, cAMP, MEK y WNT. Estas vias se activan por receptores
como KIT (ligando SCF) y MC1R (ligandos a-MSH, ACTH y ASP).” El factor
de transcripcion MITF a su vez es regulado por SOX10, PAX3, CREB y
LEF18.

SOX10 pertenece a la familia de factores de transcripcion SOX,
involucrados en multiples procesos del desarrollo embrionario donde
controlan la troncalidad, el destino celular y la diferenciacién.® PAX3
codifica un miembro de la familia PAX de factores de transcripcidon
expresado durante el desarrollo del musculo esquelético, el sistema
nervioso central y los derivados de la cresta neural, y regula la expresion
de genes diana que impactan en la proliferacion, supervivencia,
diferenciacion y motilidad en estos linajes.'® CREB (proteina de union al
elemento de respuesta de AMP ciclico 1), codifica un factor de transcripcién
que regula la expresion de varios genes, incluidos los oncogenes c-Jun'y
ciclina D.%° Finalmente LEF1 (Factor de unién al potenciador linfoide 1) es
un factor de transcripcion de la via de sefalizacion Wnt, que controla la
proliferacion,  supervivencia y diferenciacion de las células
hematopoyéticas.??

La sintesis de melanina es iniciada a partir de la activacion de la
enzima tirosinasa, que cataliza la hidroxilacién de L-tirosina a L-dopa vy
posteriormente a dopaquinona.®2 A partir de la dopaquinona, las vias de la
eumelanina y la feomelanina divergen, ya que la dopaquinona puede ser

precursora de la formacion de feomelanina a través de la conversién a



cisteinil dopa, que es un producto de la condensacioén de la dopaquinona y
el aminoacido L-cisteina.® La feomelalina ademas puede producir entre sus
subproductos, peroxido de hidrogeno, superdxido y radicales hidroxilo,
consideradas especies reactivas del oxigeno capaces de provocar dafios
en el ADN.2

La dopaquinona también puede dar origen a dopacromo que pasa por
una descarboxilacion espontanea a 5,6- dihidroxindol (DHI) o por medio de
TRP2 a acido carboxilico 5,6-dihidroxindol-2 (DHICA). Finalmente, DHI y
DHICA son oxidados por TYR o por TRP1 para formar eumelanina.®? Los
melanocitos sintetizan ambos tipos de melanina, pero el predominio de
cierto tipo de melanina dependera de factores como la cantidad de

produccién de las enzimas melanogénicas (Figura 1).8
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Figura 1. Melanogénesis. La sintesis de eumelanina y feomelanina dentro de los melanosomas
implica una serie de reacciones enzimaticas mediadas por TYR, TRP1 y TRP2 cuya transcripcién
depende de la expresion de MITF.” La expresion de MITF se encuentra mediada por la via de
sefalizacion RAS/MAPK/ERK, que induce su traslocacion.® Cofactores como PAX3, LEF1(via
WNT/B-catenina), CREB (via AMPc) y SOX10 (via TYRO3)'35 sinergizan e inducen la actividad de
MITF, ademas de que también participan en la melanocitogénesis mediante la expresion de
diferentes genes como TRP2.1% MITF también induce la transcripcién de genes importantes para
el melanocito como PMEL17, MART1y MCR1.13 Por otra parte la UVR, asi como la union de ACTH
y norepinefrina al receptor a-adrenérgico inducen la formacion de los segundos mensajeros DAG y
PIP3 que activan PKC-B y, subsecuentemente éste es capaz de fosforilar TYR incrementando la
produccion de melanina.®

Disefio de la imagen: Mariana Elisa Ramirez Mitre mediante el software Biorender.com




2.2 Melanoma mucoso oral

Los melanomas se han clasificado en funcién del tejido del que surge el

tumor primario: melanoma cutaneo (MC) que surge en la piel no glabrosa,

el melanoma acral (MA) que se origina en la piel glabrosa de las palmas,
las plantas y los lechos ungueales y, el melanoma mucoso (MM) que puede
originarse de cualquier tipo de mucosa.!!

En el caso particular de los melanomas de la mucosa oral (MMO),
diversos autores coinciden'?'3 en clasificarlos de acuerdo a su patrén
histopatolégico: melanoma in situ, invasor y combinado. Otros autores
consideran que la mayoria de los MMO presentan caracteristicas clinicas
e histopatoldgicas de melanoma acral lentiginoso y, sugieren considerarlos
como dicha entidad.1

Los factores de riesgo asociados al melanoma cutaneo estan bien
identificados. A continuacion se mencionan algunos:

» La exposicidn solar es el principal factor de riesgo, ya que la exposicion
a luz UV induce fotoproductos de ADN, mas comunmente dimeros de
timidina que si no se reparan, causan errores en la replicacion del ADN,
mutaciones en los genes que codifican moléculas clave de la
sefalizacion celular y, finalmente puede producirse la transformacion
maligna de la células afectadas. Las moléculas mutadas incluyen
miembros de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAP-K) como
NRAS y BRAF, responsables del crecimiento y la diferenciacion celular.
BRAF esta mas comunmente mutado en pacientes muy jévenes con
numerosos nevos y exposicidon al sol y, en aquellos con melanoma de
extension superficial (hasta el 50%).5” Las mutaciones inducidas por
rayos UV en el supresor tumoral p53 se observan con mayor frecuencia
en aquellos casos con enfermedad en estadio IV y se asocian con un
peor pronostico.'s

» El bronceado en interiores genera la exposicidén a niveles mas altos de
exposicién a UVA y UVB que el del sol diario. En 2009, la OMS declaré
como carcindgenos a los dispositivos de bronceado en interiores para

los seres humanos y la Agencia Internacional para la Investigacion del



Cancer (IACR) identifico la capacidad cancerigena de las camas de
bronceado.®

* Un estado inmunosuprimido como ocurre en los pacientes VIH+ o, en
personas cuyas enfermedades han requerido el uso crénico de farmacos
inmunosupresores presentan mayor riesgo de desarrollar melanoma.®”

* Los nevos pueden sufrir transformacion y se estima que la tasa oscila
entre el 0.005% en menores de 40 afios y, el 0.003% en mayores de 60
afos.! A mayor nimero de nevos (>100) se incrementa hasta 7 veces el
riesgo de desarrollar melanoma.'?

* Un historial familiar de melanoma ha sido reportado en 10% de los
pacientes enfermos.'® Algunos sindromes congénitos se han asociado
al desarrollo de melanomas, tales como los sindromes neoplasicos
familiares como el cancer de mama, laringe, gastrointestinal, y sobre
todo pancreas. Otros sindromes familiares mas raros asociados a
melanoma son la neurofibromatosis tipo |, el sindrome de Li-Fraumeni,
el retinoblastoma o el melanoma ocular.'® Particularmente se ha
identificado que las mutaciones en el gen CDKNZ2A (inhibidor de la
cinasa dependiente de ciclina 2A) estan implicadas hasta en el 30% de
los melanomas hereditarios.2?

En el caso de los melanomas mucosos se conoce muy poco sobre
los factores de riesgo y no existe informacién concluyente. Algunos autores
han considerado las infecciones virales como el VPH y el VHH, asi como la

exposicion al aldehido como posibles factores de riesgo.?!

2.2.1 Caracteristicas clinicas
La forma clinica en que se presenta un melanoma depende
fundamentalmente de su patrén de crecimiento.?? La gran mayoria inician
con una fase de crecimiento radial y posteriormente, una fase de
crecimiento vertical. La primera consiste en una proliferacion celular
intraepitelial que se extiende lateralmente y, que se observa clinicamente
como una lesion plana,?? parche o placa pigmentada.?® La fase vertical se

refiere a un crecimiento hacia el tejido conjuntivo, y en consecuencia, hacia



la vecindad de estructuras vasculares y linfaticas aumentando la
probabilidad de metastasis. La relaciéon entre la duracion de las fases
clinicas radial y vertical determina la forma clinica.??

Los melanomas cutaneos, uveales, acrales y mucosos tienen cursos
clinicos diferentes y estan asociados con mutaciones distintas. Los
fenotipos de melanoma también se pueden clasificar en funcion de la
morfologia histopatolégica, como la extension superficial, la nodular, la
desmoplasica, entre otras.?*

De acuerdo con su aspecto clinico, los MMO varian desde lesiones
de aspecto macular o en placa (que frecuentemente corresponden a
melanomas in situ en el examen histopatolégico) hasta lesiones nodulares
con ulceracion, las cuales usualmente son de tipo invasor o combinado.
Desafortunadamente, la mayoria de los casos se diagnostican en etapas
avanzadas de la enfermedad cuando existe invasion a los tejidos
subyacentes, lo que podria explicar la tasa baja de supervivencia de los
pacientes afectados.!

Clinicamente, las lesiones del MMO suelen ser indoloras, de forma
irregular, en forma de papulas de color marron a negro, que pueden
agrandarse progresivamente, crecer en nédulos o masas exofiticas y
pigmentarse gradualmente mas profundamente. Las lesiones avanzadas
pueden ser dolorosas, ulcerosas y fragiles y sangrar faciimente. La
pigmentacién suele ser no uniforme con tonos moteados de gris, azul
oscuro, marrén oscuro o negro y puede haber presencia de lesiones
satélite.52 También se ha descrito el melanoma amelandético de la mucosa
oral, caracterizado por la ausencia de pigmentacion de melanina y a
menudo acompanado de eritema y ulceracion.>* El paladar y la encia del
maxilar son los sitios mas frecuentemente afectados para ambas

entidades.33

2.2.2 Diagnostico y tratamiento
El diagndstico de melanoma se define histolégicamente, y se apoya con

resultados inmunohistoquimicos y analisis genémico.?



A nivel histologico los MMO se pueden clasificar en 3 patrones
microoscopicos: in situ, invasivo y combinado.5? In situ, donde la neoplasia
se limita intraepitelialmente; en la interfase epitelio/conectivo o invasivo,
cuando la neoplasia ya ha invadido tejido conectivo y, combinado cuando
la neoplasia se encuentra en la profundidad del tejido conjuntivo y con
actividad proliferativa maligna intraepitelial.®® El estroma tumoral puede
estar constituido de diversos melanocitos con formas atipicas (epitelioides,
fusiformes y plasmocitoides), con nucleo vesicular grande y nucléolos
prominentes. Ademas, las células tumorales pueden estar agregadas en
laminas o agrupadas en “nidos” y, con menos frecuencia se observan
configuraciones neurotrépicas o desmoplasicas.?® La melanina puede estar
presente en las células tumorales, en macrofagos y en el espacio
extracelular. En el caso del melanoma amelandtico no hay presencia de
melanina.%?

La revisidon de melanoma que se desarrollé para la Clasificacion de
Tumores Cutaneos de la OMS (2018) establece sus bases considerando
las caracteristicas histologicas, clinicas, epidemioldgicas y genéticas.??
Esta clasificacion distingue a los melanomas en 9 vias: via | melanoma de
extension superficial, via Il melanoma lentiginoso maligno, via lll melanoma
desmoplasico, via IV melanoma de Spitz, via V melanoma acral, via VI
melanomas mucosos, via VIl melanomas que surgen en los nevos
congénitos, via VIII melanomas que surgen de nevos azules vy, via IX
melanoma uveal.??

Por otra parte el American Joint Committee of Cancer establecio en
el 2018 el estadiaje para el melanoma mucoso tomando en cuenta la
severidad de la patologia. Comenzando con un estadio T3NO y hasta T4b,
siendo este Ultimo correspondiente a una etapa avanzada de la
enfermedad.?

La Sociedad Europea de Patologia, la Organizacion Europea para la
Investigacion y el Tratamiento del Cancer y EURACAN, sugieren que los
laboratorios de patologia realicen pruebas basicas de inmunohistoquimica
que incluyan marcadores como HMB-45, SOX10, MITF, MART-1, p16, Ki-



67, BAP1, B-catenina, y al menos un método molecular para detectar
mutaciones en el codén 600 de BRAF y NRAS.?5

El diagnostico de MMO en comparacion con el MC, representa un
reto debido a la falta de sintomatologia en estadios tempranos, lo que
genera diagnosticos avanzados de las lesiones.®® Existen métodos
diagndsticos que resultan utiles cuando se sospecha de que una lesién
pueda coincidir con MMO. Clinicamente se ha descrito que la regla ABCDE
(utilizada principalmente para diagnosticar melanoma cutaneo) es util
también en el MMO.% La regla ABCD descrita por Robert Friedman en
1985, establece que la asimetria (A), la irregularidad del borde (B), la
variedad de color (C) y, el diametro generalmente mayores de 6 mm (D)
son caracteristicas que ayudarian al diagnéstico temprano de melanoma
maligno. En 2004 se afadio la caracteristica "evolucién” (E).5°

Otro método eficaz que ha sido descrito por Delgado y Mosqueda
(2003), es el de “frotamiento con gasa”, que consiste en frotar una gasa en
la superficie de la lesion con el objetivo de verificar si la gasa se tifie de
color negro o marron oscuro, lo que puede ser indicativo diagndstico de
melanoma.®! Sin embargo, el estandar de oro para cualquier lesion de este
tipo es el studio histopatoldgico.?3

Las células de MMO expresan los marcadores melanociticos MART-
1, HMB-45, MITF, TYR y S-100 en diversos grados. Estos marcadores se
pueden detectar mediante inmunohistoquimica, aunque no son totalmente
especificos y los resultados deben ser relacionados con la histopatologia y
la clinica.52

Para la mayoria de los pacientes con melanoma en estadio
temprano, la excisién quirurgica representa el tratamiento de eleccién y es
curativa en la mayoria de los casos.?6 Segun Zitelli et al., los margenes
deben ser de al menos 1.5 cm para la lesién en el melanoma de la cabeza
y el cuello o, de 2.5 cm para los melanomas de mas de 3 cm de diametro.®®

Aproximadamente el 10% de los casos se diagnostican en una etapa
avanzada y son irresecables. Entre los tumores en estadio 1V,

aproximadamente un tercio tiene compromiso visceral y cerebral, con un



pronéstico grave y una menor probabilidad de tener una respuesta
sostenida al tratamiento.2® Para los pacientes que se enfrentan a una
enfermedad en estadio avanzado, el tratamiento incluye inhibidores de RAF
y la cinasa MEK, asi como inhibidores inmunitarios anti-CTLA4 y anti-PD1

(como nivolumab, pembrolizumab e ipilimumab).?”

2.2.3 Patogénesis
En la actualidad se desconocen muchos aspectos de la patogénesis del
melanoma mucoso (MM). Se han reconocido algunos cambios en ciertos
genes y rutas metabolicas.?® En cuanto a las mutaciones en BRAF y NRAS
presentes en los melanomas cutaneos (MC), éstas son menos frecuentes
en el MM.2 En cambio, las mutaciones en SF3B71 y KIT, la pérdida de
CDKN2A, PTEN o SPRED1, asi como la amplificaciéon de CDK4, TERT,
KIT, MDM2 o CCND1 son mas comunes en el MM.2°

Bajo estas diferencias, el MM parece tener marcas moleculares
distintas a las del MC, lo cual explicaria su comportamiento clinico. Por
ejemplo, el MM tiene una carga mutacional somatica significativamente
menor a la del MC, asi como una menor frecuencia de mutaciones en
BRAF-V600E y, una respuesta menos efectiva a la inmunoterapia.3® Los
datos recientes sugieren un aumento en la expresion de c-KIT (CD117) en
el MM, el cual se sobreexpresa en mas del 80% de los casos.*

c-KIT es un receptor tirosina cinasa transmembrana (RTK) que se

expresa comunmente en diversos tipos de células normales y su activacion
desempena un papel importante en el desarrollo normal de los
melanocitos.3! Una vez que se activa a través de la dimerizacion, regula la
activacion de varias vias oncogénicas de sefializacion como MAPK y
AKT .31

El gen SPRED1 también se ha reportado con mutaciones en el MM
(7% al 26% de los casos),3® dado que actiia como un gen supresor tumoral
al reclutar NF1 en la membrana plasmatica, donde inhibe la sefalizacion
RAS-GTP. Esta inhibicion puede generar un aumento en la sefalizacion
MAPK .21

10



El gen SF3B1 mutado se ha identificado en el melanoma uveal (20%)
y el MM (42%), especialmente en genitales y anorrecto femeninos.3°

NF1 (Neurofibromina 1) es un regulador negativo de Ras y se pierde
o presenta mutaciones en diversas neoplasias malignas. En un estudio
realizado por Nassar y cols, observaron que NF1 esta mutado en un 14%
de los MM, similar a lo observado en MC (14%).2°

A pesar de que se han identificado genes y rutas metabdlicas
alteradas en pacientes con MMO, el origen de la neoplasia permanece
desconocido.?®2. Una de las hipotesis esta relacionada con los nichos
reservorios de células madre/progenitoras de los melanocitos, que a través
del tiempo adquieren alteraciones citogenéticas y epigenéticas. Estos

nichos permanecen sin ser identificados.52

2.3 Especies reactivas del oxigeno (ROS) y mecanismos
antioxidantes.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) como el anion superdxido (02-)
y el peroxido de hidrégeno (H202) son moléculas que contienen y participan
en la transferencia de electrones desde el oxigeno reactivo.32 Son
producidas como resultado de diferentes procesos oxidativos fisicos y
bioquimicos normales en el cuerpo.’’ Las ROS desempefian un papel
importante en procesos fisiolégicos dentro de la célula, actuando como
moléculas mensajeras que regulan una amplia variedad de procesos
celulares incluyendo la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis.
Ademas tienen participacion en la respuesta inmunoldgica contra agentes
bioldgicos externos por medio del proceso inflamatorio.®? A bajas
concentraciones las ROS exhiben un efecto beneficioso en el cuerpo
humano, sin embargo cuando estas moléculas superan Ilas
concentraciones normales pueden causar dafio en el ADN, proteinas,

carbohidratos y lipidos (Figura 2).5" En una célula normal, los niveles de
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ROS se equilibran a través de numerosos procesos de desintoxicacion

regulados a través de mecanismos antioxidantes.>
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Figura 2. Equilibrio REDOX. Las ROS se generan a partir de fuentes intrinsecas (mitocondria
y peroxisomas), asi como extrinsecas (UVR, dieta alta en grasas, alcohol y tabaco). Las ROS
generadas a partir de estas fuentes, pueden ocasionar dafio en lipidos, proteinas y ADN.®! Sin
embargo, las enzimas antioxidantes como SRXs, TRX, PRDXs, SODs, GPXs y CAT son
capaces de transformar las ROS a H20 evitando el dafio a la célula.®? Disefio de la imagen:
Mariana Elisa Ramirez Mitre mediante el software Biorender.com

Antioxidante es un término genérico utilizado para describir una
enzima o cofactor que participa en la eliminacién de ROS.32 La homeostasis
de las ROS es mantenida a través del equilibrio entre la produccién y la
expulsion por estos mecanismos antioxidantes, lo que implica evitar la
produccion y acumulacion excesiva de ROS, el dano celular, las
mutaciones del ADN, y, la transformacion maligna.3? De hecho, un aumento
permanente de los niveles de ROS que superen las defensas celulares
antioxidantes, o un sistema antioxidante deficiente, puede resultar en un
estado de "estrés oxidativo" que provoque graves modificaciones en las
funciones de los componentes celulares.34

Para mantener el equilibrio REDOX los organismos cuentan con
sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Enzimaticos como
las superoxido dismutasas (SODs), catalasa (CAT) tioredoxina (Trx),

peroxiredoxinas (PRDXs), sulfiredoxinas (SRXs), glutation

12



peroxidasas(GPX)®¥® y glutaredoxinas (GRXs).3* Estas enzimas son

inducidas a partir del factor de transcripciéon NRF2, a excepcion de catalasa

que es inducida por Sp1.88

e SODs. Entre las moléculas enzimaticas antioxidantes se encuentran las
superoxido dismutasas (SOD) que catalizan la conversion de radicales
superoxido (O2+—) en oxigeno (O2) y peroxido de hidrégeno (H202).
Todos los mamiferos poseen tres isoformas de SOD: Cu/ZnSOD
(SOD1), el MNnSOD mitocondrial (SOD2) y el extracelular Cu/ZnSOD
(SOD3).3¢ De los tres miembros de la familia, SOD1 y SOD2 se
encuentran dentro de la mitocondria, mientras que SOD3 se localiza
principalmente a nivel extracelular.3® SOD1 se localiza en el espacio
intermembranal de la mitocondria y el citosol ¥, y tiene la capacidad de
convertir radicales O2+— y H202.38 SOD1 se sobreexpresa en numerosas
neoplasias malignas tales como el adenocarcinoma pumonar®, el
cancer de pulmon de células no pequefas, en neoplasias malignas
primarias de mama??, asi como en la fase de crecimiento vertical del
MC.% SOD2 se localiza en la matriz mitocondrial para catalizar la
dismutacion de O2- a H202. Esta después es metabolizada por la
enzima catalasa (CAT) en los peroxisomas o por la glutation peroxidasa
(GPX).37

* CAT. La catalasa es otra enzima que desempefia un papel fundamental
en la proteccion de las células contra los efectos téxicos del H202.42 Esta
enzima puede descomponer moléculas de H202 en O2 y H20 sin la
produccion de radicales libres.4? Su transcripcion, al contrario de SOD1,
SOD2 y GPX1/2aunque no ha sido del todo dilucidada se ha relacionado
con el factor SP-1 y NF-Y 88

e TRX. El sistema de tiorredoxina, comprende NADPH, tiorredoxina (TRX)
y tiorredoxina reductasa (TR, también conocida como TRXR). Se
encuentra en todas las células y juega un papel vital en la preservacién
de un entorno intracelular reducido.®® La actividad antioxidante del

sistema TRX actua principalmente mediante la transferencia de
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electrones a peroxiredoxinas (PRXs) y algunos factores de transcripcién
sensibles al REDOX.%4

e PRX’s. Las peroxiredoxinas son una familia muy grande de enzimas que
reducen los peroxidos.8®

e GPX. La enzima glutation peroxidasa es una familia de multiples
isoenzimas derivadas del selenio que catalizan la reduccién de H202 en
agua. En los tejidos de mamiferos hay cuatro principales isoenzimas
GPX dependientes del selenio: GPX clasico (GPX1) presente
principalmente en los eritrocitos, higado, pulmén vy rifion; GPX
gastrointestinal (GPX2); GPX plasmatico (GPX3) presente en diferentes
organos como riidn, pulmon, epididimo, placenta, vesicula seminal,
corazén y musculo, y GPX fosfolipido (PHGPx4 o GPX4) ampliamente

distribuida en diferentes tejidos.*?

2.4 Melanoma y mecanismos antioxidantes

Por mucho tiempo se ha creido que los antioxidantes desempefian un papel
beneficioso como estrategia para combatir el cancer.%® Sin embargo, en arios
recientes y a través de diferentes estudios se ha demostrado que dependiendo
del tipo, concentracion y tiempo de exposicion a los radicales libres, la respuesta

puede no ser tan favorable.4!: €8

Las células neoplasicas tienen un perfil metabdlico diferente al de las
células normales.*¢ Las ROS, asi como los diversos mecanismos antioxidantes
pueden ser modulados por las células tumorales3* en las diferentes etapas de la
carcinogénesis.3? Grandes cantidades de ROS generadas por las células
cancerosas controlan los cambios moleculares que impulsan la iniciacion, la

promocidn, la progresion y la resistencia tumoral.41
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De acuerdo con la concentracion y la duracion de la exposicion, las ROS
pueden provocar inestabilidad gendmica, activar oncogenes o inactivar genes
supresores tumorales, modular las actividades de las vias de sefializacion
involucradas en la proliferacidén del tumor y citocinas que se sabe son clave en
la invasividad.'2 Las ROS son capaces de mediar los procesos de angiogénesis
mediante la modulacion de la proliferacion y apoptosis de las células
endoteliales.!® También las ROS, en particular el H202 participa activamente en
la direccidn de varios eventos que son esenciales para la invasion de las células

cancerosas y metastasicas (Figura 3).7°
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Figura 3. Interacciones entre las ROS y antioxidantes durante la carcinogénesis. Las ROS son
necesarias para promover el proceso carcinogénico®?, sin embargo si las ROS llegan a cantidades
excesivas dentro de la célula, pueden conducirla hacia algun tipo de muerte celular.! Los mecanismos
antioxidantes guiados principalmente por el factor de transcripcion NRF2 seran de vital importancia
para evitar la muerte de la célula, ayudando a regular las cantidades de ROS.

Disefo de la imagen: Mariana Elisa Ramirez Mitre mediante el software Biorender.com

Se ha demostrado que alteraciones en la regulacion de los mecanismos
antioxidantes promueve el proceso carcinogénico y ademas resulta perjudicial

en el tratamiento del melanoma, ya que su activacion puede favorecer la
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viabilidad de las células neoplasicas mediante la regulacion de los niveles de
ROS.34’ 69, 71, 72, 82, 83.

En un inicio, se reconocié el papel protector de NRF2 debido a su
capacidad para desintoxicar los carcindbgenos y proteger a las células del dafio
por estrés oxidativo.#® Sin embargo, NRF2, asi como sus diferentes genes
blanco, en estadios avanzados se ha involucrado en la modulacién de la
proliferacion celular, invasion, angiogénesis y progresion tumoral, asi como la
quimioresistencia y radioresistencia de varios tumores malignos, incluyendo el

melanoma.44

2.4.1 NRF2/KEAP1 y melanoma.
NRF2 (Factor nuclear eritroide similar al factor 2) es el principal factor de
transcripcion implicado en el equilibrio REDOX por medio de la induccion
transcripcional de genes citoprotectores importantes.* NRF2 esta compuesto de
7 dominios homdlogos (Neh) y cada uno desempefian funciones relevantes
como la unién al ADN y a otros factores o proteinas que participan en la
respuesta antioxidante. A su vez estos dominios cuentan con varios motivos
involucrados en el acoplamiento a KEAP1, como DLG y ETGE."®

KEAP1 (proteina asociada a ECH similar a Kech) es un miembro de la
familia de proteinas BTB-kelch y cuenta con 5 dominios: BTB, IVR, DGR, CTR y
NTR. Estos son importantes en el acople y desacople de NRF2, asi como en su
degradacion en el proteosoma.?s

En condiciones basales, NRF2 se encuentra en el citosol vinculado a su
inhibidor KEAP1 mediante la unién entre sus dominio Neh2, motivo DLG y ETGE
y el dominio DGR correspondiente a KEAP1. Como se menciono anteriormente,
KEAP1 conduce a la inactivacion de NRF2 a través de la ubiquitinacién y la
degradacion proteasémica. La primera se da mediante el complejo ubiquitinador,
conformado por CULLIN-3, RBX1, E2 y NEDDS8, que se une al dominio BTB de
KEAP1 para posteriormente ser transferido a NRF2 en su dominio Neh2 donde
ubiquitina los 7 residuos de lisina presentes dentro de é1.78 8¢ Posteriormente
NRF2 ubiquitinado es conducido a su degradacién en el proteosoma 26s
mediante el complejo UBX7, P27, UFD1/NPL4 86
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No obstante, bajo estrés oxidativo los residuos de cisteina presentes en el
dominio IVR de KEAP1 se oxidan, por lo que sufre un cambio conformacional
que libera a NRF2 y éste se transloca al nuicleo.#485 La traslocacién nuclear de
NRF2 requiere de la fosforilacidon de S40 presente en el dominio Neh2 por PKCd
y S558, ademas de la fosforilacion de NEH1 por AMPK vy, la acetilacion de
K598/K591 y NEH3 por CBP.78 85 E| transporte al ntcleo de NRF2 es mediado

por las carioferinas a1y B1 a través de complejos de poro nuclear (Figura 4).78
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Figura 4. Interacciones entre NRF2/KEAP1. En condiciones basales NRF2 es ubiquitinado gracias a
KEAP1 vy, posteriormente degradado en el proteosoma 26s.86 Bajo estimulo de las ROS, éstas
promueven la oxidacion de los residuos de cisteina en KEAP1, lo que evita la ubiquitinacion de NRF2,
dejandolo libre en el citosol para translocarse al nucleo donde forma heterodimeros con las proteinas
MAF’s y se unira al elemento de respuesta antioxidante (ARE) en el ADN para promover la transcripcion
de genes que participan en la respuesta antioxidante.**

Disefio de la imagen: Mariana Elisa Ramirez Mitre mediante el software Biorender.com

En el ndcleo NRF2 forma heterodimeros con pequefnas proteinas MAF
(MAFF, MAFG y MAFK) por medio de su dominio Neh1 y, posteriormente se une
a las secuencias del elemento de respuesta antioxidante (ARE) induciendo la

actividad transcripcional de enzimas antioxidantes como SOD, PRDX, TXN, asi
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como a los genes involucrados en la sintesis de GSH, como la y-glutamato-
cisteina ligasa (GCL), y la GPX, que cataliza la oxidacion de GSH.44 78

Por otra parte, los antioxidantes no enzimaticos también desempefian un
papel fundamental en la neutralizacion de los radicales libres y los oxidantes
dentro de las células, ya que modifican las ROS para formar especies menos
reactivas. Estos incluyen antioxidantes solubles en agua que estan presentes en
el citosol, como el ascorbato, y moléculas de bajo peso como la coenzima Q-10,
el acido lipoico y los antioxidantes liposolubles como los tocoferoles, los
carotenoides, los flavonoides y los w-3, asi como metales traza (Se y Zn) que se
pueden suministrar externamente.®

En la ultima década se han realizado diversos estudios con el objetivo de
tratar de explicar el rol que desempeina NRF2, asi como algunas de las enzimas
que este induce en su translocacion (SOD1, SOD2, GPX1/2) en las diferentes
etapas del melanoma. En 2014, Miura et al., realizaron diversos ensayos en
lineas celulares de MC con mutaciones en KEAP1. Sus resultados indicaron que
presentaban una activacion aberrante de NRF2 y por lo tanto un incremento en
la resistencia a cisplatino y dacarbazina.”®

En 2016 Hintsala et al., realizaron otro estudio en muestras de 121
pacientes (23 nevos benignos, 13 nevos displasicos, 15 léntigos malignos, 28
melanomas nodulares, 20 melanomas de extensiéon superficial y 8 melanomas
acrales) en el que demostraron por medio de inmunohistoquimica que NRF2 se
encontraba expresado en el nucleo ante un aumento de la profundidad del indice
de Breslow en las muestras de melanoma maligno, al contrario de las muestras
de nevos benignos en la que los nucleos seguian siendo en su mayoria
negativos.”3

En 2017, Hintsala et al., volvieron a realizar otro estudio en el que también
compararon la expresion entre NRF2 y KEAP1, pero esta vez en muestras de
melanomas cutdneos primarios y melanomas cutdneos metastasicos. La
expresion nuclear de NRF2 fue mas alta y KEAP1 citoplasmatico mas bajo en
las lesiones metastasicas comparado con los tumores primarios. La expresion

nuclear de NRF2 se asocid con la presencia de metastasis a distancia.”
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En 2019, Hamalainen et al., demostraron que la inhibicién de NRF2 con
siRNA u otras estrategias genéticas o farmacoldgicas provoca una amplia gama
de respuestas antitumorales en modelos experimentales de melanoma tanto in
vitro como in vivo. La regulacion a la baja de NRF2 inhibi6 la proliferacion y la
invasion de células de melanoma. 7°

Curiosamente, un estudio reciente que investigd los cambios en el
proteoma del melanoma después de la modulacion de NRF2 reveldé que la
inhibicion de su expresion llevd a cambios en genes relacionados con la
progresion del melanoma, incluido el marcador de células madre CD44.7778 Se
planted la hipotesis de que la reduccidn de la expresion de NRF2 podria
contribuir al cambio de fenotipos exhibidos en melanomas en los que un estado
proliferativo cambia a un estado invasivo o viceversa. A pesar de los niveles
reducidos de expresion de NRF2 durante la progresion del melanoma, hay una
expresion continua de los objetivos transcripcionales de NRF2.78

En contraste en 2016, Zhu y col. realizaron experimentos en un modelo in
vivo de ratones (Nrf2-null) injertados con células de melanoma B16-F10),
encontrando un incremento considerable de metastasis a pulmén.”® Para
explicar sus hallazgos, los autores sugirieron que el efecto podria relacionarse
con una respuesta inmune anémala de este tipo de ratones, lo que pudo impactar
en la progresion de la enfermedad.”®

La ganancia funcional de NRF2 y las mutaciones que llevan a la pérdida de
funcién de KEAP1 son frecuentes en los tumores y se correlacionan con la
quimio/radioresistencia. Se han identificado mutaciones en KEAP1 y NRF2 en
melanoma, aunque son poco frecuentes.” El balance REDOX es clave para la
proliferacion y la supervivencia tumoral. El factor de transcripcién NRF2 es un
determinante principal de este equilibrio, ya que puede inducir la transcripcién

de genes involucrados en la sintesis y regeneracién de GSH.®”
2.4.2 Enzimas antioxidantes y melanoma

En 2018, Bisevac et al.,, analizaron la expresion de diferentes enzimas

antioxidantes en muestras de 72 pacientes diagnosticados con MC en diferentes
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estadios (séptima edicion American Join Comitte on Cancer). La actividad total
de SOD fue significativamente alta solo en el grupo Ill (grosor 2.01-4.00mm).

En 1993, Hirose et al., identificaron que la sobreexpresién de MnSOD
(SOD2) promovia la supervivencia de las células de melanoma expuestas a los
efectos citostaticos y citotoxicos de IL-1, TNF, doxorubicina, mitomicina C y
radiacion ionizante. -8

Otro estudio realizado por Suresh et al., demostré que se favorecia la
formacion de colonias en presencia de concentraciones crecientes de
doxorrubicina en lineas celulares de melanoma cutaneo (A375) transfectadas
con SOD2.3'" El papel controvertido de SOD2 y su papel como supresor o
inductor tumoral permanece por clarificarse en los melanomas.*’4” Ademas
respecto a la expresiéon de SOD1 en melanoma existen muy pocos estudios al
respecto.1%4

El GSH principalmente ha sido estudiado por su papel en la resistencia a la
quimioterapia.8384 Previamente se ha reportado que el GSH vy el ciclo de
cistina/cisteina son sistemas antioxidantes cruciales en el estado REDOXdel
melanoma.838 En un modelo de raton endégeno de melanoma maligno, en el
que se estudio el efecto de la N-acetil-cisteina sobre las células de melanoma se
observo incremento en la migracion celular, mayor metastasis linfatica y aumento
de los niveles intratumorales de GSH.®°

La expresion GPX1 aumenta en el melanoma y se ha relacionado con
incremento de la proliferacion celular.4® Carvalho et al., reportaron en 2022, el
incremento de GPX1 durante la fase de crecimiento vertical del melanoma,
mientras que GPX3 disminuyo en los casos metastasicos.4!

Otros moduladores importantes de ROS involucrados en las respuestas
antioxidantes en el melanoma son el factor de transcripcion KLF9 (kruppel-like
9), MITF (factor de transcripcion asociado a la microftalmia), PGC1a (coactivador
1a del receptor Y activado por el proliferador de peroxisomas), FOXM1 (factor
de transcripcion forkhead box protein M1), PHD2 (proteina 2 del dominio prolil
hidroxilasa), HIF (factor inducible por hipoxia), NFAT (factor nuclear de células T

activadas) y CAT (catalasa). 8
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La enzima CAT fue estudiada por Bisevac et al., en sangre venosa de
pacientes con melanoma, encontrando una alta actividad de CAT en los
pacientes con melanoma estadio Il (grupo lll; grosor 2.01 - 4 mm). Sin embargo,
se expreso también en el estadio | (no mas de 1.0 mm de espesor) y Il (1.01 -2
mm).”" En un estudio realizado por Carvalho et al., se mostré que la expresion
de la CAT disminuye al pasar por la fase de crecimiento vertical y en el melanoma

metastasico.41
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los melanomas mucosos orales son muy raros y agresivos, generalmente
diagnosticados en etapas tardias y con prondstico altamente desfavorable.
Estas neoplasias representan aproximadamente el 0.03% de todos los
diagnosticos de cancer y menos del 1% de todos los melanomas malignos. Es
una entidad que es conocida por su baja tasa de supervivencia a 5 afios (25%).

Debido a su baja frecuencia, son escasos los datos que aporten
informacion sobre su etiologia y patogénesis. Ademas, el melanoma mucoso
oral se encuentra asociado a una alta tasa de resistencia a las terapias
existentes.

Conocer la patogénesis de esta entidad resulta importante para
comprender su origen y comportamiento agresivo, ademas de que en un futuro

beneficiaria un mejor abordaje clinico.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad se reconoce que la produccidén de especies reactivas del
oxigeno (ROS) esta involucrada en la regulacién de las funciones celulares
normales y que su descontrol puede ser responsable de la aparicién de eventos
daninos. Las células tumorales ajustan su metabolismo para aumentar los
niveles de ROS intracelular, mantenerse viables y en proliferacion mediante
diferentes mecanismos mediados por las ROS. Sin embargo, éstas tienen un
doble papel en el desarrollo del cancer: provocar alteraciones epigenéticas que
promuevan la aceleracion de la progresion tumoral o, los niveles mas altos
favorecer la inestabilidad del genoma induciendo la evasion de la muerte celular
e inhibiendo la resistencia a los tratamientos. Esta plasticidad que las células
tumorales tienen para promover o suprimir sus funciones en presencia de las
ROS es un campo de estudio prometedor.

El melanoma mucoso oral debido a su baja incidencia es una entidad de la
que se conoce poco la patogénesis. En los ultimos afios se han realizado
algunos estudios en melanoma cutaneo para comprender el papel del balance
REDOX en la promocién, progresion y metastasis. Se ha observado que
dependiendo de la etapa en la que se encuentre la enfermedad, las células de
melanoma son capaces de ajustar su metabolismo para resistir a los cambios
del microambiente tumoral durante las diferentes etapas de la enfermedad al
incrementar la produccién de enzimas antioxidantes que les permitan limitar el
estrés oxidativo e incluso, incrementar la resistencia a las terapias.

Este trabajo plantea la identificacion de marcadores enzimaticos
antioxidantes en muestras de melanoma mucoso oral, asi como discutir el papel

que desempefian los sistemas antioxidantes en su patogénesis.
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5. OBJETIVOS

5.1 General.
Identificar la expresion de marcadores enzimaticos de estrés oxidativo en casos

de melanoma mucoso oral primario.

5.2 Especificos.

e Determinar mediante inmunohistoquimica*® el patron de expresiéon de los
marcadores enzimaticos SOD1, SOD2, CAT, y GPX1/2en muestras de
melanoma mucoso oral primario.

e Comparar el patréon de expresion de los marcadores enzimaticos SOD1,
SOD2, CATalasa, y GPX1/2del melanoma mucoso oral primario y melanoma

cutaneo.

6. HIPOTESIS.
El melanoma mucoso oral primario expresa los marcadores enzimaticos SOD1,
SOD2, CAT y GPX1/2.

7. MATERIALES Y METODO

7.1 Materiales
1. Muestras.
Las muestras corresponden a cortes histoldgicos de 3um procedentes de cinco
bloques incluidos en parafina diagnosticados como melanomas primarios de
mucosa oral humanos de paladar duro (2 casos) y encia (3 casos) procedentes
de consulta privada. Los casos fueron revisados y, confirmado el diagnéstico
por dos patdlogos experimentados (Dr. Adalberto Mosqueda Taylor de la UAM-
Xochimilco y el Dr. Marco Antonio Duran Padilla del Hospital General de
Meéxico). Ademas de 5 cortes histolégicos de melanoma lentiginoso acral
obtenidos de practica privada.
Como control sano se utilizaron muestras de mucosa oral humana del
banco de muestras del Laboratorio de Inmunologia, DEPel, Facultad de

Odontologia. De estas muestras se obtuvieron cortes histologicos de 3um a los
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cuales se les realizd el mismo procedimiento inmunohistoquimico que a los

casos de melanoma mucoso oral primario (MMOP) y melanoma lentiginoso

acral descrito a continuacion.

7.2 Método

7.3 Técnica de inmunohistoquimica.

El protocolo ha sido descrito previamente*? y se resume a continuacion:

Procesamiento histoquimico mediante bafos seriados de xilol y alcohol.

Recuperacion de antigenos mediante buffer de citratos 0.1M, pH 6.

Bloqueo de la peroxidasa endogena (H20:2 al 3%).

Lavado en Triton al 0.2%.

Incubacidén en albimina bovina al 2%.

Incubacion del anticuerpo primario (monoclonales anti-mouse).

Antigeno | Dilucion

Producto y fuente

SOD1 1:150 SOD-1 (B-1). sc-271014, SC Biotechnology, Inc.
SOD2 1:250 SOD-2 (B-1). sc-133254, SC Biotechnology, Inc.
GPX1/2 1:200 GPx-1/2 (E-7). sc-74498, SC Biotechnology, Inc.
CAT 1:200 CAT (H-9): sc-271803, SC Biotechnology, Inc.

Incubacion del anticuerpo secundario (sistema MultiLink DAKO) por 1 hora.

Revelado con diaminobencidina (DAB), DAKO.

Contraste de nucleos con hematoxilina.

Deshidratacion de los cortes mediante bafios seriados en alcohol y xilol.

Montaje con resina epoxica.

EQUIPO MATERIAL
Microscopio de ® Portaobjetos.

luz AmScope. ® Cubreobjetos.
Micropipetas de

diversos calibres.
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REACTIVOS
Alcohol 100%.
Alcohol 96%.
Xilol.

PBS.



® Microondas. ® Puntos de @ BSA, Sigma.
micropipetas de e Tritdn X-100, Sigma.
distintos volumenes. e Anticuerpos: SODA1

® Tubos Eppendorf de SOD2, Catalasa, GSH,

0.5ml'y 1.5ml. GPX1/2, Santa Cruz
Biothecnology.
® Sistema MultiLink
DAKO.
e DAB, DAKO.

® Hematoxilina de Gill.

7.2.2 Variables.
Tipo de muestra Melanoma cutaneo/Melanoma oral
Inmunomarcaje Leve (+), moderado (++), intenso (+++)

7.2.3 Financiamiento.

El presente estudio se realizé con recursos del proyecto UNAM DGAPA-
PAPIIT 223720 para la adquision de los anticuerpos primarios. La alumna
Mariana Elisa Ramirez Mitre es becaria del proyecto DGAPA-PAPIIT
223720 (folio de beca 322821).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

La expresion de enzimas antioxidantes como las superéxido dismutasas 1
y 2 (SOD1y SOD2), catalasa (CAT) y Glutatién peroxidasa 1y 2 (GPX1/2),
ademas del factor transcriptional NRF2 han sido evaluadas previamente en
melanomas cutaneos (MC).#4871-81 De |a revision exhaustiva de la
literatura disponible, concluimos que no existen estudios previos acerca de
los mecanismos antioxidantes en melanoma mucoso oral primario
(MMOP).

El melanoma mucoso oral presenta inmunoexpresion positiva a
SOD1, SOD2, GPX1/2y CAT: el papel de las especies reactivas
del oxigeno (ROS).

En el presente estudio se logré identificar la expresion positiva de
SOD1, SOD2, GPX1/2y CAT en muestras de melanoma mucoso oral
primario (MMOP). Sin embargo, no se expressaron con la misma intensidad
en todos los casos (Anexo. Figura 5). Destaca el resultado negativo de los
marcadores SOD1, SOD2 y CAT en el MMOP subtipo amelandético, el cual
solo fue positivo para las enzimas GPX1/2 (Anexo. Figura 5.E5)

El analisis inmunohistoquimico de SOD1 y SOD2 en los MMOP se
presento de la siguiente manera.

SOD1 mostré inmunoreactividad leve (2 casos) (Anexo. Figura 5.B2,
5.D2) y moderada (2 casos) (Anexo. Figura 5.A2, 5.C2.). En el caso del
MMOP amelandético fue negativo a SOD1 y SOD2 (Anexo. Figura 5.E2 y
5.E3). La expresién de SOD2 fue moderada (3 casos) (Anexo. Figura
5.B3, 5.C3, 5.D3) y leve (1 caso) (Anexo. Figura 5.A3).

Respecto a la enzima CAT, se encontré inmunoreactividad moderada
en cuatrocasos de MMOP (Anexo. Figura 5.A6, 5.B6, 5.C6, 5.D6.),
mientras que el caso correspondiente al MMOP amelandético fue negativo
(Anexo. Figura 5.E6).

A diferencia de las enzimas descritas, se encontré que todos los casos

de MMORP (incluyendo el amelandtico) fueron altamente positivos a la
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enzima GPX1/2 (Anexo. Figura 5.A5, 5.B5, 5.C5, 5.D5, 5.E5). De esta
manera y considerando todos los marcadores analizados, parece que las
enzimas antioxidantes tienen participacion en la patogénesis de los MMOP.

En el Anexo. Figura 8 podemos observar que la expresion de las
enzimas SOD1, SOD2, CAT y GPX1/2 en MMOP esta relacionada con la
produccion de melanina’-29:41:44,99,101,102,120,121,122 | 5 gintesis de melanina
€S un proceso que requiere un alto consumo de oxigeno y estan implicadas
una serie de reacciones de oxidacion que dan como resultado la formacién
de 02- y H202% Asi, las células de melanoma también cuentan con
diferentes fuentes generadoras de ROS, como la cadena transportadora de
electrones en los complejos | y Il de la mitocondria, la familia de enzimas
NADPH oxidasas (NOX), las oxido nitricosintasas (NOS), los peroxisomas,
asi como los melanosomas.®?

Las células neoplasicas utilizan las ROS para promover la
carcinogénesis® y, la melanogénesis por si misma favorece un ambiente
pro-oxidante y un microambiente mutagénico idoneo para que ésto
ocurra. 120121122 | 35 ROS tienen una amplia participacion como inductoras
de factores trascripcionales relacionados con la proliferacion, angiogénesis,
metastasis y control de la produccion de enzimas antioxidantes, como HIF-
194 NF«B®, p53,%° y NRF24 (Anexo. Figura 8).

Asimismo, las ROS son capaces de provocar la reduccion catalitica
de PTEN (proteina fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato 3 fosfatasa), supresor
tumoral implicado en la regulacién de AKT mediante la via de PI3K102
(Anexo. Figura 8). Esta via también se encuentra alterada en el MMO
debido al receptor KIT mutado.1%0

Por el efecto positivo de las ROS en la progresién tumoral, es de
suponer que las células de melanoma procuren mantener un equilibrio
entre la produccion de ROS y sus mecanismos antioxidantes. La excesiva
produccion de ROS podria activar diferentes vias de muerte celular como
la apoptosis, autofagia, necroposis y ferroptosis.#! Sin embargo, los

factores trascripcionales NRF2 y SP-1 tienen un papel esencial al favorecer
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la expresion de las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2, GPX1/2 y CAT
(Anexo. Figura 8).

El melanoma mucoso oral primario amelanético es
inmunopositivo inicamente a las enzimas antioxidantes GPX1/2.

El caso del melanoma mucoso oral primario (MMOP) amelandtico
llamo particularmente nuestra atencion, porque a diferencia de los MMOP
pigmentados, solo fue positivo a la enzima GPX1/2 (Anexo. Figura 5.E5).
Esta entidad es ain mas rara que su contraparte pigmentada'??, ya que
ademas de la ausencia de melanina, presenta mayor grado de atipia celular
y, elevada tasa de proliferacion.19%1% Por o observado, podriamos sugerir
que la ausencia de melanina en el MMOP amelandtico representa una
menor carga de produccion de ROS propia de la melanogénesis, y que la
expresion de las enzimas GPX1/2 podria estar mas relacionada con el
mantenimiento de su viabilidad celular.#14871-81 Se ha identificado que los
casos de melanoma amelandtico son mas frecuentes en mucosa bucal que

en piel.133

Inmunoexpresion de los marcadores enzimaticos SOD1, SOD2,
GPX1/2y CAT en melanoma lentiginoso acral: diferencias y
similitudes con el melanoma mucoso oral primario (MMOP).
Respecto a los casos de melanoma lentiginoso acral (MLA) (Anexo.
Figura 6) utilizados en nuestro estudio para comparar la expresion de las
enzimas antioxidantes, encontramos que fueron positivos a todas las
enzimas antioxidantes (SOD1, SOD2, Gpx1/2 y CAT). La
inmunoreactividad para la enzima SOD1 fue leve en todos los casos
(Anexo. Figura 6.A2, 6.B2, 6.C2, 6.D2.). La enzima SOD2 fue moderada
(3 casos) (Anexo. Figura 6.A3, 6.B3, 6.C3.) y, leve (un caso) (Anexo.
Figura 6.D3). La enzima CAT fue moderada (3 casos) (Anexo. Figura
6.A6, 6.B6, 6.C6.) y, leve (1 caso). (Anexo. Figura 6.D6). Sin embargo, a

diferencia del MMOP que tuvo un inmunomarcaje intenso para GPX1/2 en
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todos los casos, en los MLA fue intensa (2 casos) (Anexo. Figura 6.A5,
6.B5) y moderada (2 casos) (Anexo. Figura 6.C5, 6.D5).

Aunque el MMOP y el MLA comparten un mismo linaje celular, la
inmunoexpresion diferente de las enzimas GPX1/2 podria estar relacionada
al microambiente tumoral en el que ambas entidades se desarrollan. Esto
se hace notar por la inmunoexpresion intensa de la GPX1/2 encontrada en
el MMOP amelandético de nuestro estudio.

Las funciones de los melanocitos dentro de la mucosa oral no han sido
del todo clarificadas.5? Se estima que en la cavidad oral existen mas de 700
especies de microorganismos, algunas de ellas relacionadas con el
desarrollo y progresién de diversas enfermedades.'?* Por ejemplo, en
enfermedades cardiovasculares como aterosclerosis'?®, miocarditis’?6 y
artritis reumatoide.'?’

Particularmente, se ha identificado el potencial carcinogénico de
algunas bacterias como Porphyromona gingivalis y Fusobacterium
nucleatum.1%® Asimismo, estas dos bacterias han sido relacionadas con
diversos tipos de cancer, especialmente del tracto digestivo (oral, eséfago,
pancreas, colon y recto).1?* Teniendo en cuenta lo anterior, la participacion
de la microbiota oral podria tener también participacion en la
carcinogénesis de MMO.

El MLA es una entidad que se desarrolla en la piel glabra (palmas de
pies, manos y lechos ungueales) de etiologia desconocida, aunque se ha
relacionado con el trauma fisico. Entre las mutaciones mas frecuentes en
el MLA se encuentran las asociadas a KIT, CCDNI y CDK4.797 La piel glabra
exhibe diferencias notables en comparacion con la piel de otras zonas
corporales, ya que no cuenta con foliculos pilosos y glandulas sebaceas,
ademas posee un estrato cérneo compacto y grueso.'%? Las caracteristicas
histologicas de la mucosa oral varian dependiendo de la zona, pero a
diferencia de la piel glabrosa, se puede destacar que la mucosa oral no
cuenta con un estrato ltcido y su estrato corneo no llega a ser tan grueso.1%®

El estrato lucido y corneo cumplen una funcion de proteccién extra a estas
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zonas, generando una piel mas gruesa y resistente a la constante friccion
y presion a la que es sometida.128

Las diferencias intrinsecas de la piel y la mucosa oral se relacionan
con la funcion especializada que tienen, y dependen ampliamente de los
factores ambientales a los que estan expuestas. Por ejemplo, la superficie
de la piel glabra debe soportar cambios de temperatura y humedad,
mientras que la mucosa oral es un entorno continuamente calido y humedo,
lo que constituye un excelente habitat para diversos microorganismos. Por
otra parte, la mucosa oral tiene que soportar el estrés mecanico propio de
la masticacién, el habla y la deglucion, ademas de los cambios quimicos
generados por la alimentacion, el consumo de alcohol, tabaco y drogas
diversas, adicional a la exposicion continua a antigenos extrafnos.%® Todos
estos factores debieran ser promotores de entornos altamente estresantes
y generadores de grandes cantidades de radicales libres. Sin embargo, a
diferencia de las muestras de MMOP y MLA que fueron positivas a todas
las enzimas antioxidantes analizadas, las muestras de mucosa oral fueron
negativas (Anexo. Figura 7.D1). Destaca solo un caso de las muestras de
mucosas orales estudiadas, que fue positiva a GPX1/2, lo mismo que en

los casos del MMOP pigmentado, MMOP amelanético y MLA.

Macréfagos y células endoteliales son positivos a las enzimas GPX1/2
en melanoma mucoso oral y mucosa oral inflamada.

Las muestras de mucosa oral analizadas fueron negativas a los
marcadores enzimaticos SOD1, SOD2, GPX1/2 y CAT, excepto una
muestra con componente inflamatorio asociado (Anexo. Figura 7.D1,
7.D5). Las células positivas en este caso fueron macréfagos, células
endoteliales y conductos salivales (Anexo. Figura 7.D5). Los macrofagos
y células endoteliales asociados al entorno tumoral de los casos de MMOP
y MLA también fueron positivos a GPX1/2 (Anexo. Figura 5 y figura 6).

Los macrofagos cuentan con una maquinaria especializada para
destruir a los agentes patdgenos, destacando la generacion de radicales

libres durante los procesos inflamatorios.’" Si los niveles de ROS rebasan
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los limites, estas células podrian morir mediante diferentes vias.'?® No
obstante, los macréfagos evitaran el dafo causado por el estrés oxidativo
mediante mecanismos antioxidantes que incluyen la producciéon de
GPX1/2. Durante el proceso inflamatorio se encuentra expresado
intensamente el transcrito de GPX1, lo que favorece la cicatrizacion.11?

Los macrofagos son esenciales para la proteccion contra patégenos,
asi como para la regulacién de la homeostasis. En el proceso inflamatorio
pueden promover la angiogénesis y la cicatrizacion.'3® Debido a que
secretan una gran cantidad de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento, pueden activar distintos tipos celulares.''! La versatilidad de
los macrofagos les permite modificar su fenotipo productor de citocinas
hacia uno de tipo M1 o M2. Esto es altamente importante porque los
macrofagos M2 muestran un perfil anti-inflamatorio que protege del dafio
generado por procesos inflamatorios prolongados, induciendo la reparacién
y/o la remodelacién de lostejidos.’3? Mientras tanto, los macréfagos M1
estan implicados en el mantenimiento de la inflamacion y el dafio tisular,
por lo que se consideran pro-inflamatorios.!

La induccion y el mantenimiento de la polarizacion a macrofagos tipo
M1 estan relacionados con las ROS, ya que favorecen la produccién de
interleucinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF.1" Algunos estudios
destacan la participacion de las ROS en la activacion de las vias de
sefializacion de NFkB y p38 MAPK, capaces de promover el fenotipo M1.131
La generacion de H20:2 tras la estimulacion del TLR4 puede activar a las
enzimas NOX, SOD y GPX1/2.113

Se ha descrito que en el micro ambiente tumoral (MAT), la inflamacion
cronica es clave en la carcinogénesis. El macrofago M1 es importante en
el MAT por la produccion de citocinas pro-inflamatorias.'3? Los casos de
MMOP y MLA analizados en nuestro estudio, presentaron macréfagos y
células endoteliales positivos a GPX1/2. Esto no parece extrafio si
consideramos que las células del MAT interactuan constantemente con las
células neoplasicas creando un ambiente idoneo para el libre desarrollo de

éstas'19114y el caso de los melanomas no debe ser la excepcion.
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La expresion positiva de GPX1/2 en las células endoteliales de
nuestro estudio podria deberse al estrés generado por las fuerzas de
cizallamiento durante el proceso inflamatorio. Dicho fendmeno es
importante para la transmigracion endotelial y, de otros tipos celulares para
el establecimiento del MAT.15 El estrés de cizallamiento estimula la
produccion de oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), lo que resulta en la
sobreproduccion de 6xido nitrico (potente vasodilatador) y, altas cantidades
de 02-.116117 Esto dltimo resulta en la sobreregulacién de SOD endotelial
para convertir al O2- en H202.118 En estas condiciones, la actividad de la

GPx1 es crucial para evitar el dafio excesivo del H202.118

9. Conclusiones

Las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2, GPX1/2 y CAT se encuentran
sobrexpresadas en el melanoma mucoso oral primario. Hasta nuestro
conocimiento, este estudio es el primero en analizar la expresion de
enzimas antioxidantes. De acuerdo a los resultados obtenidos podemos
sugerir que al igual que en otros tipos de neoplasias malignas, las enzimas
antioxidantes desempefian un papel muy importante en el mantenimiento
del estado REDOX en el melanoma mucoso oral primario.

Para clarificar la participacién de los mecanismos antioxidantes, sera
necesario realizar estudios que incluyan una mayor casuistica y, se apoye
de técnicas de biologia molecular que permitan identificar otras moléculas

clave en la regulacién de las sefiales antioxidantes.
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10. ANEXOS

Diaandstico Inmunomarcaje*
? SOD1 SOD2 GPX1/2 CAT
+ +
+ +++ ++
+
++ +++ ++
++
Melanoma - . ”
mucoso oral
+
++ +++ ++
) - +++ -
+
++ +++ ++
+
Melanoma ++ it ot
lentiginoso "
acral ++ ++ ++
+
+ ++ +
Mucosa oral
) - ++ -

*Inmunorreactividad: Negativa: -, Leve: +, Moderada: ++, Intensa: +++
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Figura 5. Melanomas mucosos orales. H&E: A1. Melanoma pigmentado, epiteloide y fusocelular con patréon
soélido. B1. Melanoma pigmentado, fusocelular y epiteloide solido. C1. Melanoma pigementado, fusocelular y
epiteloide con células gigantes e inflamacion crénica. D1. Melanoma pigmentado, nodular, fusocelular, con
patrén cicatrizal e inflamacién crénica. E1. Melanoma fusocelular amelanético con patrén solido de tipo
nodular. Anti-SOD1: A2, B2, C2, D2. Positividad citoplagmatica en células tumorales. Anti-SOD2 (A3, B3,
C3, D3). Positividad citoplasmatica en células tumorales: Anti-SOD1 y Anti-SOD2 (E2,E3):Inmunomarcaje
negativo. Magnitud: 10x.



Continuacion Fig. 5. Melanomas mucosos orales. H&E: A4. Melanoma pigmentado, epiteloide y fusocelular con
patrén solido. B4. Melanoma pigmentado, fusocelular y epiteloide solido. C4. Melanoma pigementado, fusocelular y
epiteloide con células gigantes e inflamacién crénica; D4. Melanoma pigmentado, nodular, fusocelular con patrén
cicatrizal e inflamacion cronica. E4. Melanoma fusocelular amelanético con patrén sélido de tipo nodular. Anti-Gpx1/2:
A5, B5, C5, D5, E5. Positividad citoplasmatica en células B@norales. Anti-CAT: A6, B6, C6, D6. Positividad
citoplasmatica en células tumorales. Anti-CAT: E6. Inmunomarcaje negativo. Magnitud 10x.



Figura 6. Melanomas lentiginosos acrales. H&E: A1. Melanoma pigmentado, fusocelular y
epitelioide, acompariado de abundante infiltrado inflamatorio. B1. Melanoma pigmentado, fusocelular
con invasion perivascular y perineural. C1. Melanoma pigmentado, epitelioide; D1. Melanoma
pigmentado, fusocelular y epitelioide. Anti-SOD1: A2, B2, C2, D2. Positividad citoplasmatica en
células tumorales. Anti-SOD2: A3, B3, C3, D3. Positividad citoplasmatica en células tumorales.
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Continuacion Figura 6. Melanomas lentiginosos acrales. H&E: A4. Melanoma pigmentado, fusocelular y
epitelioide, acomparnado de abundante infiltrado inflamatorio. B4. Melanoma pigmentado, fusocelular con
invasion perivascular y perineural. C4. Melanoma pigmentado, epitelioide. D4. Melanoma pigmentado,
fusocelular y epitelioide. Anti-Gpx1/2: A5, B5, C5, D5. Positividad citoplasmatica en células tumorales. Anti-
CAT: A6, B6, C6, D6. Positividad citoplasmatica en células tumorales.
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Figura 7. Mucosas orales. H&E: A1. Mucosa oral (MO) compuesta de epitelio escamoso no queratinizado, soportado por
tejido conjuntivo fibroso maduro, con presencia de hiperplasia basal y ligera pigmentacién melanica. B1. MO compuesta de
epitelio escamoso estratificado no queratinizado, soportado por tejido conjuntivo fibroso maduro y con escaso infiltrado
inflamatorio. C1. MO compuesta de epitelio escamoso estratificgdo no queratinizado, soportado por tejido conectivo fibroso,
con infiltrado cronico. D1. MO compuesta de epitelio escamdso estratificado no queratinizado, soportado por tejido
conjuntivo fibroso maduro, con abundante infiltrado crénico linfoplasmaocitario. Epitelio ligeramente hiperplasico. Anti-SOD1:
A2, B2, C2, D2. Inmunomarcaje negativo. Anti-SOD2: A3, B3, C3, D3. Inmunomarcaje negativo.



Figura 7. Mucosas orales. H&E: A4. Mucosa oral (MO) compuesta de epitelio escamoso no queratinizado, soportado por tejido
conjuntivo fibroso maduro, con presencia de hiperplasia basal y ligera pigmentacién melanica. B4. MO compuesta de epitelio
escamoso estratificado no queratinizado, soportado por tejido conjuntivo fibroso maduro y con escaso infiltrado inflamatorio. C4.
MO compuesta de epitelio escamoso estratificado no queratinizado, soportado por tejido conectivo fibroso con infiltrado crénico.
D5. MO compuesta de epitelio escamoso estratificado no qu:—;rzzﬁnizado, soportado por tejido conjuntivo fibroso maduro con
abundante infiltrado crénico linfoplasmocitario. Epitelio ligera te hiperplasico. Anti-GPX1/2: A5, B5, C5. Inmunomarcaje
negativo. D5. Inmunomarcaje positivo en macrofagos y células endoteliales. Anti-CAT: A6, B6, C6, D6. Inmunomarcaje
negativo.
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Figura 8. El melanoma es una neoplasia controlada por las especies reactivas del oxigeno (ROS).
En el melanoma las ROS pueden ser generadas en la mitocondria, NOX’s, peroxisomas, y en los
melanosomas.'?1:122 A bajas cantidades las ROS son capaces de inducir la actividad de proteinas como
IKK, P53, ademas provocar modificaciones en otras como KEAP1 y PTEN.44102 | 3 modificacion en
KEAP1 induce la traslocacion de NRF2, mientras que las ROS cuando actian sobre PTEN provocan la
activacion de la via AKT. Sin embargo las ROS a altas proporciones pueden provocar muerte celular.4!
Debido a esto, la célula tendra que activar mecanismos antioxidantes como la produccién de enzimas
mediadas por NRF2, Sp1 y p539% 44 En el MMO primario humano se han identificado mutaciones en c-
KIT , asi como en CDK4 y en menor medida en BRAF'?'. Estas mutaciones implican la activacion
incontrolada de las vias de sefializacion PI3K, JAK/STAT, y RAS-RAF-MAPK52 induciendo a la
translocacién de diversos factores de transcripcion como MITF, STAT, HIF1, NFkB y SP1, importantes
para el proceso carcinogénico.”% Ademas la adquisicién de mutaciones en CDK4 implicara una
progresion en el ciclo celular.?®

Disefio de la figura: Mariana Elisa Ramirez Mitre mediante el software Biorender.com
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