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Resumen 

INTRODUCCIÓN El melanoma, adem ás de ser uno de los cánceres m ás agresivos, está aumentando su incidencia en los últimos años de forma 
exponencial. Las cadherinas son un grupo de moléculas de adhesión caracterizadas por un mecanismo de acción dependiente de calcio. Para el 
correcto funcionamiento de las uniones celulares, las cadherinas se unen a las cateninas y éstas a su vez al citoesqueleto de la célula, haciendo 
que las uniones célula a célula sean sólidas y estables. La mayoría de los trabajos de melanoma publicados hasta ahora se han realizado sobre 
cultivos y modelos tumorales, y ninguno de ellos aprovechando la peculiar secuencia de progresión del melanoma. Este trabajo propone un 
estudio sobre tejidos humanos de melanoma, utilizando la técnica de tissue microarrays, con objeto de identificar perfiles moleculares de 
expresión de algunas de las moléculas de adhesión en las distintas fases de progresión del melanoma: radial, vertical y metástasis. MATERIAL Y 
MÉTODOS Hemos seleccionado 162 pacientes diagnosticados de melanoma en el servicio de Anatomía Patológica del hospital Ramón y Cajal de 
Madrid. El material fue incluido en cuatro tissue microarrays, con el posterior estudio de inmunohistoquímica en el que se utilizaron cinco 
marcadores de moléculas de adhesión (E-cadherina; Cadherina-11; beta catenina; p -120 y catenina gamma). RESULTADOS La Cadherina E 
disminuye su expresión a medida que progresa el melanoma p? 0.001. Estos resultados están en consonancia con los hallazgos en la literatura 
que postulan que el primer paso de la cascada oncogénica es la p érdida de expresión de cadherina E. La p-120 y la catenina beta tienen un 
comportamiento similar siendo positivos todos los casos en fase de crecimiento radial y negativizandose de forma moderada según progresa la 
lesión. La escasa literatura existente al respecto es concordante con nuestros hallazgos. La expresión de catenina gamma disminuye claramente 
con una p? 0.001, según progresa el melanoma, y la Cadherina 11 es negativa en prácticamente todos los casos independientemente de la fase 
de crecimiento o el espesor de Breslow, sin embargo son escasas las referencias que nos permitan comparar estos datos. CONCLUSIONES 1 - La 
técnica de los tissue microarrays o matrices tisulares es barata, eficaz, sencilla y reproducible para el análisis de expresión inmunohistoquímica 
de grandes series de melanomas. 2 - La expresión de cadherina E, catenina gamma y p 120, disminuye de forma estadísticamente significativa 
p<0.001, a medida que progresa la fase de crecimiento y el espesor de Breslow del melanoma. 3 - La catenina ß y la p120 tienen patrones de 
expresión semejantes en las distintas fases de crecimiento de los melanomas humanos. Ambas, disminuyen su expresión de forma moderada 
según progresa la evolución del melanoma. Además el patrón de expresión nuclear de la catenina beta, en contra de lo observado en otros 
tumores, no se correlaciona con el pronóstico del melanoma.  

  

Introduccion      

El melanoma es uno de los cánceres humanos más agresivos, caracterizado por una etiolog ía multifactorial (1). Son muchos los estudios 
encaminados a entender la biología de esta neoplasia, sobre todo, teniendo en cuenta que la incidencia del melanoma ha aumentado de forma 
exponencial en la población mundial en los últimos años (1). Sin embargo, este aumento de su incidencia no ha sido proporcional al aumento de 
la mortalidad del melanoma. De hecho hay autores que postulan un aumento de la incidencia, a costa de un mayor diagnóstico de lesiones 
tempranas, gracias a las campañas de prevención y diagnóstico precoz de muchos países, y por tanto melanomas con un comportamiento menos 
agresivo (2). El pronóstico de un melanoma es variable, hay lesiones que con las mismas caracter ísticas evolucionan bien y otras, sin embargo, 
muy mal. El intentar identificar las diferencias moleculares entre unas y otras es un objetivo preferente en la mayoría de los estudios actuales 
(3). Estas diferencias en la biología de los distintos melanomas no se pueden explicar solamente con las características clínicas e histol ógicas, 
necesitamos identificar variables biológicas que nos permitan diferenciar grupos de riesgo y por tanto pronósticos (4). A nivel celular el 
melanoma es una neoplasia producida por una alteración en la correcta homeostasis cutánea ( 4). Sin embargo, identificar marcadores 
moleculares que puedan servir como factores pronósticos es muy difícil, de hecho son muchos los intentos en la literatura y la mayoría sin éxito 
(5-6). Los factores implicados en la progresión del melanoma están aun por descubrir. El melanoma es una neoplasia con una forma de 
progresión diferente, una progresión neoplásica secuencial característica, radial, vertical y met ástasis, esto hace que el melanoma sea una 
neoplasia con especial interés a la hora de buscar factores pronósticos moleculares. Hay que recalcar que hasta ahora la mayoría de los estudios 
sobre melanoma se han realizado sobre cultivos y líneas celulares son escasos los estudios sobre tejidos humanos y prácticamente ninguno de 
ellos aprovechando la peculiar forma de progresión neoplásica secuencial del melanoma. La tecnología de los tissue microarrays (TMA) o matrices 
tisulares nos permite estudiar gran número de especímenes con mínimo daño del bloque original, obteniendo material suficiente para el análisis y 
la interpretación de las técnicas aplicadas y adem ás supone un importante ahorro de tiempo y de dinero (7). Se incluyó en cada TMA dos 
duplicados de los casos estudiados basándonos en resultados previos de la literatura (8-9). El aplicar esta técnica para el estudio de una gran 
serie de melanomas es otro de los objetivos de este trabajo. Las cadherinas son un grupo de moléculas de adhesión caracterizadas por un 
mecanismo de acción dependiente de calcio (11 ). Para el correcto funcionamiento de las uniones celulares las cadherinas se unen a las cateninas 
y éstas a su vez al citoesqueleto de la célula, haciendo que las uniones célula a célula sean sólidas y estables (11 ). La cadherina E es la molécula 
de adhesión predominante en el epitelio humano, mientras que la cadherina N se expresa en fibroblastos y células endoteliales de la dermis y no 
en queratinocitos ni melanocitos (11 ). El propósito de este estudio es tratar de identificar un patrón de expresión de algunas de las moléculas de 
adhesión: cadherinas y cateninas, en tejidos de melanomas humanos, en las distintas fases de progresión del melanoma: radial, vertical y 
metastásica, intentando buscar una relación con el pronóstico del melanoma, y posibles inmunofenotipos de melanoma más agresivos. Todo ello 
utilizando la técnica de TMA. 
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Material y Métodos      

1 - Casos recogidos Se seleccionaron 162 pacientes diagnosticados de melanoma en el Hospital Ramón y Cajal de Madrid. De todos ellos 
obtuvimos 191 bloques de parafina correspondientes a: 39 melanomas en fase de crecimiento radial, 106 en fase de crecimiento vertical, 36 
met ástasis y 11 melanomas no clasificables histológicamente. Ninguno de los pacientes seleccionados tenían historia familiarde melanoma, y 
todos ellos fueron tratados de acuerdo a criterios estandar. 2 - Construcción de los tissue microarrays Se diseñaron cuatro TMA para este estudio, 
cada uno de ellos contenía dos cilindros de tejido duplicados de cada caso problema de 1,5 mm de diámetro. Asimismo se utilizaron controles 
internos en cada uno de los TMA: piel normal, nevus, tejido mamario, músculo cardiaco y am ígdala. 3 - Inmunohistoquímica Se realizaron 
secciones de 3 micras de espesor de los TMA con microtomo y sobre ellas se realizó el estudio inmunohistoquímico. Las preparaciones se 
incubaron toda la noche a 56ºC, posteriormente se deparafinaron en xilol durante 20 minutos, se rehidrataron con etanol en distintas 
concentraciones y posteriormente se lavaron. El revelado del antígeno se consiguió con choque de calor en una olla, que conten ía 1 litro de 
citrato sódico (ph 2.5 DAKO). Posteriormente sobre estos cristales se aplicaron los anticuerpos correspondientes a cadherina E, cadherina 11, 
beta catenina, gamma catenina y p120. Los anticuerpos seleccionados para el estudio inmunohistoquímico fueron los disponibles en kits 
comerciales que habían sido previamente optimizados para la técnica en nuestro laboratorio. 4 - Valoración de resultados inmunohistoquímicos 
Se valoró la intensidad de la tinción por un patólogo utilizando tres o dos de las siguientes categorias: ++=muy positivo +=positivo -=negativo 
En el caso de la catenina beta se añadió a las anteriores otra categoría: + nuclear. 

  

Resultados      

Para interpretar los resultados obtenidos enfrentamos la expresión de cada una de las moléculas de adhesión estudiadas frente a fase de 
crecimiento del melanoma y espesor de Breslow. Se realizaron tablas de 2x2 utilizando el test de la chi cuadrado. Nuestra serie comprendía 
20.7% de melanomas en fase de crecimiento radial, 66.3% en fase de crecimiento vertical y 12.4% metastasis. Los melanomas en fase de 
crecimiento radial no presentaron metástasis mientras que los de fase de crecimiento vertical metastatizaron en un 42.9% de los casos. El 
espesor tumoral se dividión en dos grupos aprovechando las cinco categorias utilizadas siguiendo criterios de la American Joint Comittee on 
Cáncer (AJCC). Todos los anticuerpos estudiados presentaron positividad membranosa, excepto catenina beta que además de la membranosa en 
algunos casos presentó positividad nuclear. Cadherina E La expresión de cadherina E disminuyó de forma estad ísticamente significativa a medida 
que progresó la fase de crecimiento del melanoma y aumentó el espesor de Breslow. Sin embargo se siguieron observando casos positivos en 
cada una de las fases de crecimiento de los melanomas. (Figura 1  y 2) Cadherina 11 El patrón de expresión de la cadherina 11 resultó muy 
similar al de la cadherina N, la mayoría de los melanomas fueron negativos para la expresión de cadherina 11, independientemente de su fase de 
crecimiento y su espesor tumoral. (Figura 3  y 4) Catenina gamma La expresión de catenina gamma disminuyó de forma estadísticamente 
significativa a medida que progresó la lesión y aumento el espesor tumoral. Asimismo los casos positivos disminuyeron. (Figura 5  y 6 ) p-120 La 
expresión de p -120 en los melanomas en fase de crecimiento radial fue positiva en un 100% de los casos, esta positividad fue disminuyendo de 
forma moderada seg ún progres ó el melanoma y aumentó su espesor tumoral con una p<0.001. Persistiendo muchos casos positivos en todas las 
fases de crecimiento. Este comportamiento fue muy similar al de la catenina beta. (Figura 7  y 8) Catenina beta Al estudiar la expresión de 
catenina beta vimos como el 100% de los melanomas en fase radial resultaron positivos para la expresión de catenina beta y ésta fue 
disminuyendo de forma moderada según avanzó la fase de progresión del melanoma y su espesor de breslow, de forma similar a la p120. 
(Figura 9  y 10) En la expresión de la catenina beta incluimos una nueva categoría de positivo nuclear que result ó de aproximadamente el 10% 
en cada una de las fases de crecimiento. 

  

    
Figura 1 - Expresión IHQ de Cadherina E, en fase de crecimiento radial 
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y 2 - Expresión IHQ de Cadherina E, en fase de crecimiento vertical 

    
Figura 3 - Expresión IHQ de Cadherina 11, en fase de crecimiento radial 
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y 4 - Expresión IHQ de Cadherina 11, en fase de crecimiento vertical 

    
Figura 5 - Expresión IHQ de Catenina gamma, en fase de crecimiento radial 
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y 6 - Expresión IHQ de Catenina gamma, en fase de crecimiento vertical 

    
Figura 7 - Expresión IHQ de p120, en fase de crecimiento radial 
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y 8 - Expresión IHQ de p120, en fase de crecimiento vertical 

    
Figura 9 - Expresión IHQ de catenina beta, en fase de crecimiento radial 
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y 10 - Expresión IHQ de beta catenina, en fase de crecimiento vertical 

 
 

Discusión      

Para interpretar los resultados obtenidos enfrentamos la expresión de cada una de las moléculas de adhesión estudiadas frente a fase de 
crecimiento del melanoma y espesor de Breslow. Se realizaron tablas de 2x2 utilizando el test de la chi cuadrado. Nuestra serie comprendía 
20.7% de melanomas en fase de crecimiento radial, 66.3% en fase de crecimiento vertical y 12.4% metastasis. Los melanomas en fase de 
crecimiento radial no presentaron metástasis mientras que los de fase de crecimiento vertical metastatizaron en un 42.9% de los casos. El 
espesor tumoral se dividión en dos grupos aprovechando las cinco categorias utilizadas siguiendo criterios de la American Joint Comittee on 
Cáncer (AJCC). Todos los anticuerpos estudiados presentaron positividad membranosa, excepto catenina beta que además de la membranosa en 
algunos casos presentó positividad nuclear. Cadherina E La expresión de cadherina E disminuyó de forma estad ísticamente significativa a medida 
que progresó la fase de crecimiento del melanoma y aumentó el espesor de Breslow. Sin embargo se siguieron observando casos positivos en 
cada una de las fases de crecimiento de los melanomas. Cadherina 11 El patrón de expresión de la cadherina 11 resultó muy similar al de la 
cadherina N, la mayoría de los melanomas fueron negativos para la expresión de cadherina 11, independientemente de su fase de crecimiento y 
su espesor tumoral. Catenina gamma La expresión de catenina gamma disminuyó de forma estad ísticamente significativa a medida que progresó 
la lesión y aumento el espesor tumoral. Asimismo los casos positivos disminuyeron. p-120 La expresión de p-120 en los melanomas en fase de 
crecimiento radial fue positiva en un 100% de los casos, esta positividad fue disminuyendo de forma moderada según progres ó el melanoma y 
aumentó su espesor tumoral con una p<0.001. Persistiendo muchos casos positivos en todas las fases de crecimiento. Este comportamiento fue 
muy similar al de la catenina beta. Catenina beta Al estudiar la expresión de catenina beta vimos como el 100% de los melanomas en fase radial 
resultaron positivos para la expresión de catenina beta y ésta fue disminuyendo de forma moderada según avanzó la fase de progresión del 
melanoma y su espesor de breslow, de forma similar a la p120. En la expresión de la catenina beta incluimos una nueva categoría de positivo 
nuclear que resultó de aproximadamente el 10% en cada una de las fases de crecimiento. 

  

Conclusiones      

- La técnica de los tissue microarrays o matrices tisulares es barata, eficaz, sencilla y reproducible para el análisis de expresión 
inmunohistoquímica de grandes series de melanomas. 2 - La expresión de cadherina E, catenina gamma y p 120, disminuye de forma 
estadísticamente significativa p<0.001, a medida que progresa la fase de crecimiento y el espesor de Breslow del melanoma. 3 - La catenina ß y 
la p120 tienen patrones de expresión semejantes en las distintas fases de crecimiento de los melanomas humanos. Ambas, disminuyen su 
expresión de forma moderada según progresa la evolución del melanoma. Además el patrón de expresión nuclear de la catenina beta, en contra 
de lo observado en otros tumores, no se correlaciona con el pronóstico del melanoma. 
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