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Resumen En pacientes con melanoma los factores pronosticos utilizados en muchas ocasiones
no permiten una prediccion precisa de la evolucion de la enfermedad, lo que hace evidente
la necesidad de busqueda de nuevos factores prondsticos. Existe una evidencia cientifica cada
vez mas solida de que los vasos linfaticos tumorales desempefiam un papel importante en la
produccion de metastasis linfaticas y también hematdgenas en pacientes con melanoma. En
este trabajo expondremos el estado actual del conocimiento y las implicaciones del proceso de
linfangiogénesis en el diagnostico, tratamiento y prondstico de los pacientes con melanoma.
© 2013 Elsevier Espana, S.L.U. y AEDV. Todos los derechos reservados.

Lymphangiogenesis: Implications for Diagnosis, Treatment, and Prognosis in Patients
With Melanoma

Abstract Disease course in melanoma often cannot be accurately predicted by means of the
prognostic factors usually considered in patients with melanoma; therefore, new factors are
clearly needed. Increasingly robust scientific evidence shows that tumor lymph vessels play
a key role in melanoma that metastasizes by lymphatic and hematogenous pathways. We
review current knowledge and examine the implications of lymphangiogenesis in the diagnosis,
treatment, and prognosis of patients with melanoma.

© 2013 Elsevier Espana, S.L.U. and AEDV. All rights reserved.
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El melanoma representa menos del 10% de todos los cance-
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constante en la incidencia de melanoma en la mayoria de
los paises, y de manera llamativa entre la poblacion joven,
factores que en conjunto obligan a considerarlo como un
problema de salud publica en aumento?. La base de su trata-
miento es la extirpacion quirrgica, que ofrece una alta tasa
de curacion si se realiza de forma precoz. Sin embargo, una
vez que el tumor se ha extendido mas alla del control qui-
rargico locorregional, el pronoéstico empeora notablemente.
Afortunadamente, en la actualidad disponemos de farmacos
que tienen impacto sobre la supervivencia en pacientes con
melanoma®°.

Los factores prondsticos utilizados en la practica clinica
diaria en pacientes con melanoma son el indice de Breslow,
la presencia de ulceracion, el indice mitdsico y el estado
del ganglio centinela’~"2. Sin embargo, la valoracién de estos
parametros no permite establecer una prediccion precisa de
la evolucion de la enfermedad en un porcentaje nada des-
preciable de pacientes. Asi, mas del 15% de los enfermos con
indice de Breslow menor de 1 mm desarrollaran enfermedad
metastasica'®, mientras que una proporcidon importante de
pacientes con tumores cuyo Breslow supera los 4 mm presen-
taran una supervivencia libre de enfermedad relativamente
larga (58% mas de 5 afios)'“.

Uno de los procesos que se consideran clave en la
progresion y diseminacion de los tumores malignos es la
angiogénesis. Se trata de la formacion de nuevos capila-
res sanguineos a partir de los vasos preexistentes, lo que
facilita su diseminacion y, en definitiva, las metastasis. La
utilizacion como factor pronostico de los diferentes para-
metros que reflejan el nivel de angiogénesis tumoral se
ha investigado en diferentes tipos de neoplasias’>~'¢, inclu-
yendo el melanoma'®-22. Sin embrago, estos estudios no han
aportado resultados homogéneos de forma concluyente y
unitaria?®~?’. Asi, los resultados del metaanalisis publicado
recientemente por nuestro grupo apuntan a que la densidad
de vasos sanguineos es muy similar entre pacientes que han
desarrollado metastasis y aquellos sin evidencia de enfer-
medad metastasica’®. Por el contrario, si parece existir una
diferencia significativa en la densidad y frecuencia de inva-
sion de vasos linfaticos entre los 2 grupos?®.

Es de resaltar que, a diferencia de la angiogénesis, el
proceso de linfangiogénesis no ha sido estudiado en profun-
didad hasta hace relativamente poco tiempo, debido a la
falta de marcadores especificos del endotelio linfatico. Con
el objetivo de clarificar el papel de los vasos linfaticos en
la progresion y diseminacion del melanoma, nos ha parecido
de interés revisar lo conocido hasta el momento, valorando
las posibles implicaciones del proceso de linfangiogénesis en
el diagnostico y tratamiento de este tipo de tumor. Nos ha
parecido importante hacer referencia, ademas, a los aspec-
tos mas técnicos, por lo que describiremos los diferentes
métodos de cuantificacion del proceso de linfangiogénesis
en tumores soélidos y mencionaremos las principales carac-
teristicas de los marcadores del endotelio linfatico.

En la ultima década las investigaciones en el campo de la
linfangiogénesis tumoral han conseguido identificar muchos
de los factores implicados en el crecimiento, proliferacion,
migracion y supervivencia de las células del endotelio lin-
fatico. Los primeros factores que se han descrito como

responsables del proceso de linfangiogénesis han sido el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)-Cy -D, y
su receptor VEGF-receptor (VEGFR)-32°-32, Por otra parte,
VEGF-A, conocido como uno de los factores proangiogéni-
cos mas importantes, también ha demostrado ser capaz de
inducir la proliferacion de los vasos linfaticos®:.

Los factores VEGF-A, -Cy -D ejercen su accion a través de
receptores especificos en el endotelio linfatico (VEGFR). Sin
embargo, también son capaces de unirse a la neurolipina-2
(Nrp-2), receptor de semaforinas descubierto inicialmente
en el sistema nervioso, detectandose posteriormente su
expresion también en las células del endotelio linfatico. Se
piensa que la Nrp-2 actlia como correceptor del VEGFR-334,
Recientemente se han identificado otros nuevos inductores
del crecimiento y proliferacion de los vasos linfaticos, entre
ellos el factor de crecimiento de los hepatocitos®®, el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2%, el factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas®’, el factor de crecimiento
insulina-like® y el factor de crecimiento epidérmico (EGF)*
(fig. 1). Tanto las células tumorales como los macrofagos son
capaces de liberar factores inductores de linfangiogénesis“.

El descubrimiento y manejo de los marcadores especi-
ficos permite actualmente diferenciar los vasos sanguineos
de los linfaticos, lo que ha supuesto un avance trascenden-
tal de la investigacion en el campo de la linfangiogénesis
tumoral. Los marcadores mas ampliamente utilizados son
LYVE-1, una proteina de membrana y funcion desconocida,
que se expresa en las células del endotelio linfatico y en los
macrofagos activados®!, y D2-40, anticuerpo que reconoce
una glucoproteina transmembrana del endotelio linfatico,
denominada podoplanina*#*. En la tabla 1 resumimos las
principales caracteristicas de los anticuerpos disponibles en
el mercado, y en la figura 2 representamos el proceso de
linfangiogénesis y la localizacion de los marcadores en las
células del endotelio linfatico.

Entre las caracteristicas clinico-evolutivas del melanoma
esta la de provocar las metastasis linfaticas, como ocurre en
otros tipos de canceres. Basandose en una cohorte de 431
pacientes con melanoma, Essner et al. hallaron una preva-
lencia de metastasis linfaticas del 21% de los pacientes en
el momento de su diagnostico*. Por otra parte, la presencia
de células tumorales en el ganglio centinela es uno de los
factores pronosticos desfavorables mas importantes®. Sin
embargo, hasta un 22% de los enfermos con negatividad en
el estudio del ganglio centinela presentaran recurrencia de
su enfermedad y un 15% de mortalidad antes de los 5 afos*.

En 1997 de Waal et al., con el fin de valorar la linfangio-
génesis en el melanoma, desarrollaron una técnica para la
deteccion selectiva de los vasos linfaticos, que se basaba en
una doble tincion de las muestras histopatologicas con CD31
(anticuerpo que reacciona con todos los tipos de microvasos)
y PAL-E (marcador especifico del endotelio vascular sangui-
neo). Los autores dedujeron que aquellos vasos que tenian
resultado positivo para CD31y negativo para PAL-E serian los
linfaticos*’. Sin embargo, aunque se pudo evidenciar una
llamativa diferencia en la densidad de los vasos sanguineos
en los melanomas en fase de crecimiento horizontal y los
de crecimiento vertical, los autores no detectaron ningun
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Resumen de las principales caracteristicas de los marcadores del endotelio linfatico
Proteina Anticuerpo Sensibilidad Especificidad Reactividad
TFC TIP

VEGFR-3 Anti-VEGF3 (FTL-4) Células endotelio linfatico y capilares No + +
fenestrados de médula 6sea, sinusoides de
higado y pancreas, glomérulos renales y
glandulas endocrinas

Desmoplaquina Anti-desmoplakin Union intercelular del endotelio linfatico, No + +
epitelio, urotelio, hepatocitos

Receptor D6 de la Anti-beta- Células del endotelio linfatico de piel, $S1? + +

beta-quimioquina chemokine receptor mucosa y submucosa, intestino y apédice
D6

Prox-1 Anti-Prox-1 Células endotelio linfatico, corazon, No + +
higado, pancreas, sistema nervioso

LYVE-1 Anti-LYVE-1 Células endotelio linfatico, endotelio, vasos  Si + +
sinusoidales de higado y pancreas

Podoplanina D2-40 Es un anticuerpo monoclonal que reconoce Si + +

especificamente la podoplanina humana

TFC: tejido fresco congelado; TIP: tejido incluido en parafina.

cambio en el numero de los vasos linfaticos, concluyendo
que las células del melanoma no eran capaces de inducir la
linfangiogénesis.

Durante los 5 afos posteriores a la publicacion de este
primer estudio sobre linfangiogénesis en melanoma no hubo
ningun otro intento de cuantificar los vasos linfaticos en este
tumor, hasta la aparicion en el mercado de los anticuerpos
especificos. Utilizando dichos marcadores la mayoria de
los autores fueron capaces de confirmar la presencia de
vasos linfaticos intra y peritumorales en preparaciones de
melanoma. Sin embargo, no ha existido unanimidad en la
interpretacion de los resultados segln los datos publicados.
Asi, mientras que para la mayoria de autores existe una

correlacion significativa entre la presencia de metastasis y
una menor supervivencia en pacientes con melanoma, para
otros no se cumple esta hipotesis-esperada, lo que dio lugar
a interpretaciones diversas, como la de que aunque existan
vasos linfaticos en la periferia e interior del parénquima
tumoral no serian funcionantes*.

En la tabla 2 resumimos las principales caracteristicas
de los estudios que evallan el papel de los vasos linfati-
cos en pacientes con melanoma. La busqueda se realizd
en la base de datos PubMed con las siguientes palabras
clave (MeSH): «melanoma» and («lymphangiogenesis» OR
«lymphatic vessels»), resultando en 226 trabajos. Se selec-
cionaron aquellos estudios que evaluaban la densidad o la
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Control molecular del proceso de linfangiogénesis. En el siguiente esquema estan representados los principales factores
de crecimiento implicados en el proceso de linfangiogénesis y sus receptores en el endotelio linfatico. Ang-1: angiopoyetina 1; HGF:
factor de crecimiento de hepatocitos; HGFR: receptor de HGF; IGF: factor de crecimiento insulina-like; IGFR: receptor de IGF;
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; PDGFR: receptor de PDGF; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular;

VEGFR: receptor de VEGF.
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Representacion del proceso de linfangiogénesis tumoral y marcadores de los vasos linfaticos. Las células del melanoma
y los macrofagos tumorales secretan diversos factores capaces de activar el proceso de linfangiogénesis. Durante la proliferacion
de los vasos linfaticos se diferencian 3 tipos de células implicadas. La célula guia (tip cell en la terminologia anglosajona) expresa
en su superficie numerosos receptores de factores prolinfangiogénicos, tales como VEGF-A y VEGF-C, y a través de sus filopodios
escanea el entorno y guia el brote linfatico en la direccion de la mayor concentracion de dichos factores. Las células del tallo (stalk
cells en la terminologia anglosajona) se localizan detras de la célula guia, no tienen filopodios ni expresan altas concentraciones
de receptores de los factores prolinfangiogénicos en su superficie. Estas células proliferan a una gran velocidad (obsérvese en el
esquema que estas células son positivas para Ki-67, marcador de proliferacion), comienzan el proceso de formacion de la luz vascular
y participan en la elaboracion de la membrana basal. Durante el proceso de maduracion las células del tallo se transforman en
las células falange (phalanx cells en la terminologia anglosajona). Se denominan asi porque se disponen formando una monocapa
ordenada de células endoteliales linfaticas, recordando a la organizacion de los soldados en la antigua Grecia (phdlanx). Las células
falange comparten las caracteristicas morfologicas de las células endoteliales quiescentes, pero a deferencia de estas contintian
participando en la formacion de la membrana basal.

Resumen de los estudios publicados sobre el valor pronostico de la densidad o invasion de vasos linfaticos en pacientes
con melanoma

N Autor Aho N.° pacientes Anticuerpo Parametro Resultado
1 de Waal et al.*” 1997 27 CD31/PAL-E, CD34, Anti-Col-iv DVL Negativo
2 Dadras et al.?’ 2003 37 LYVE-1 DVL, IVL Positivo
3 Straume et al.*’ 2003 202 LYVE-1 DVL Positivo
4 Shields et al.*® 2004 21 LYVE-1 DVL, IVL Positivo
5 Valencak et al.?° 2004 120 D2-40 DVL Positivo
6 Dadras et al.'? 2005 45 LYVE-1, D2-40 DVL, IVL Positivo
7 Sahni et al.”" 2005 36 LYVE-1 DVL Negativo
8 Massi et al.”? 2006 45 D2-40 DVL Positivo
9 Niakosari et al.>? 2008 96 D2-40 IVL Positivo
10 Xu et al.>* 2008 106 D2-40 DVL, IVL Positivo
11 Petitt et al.”® 2009 27 D2-40 IVL Negativo
12 Doeden et al.>® 2009 36 LYVE-1, D2-40 IVL Positivo
13 Petersson et al.”” 2009 36 D2-40 IVL Positivo
14 Emmett et al.” 2010 102 LYVE-1 DVL (102), IVL (18)2 Positivo
15 Fohnet al.*® 2011 64 D2-40 IVL Positivo
16 Storr et al.”® 2012 202 D2-40 DVL (202), IVL (186)* Negativo
17 Shayan et al.®® 2012 22 D2-40 DVL Positivo
18 Xu et al.® 2012 251 D2-40 IVL Positivo

DVL: densidad de vasos linfaticos; IVL: invasion de vasos linfaticos; Negativo: no se encontrd asociacion estadisticamente significativa;
Positivo: asociacion estadisticamente significativa.
@ Ndmero de pacientes incluidos en cada parametro.
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presencia de invasion de los vasos linfaticos en preparacio-
nes histoldgicas de melanomas humanos mediante técnicas
de inmunohistoquimica. Asimismo, hemos revisado las refe-
rencias bibliograficas de los trabajos seleccionados con el
fin de identificar aquellos estudios no detectados por la bUs-
queda.

El hecho de que algunos autores hayan sido capaces de
demostrar el valor prondstico de la densidad de vasos linfati-
cos (DVL) y/o de la presencia de invasion de vasos linfaticos
(IVL) en pacientes con melanoma, mientras que otros no,
podria deberse en parte a la falta del acuerdo en la meto-
dologia utilizada hasta el afio 2006, aio en el que se publicd
el primer consenso internacional sobre la metodologia de
cuantificacion de linfangiogénesis en tumores sélidos®?. En
este trabajo se revisan los aspectos mas relevantes del pro-
ceso de cuantificacion de los vasos linfaticos tumorales y se
dan una serie de recomendaciones a seguir, con el objetivo
de conseguir resultados homogéneos y comparables entre
los diferentes estudios.

Varios estudios experimentales en animales han confir-
mado el papel activo de la linfangiogénesis tumoral, asi
como el de los factores VEGF-C y VEGF-D en la diseminacion
del tumor hacia los ganglios linfaticos®>. Una sobreexpre-
sion constante de estos factores por las células tumorales
incrementa de forma llamativa el crecimiento de los vasos
linfaticos del parénquima tumoral, favoreciendo la disemi-
nacion metastasica®®. En el modelo animal de melanoma
la sobreexpresion del VEGF-C condujo al incremento en el
numero de los vasos linfaticos intratumorales y al aumento
del diametro de los vasos peritumorales®. De forma similar,
en muestras de melanoma humano, los niveles del VEGF-C
se han correlacionado tanto con la densidad de los vasos
linfaticos en el tumor primario?” como en las metastasis
ganglionares en estos pacientes?’ 768,

La mayoria de las publicaciones sobre el papel de la linfan-
giogénesis en la progresion y diseminacion de melanoma se
han centrado en el estudio de la morfologia y de la funciona-
lidad de los vasos linfaticos asociados al tumor primario en
la piel. Sin embargo, el grupo dirigido por Michael Detmar??
describié un concepto nuevo que creemos que tiene gran
trascendencia para la clinica y las investigaciones futuras.
Asi, los investigadores demostraron en el modelo animal de
cancer cutaneo que el proceso de linfangiogénesis en el
ganglio centinela esta activado, incluso antes de que se pro-
duzcan las metastasis. Dicho de otro modo, los hallazgos de
Detmar et al. sugieren que las células tumorales son capaces
de «acondicionar» el lugar donde van a metastatizar. Estos
resultados son altamente intrigantes y modifican la ima-
gen estatica sobre el cancer que se ha mantenido durante
décadas, al intuir o sospechar la capacidad que tienen los
tumores malignos de producir diversos efectos, a distancia
del tumor primario, antes de que se produzca la dispersion
de las células malignas por el organismo.

Otro hallazgo sorprendente del mismo grupo fue que la
presencia de linfangiogénesis en el ganglio centinela se aso-
ciaba a una mayor frecuencia de metastasis en los ganglios
linfaticos lejanos, y también a una mayor incidencia de

metastasis hematogenas®. De nuevo, se trata de un hallazgo
de gran trascendencia, pues nos habla de que las metastasis
linfaticas y las hematogenas no son 2 procesos independien-
tes, sino que estan intimamente relacionados entre si. El
mecanismo que se considera responsable de este fenomeno
esta ilustrado en la figura 3.

La hipotesis interpretativa permite pensar que, aparen-
temente, las células tumorales liberan VEGF-A®® y VEGF-C®?,
que son transportados hacia el ganglio centinela, donde
inducen el proceso de linfangiogénesis, proporcionando de
esta manera un nicho premetastasico para las células tumo-
rales. Una vez que las células tumorales llegan al primer
ganglio se produce un incremento de la concentracion del
VEGF-A y VEGF-C y, de nuevo, estos factores son trans-
portados a través de los vasos linfaticos hacia los ganglios
distantes, produciéndose en ellos una expansion de su red
vascular linfatica, hallazgos comprobados también en el
melanoma’®. Recordemos que el VEGF-A es un potente fac-
tor inductor de la angiogénesis, lo que podria explicar el
incremento en la incidencia de las metastasis a distancia
observado en tumores con linfangiogénesis activada en el
ganglio centinela.

La cuantificacion de la linfangiogénesis se ha visto dificul-
tada durante afos por la falta de marcadores especificos del
endotelio linfatico. Afortunadamente, en la ultima década
se han identificado y comercializado varios marcadores que
se unen de forma selectiva a las células del endotelio lin-
fatico, permitiendo diferenciar los vasos linfaticos de los
hematicos en las muestras de tejidos tumorales.

La cuantificacion del proceso de linfangiogénesis, al igual
que ocurre en el caso de la angiogénesis, es una tarea com-
pleja al tratarse de un proceso dinamico. Por analogia con la
angiogénesis, la mayoria de los estudios que evallan el valor
pronostico de la linfangiogénesis en pacientes con distintos
tipos de cancer se centran en el producto final de la linfan-
giogénesis, o lo que es lo mismo, la DVL. Para este propdsito
se han desarrollado diferentes métodos de cuantificacion de
vasos tumorales, que inicialmente fueron descritos para la
cuantificacion de los vasos sanguineos, pero posteriormente
fueron aplicados también en los de linfangiogénesis. Entre
estos métodos cabria mencionar los siguientes:

Consiste en cuantificar los vasos linfaticos en los puntos
calientes (hot spots), definidos como areas de mayor densi-
dad de vasos’". Se piensa que la formacion de dichos puntos
calientes se debe a los cambios locales en los niveles de
oxigeno (hipoxia), que inducen la liberacion focal de facto-
res prolinfangiogénicos®. Los hot spots se consideran areas
de importancia bioldgica, puesto que se originan a partir de
células tumorales con un alto potencial angiogénico, célu-
las que tendran mayor facilidad para entrar en la circulacién
sanguinea o linfaticay por tanto producir metastasis por esas
vias’?.

Segun la descripcion de Weidner (1991) las preparacio-
nes histologicas de los tumores se examinan en primer lugar
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Figura 3 Papel de la linfangiogénesis en la diseminacion a distancia de las células neoplasicas. Representa esquematicamente

el papel de la linfangiogénesis en el desarrollo de las metastasis linfaticas y hematdgenas. Las células tumorales liberan VEGF-A
y VEGF-C, induciendo la proliferacion de los vasos linfaticos en tejido conectivo peritumoral (1). Al mismo tiempo, los factores
VEGF-A y -C son transportados hacia el ganglio centinela (2), induciendo la proliferacion de los vasos sanguineos y linfaticos en el
mismo (nicho pre-metastasico). Una vez que las células tumorales llegan al primer ganglio se produce un incremento de los factores
VEGF-A y C, y de nuevo estos son transportados hacia los ganglios distantes (3), facilitando la produccion de metastasis hacia los
ganglios distantes (4 y 5), asi como metastasis hematdgenas a distancia, a través del conducto toracico o sistema vascular sanguineo

6y7).

a bajo aumento (x 10), con el fin de identificar los pun-
tos calientes, y posteriormente a mayor aumento (x 40),
para cuantificar el nimero de microvasos en dichos puntos
calientes, considerandose como microvaso cualquier célula
o grupo de células tenidas con el anticuerpo, claramente
separados entre si. Para definir un microvaso no es nece-
saria la presencia de luz vascular. En varios estudios se ha
encontrado una asociacion significativa entre el nimero de
vasos linfaticos en el melanoma primario y un prondstico
evolutivo desfavorable™.

Método de Chalkley

Este método se basa en la utilizacion de la graticula de
Chalkley, que contiene 25 puntos distribuidos de forma
aleatoria’®. Una vez seleccionados los puntos calientes (de
forma similar a la descrita por Weidner) se introduce la gra-
ticula en el ocular del microscopio y se va girando, hasta
conseguir que un mayor nimero de puntos se encuentre
posicionado sobre las células tehidas con el anticuerpo,
o sobre las luces de aquellos vasos cuyas paredes estan
claramente tenidas con el marcador endotelial (fig. 4A).
En lugar de cuantificar el nimero de vasos, como en la
técnica descrita por Weidner, se cuantifican los puntos de
la graticula situados sobre las estructuras descritas. La

puntuacion obtenida refleja el area relativa ocupada por
los vasos linfaticos®?. Este método se considera mas obje-
tivo y reproducible, puesto que evita uno de los pasos mas
subjetivos en el recuento de los vasos, como es el de deci-
dir si 2 estructuras adyacentes se deben cuantificar como 2
microvasos independientes o si forman parte de una misma
estructura vascular’?.

Sistemas computarizados de cuantificacion

El analisis automatizado mediante los sistemas computariza-
dos evidentemente ofrece una valoracién de la red vascular
tumoral mas objetiva y reproducible, ademas la mayoria
de los programas disenados para este fin permiten obte-
ner informacion adicional importante, como por ejemplo el
area y el perimetro de la luz vascular. Sin embargo, la apli-
cacion generalizada de estos sistemas se ve obstaculizada
por la necesidad de equipos especiales con coste econémico
elevado. Otra limitacion de la técnica es la de la observa-
cion de que algunos anticuerpos tifien de forma inespecifica
otras estructuras, facilmente distinguibles de los vasos por
el patdlogo experto, pero que sin embargo pueden ser con-
fundidas por los sistemas automatizados que captan la senal
luminica, sin tener en cuenta la estructura y morfologia®?.
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Figura 4

Doble tincion D2-40/Ki-67 de preparaciones de melanoma y su metastasis ganglionar. A. Graticula de Chalkley: ndtese

que aquellos puntos marcados con halo rojo son los que se consideran positivos. B. Obsérvese los vasos linfaticos positivos para
D2-40 en el tumor primario y multiples vasos sanguineos D2-40 (-), que se distribuyen en hot spot en la parte inferior de la imagen
(flechas). C. Metastasis de melanoma en ganglio centinela, donde se pueden objetivar vasos linfaticos positivos para D2-40 (flecha).
D. Metastasis de melanoma en ganglio centinela, pudiéndose observar, a mayor aumento, un vaso linfatico en proliferacion: fijese
en las paredes del vaso, que son claramente D2-40 positivas (patron citoplasmico, cromdgeno fast red, Dako) y el nlcleo es positivo

para Ki-67 (patron nuclear, cromogeno DAB, Dako; flecha).

Calculo de la fraccion de células endoteliales
linfaticas en proliferacion

Se realiza mediante la doble tincion del tejido tumoral con
anticuerpos contra endotelio linfatico (anti-podoplanina y
anti-LYVE-1) y el marcador de células en proliferacion (Ki-67
o anti-PCNA). En el melanoma se ha constatado la presen-
cia de vasos linfaticos con nlcleos en proliferacion?’#, lo
que sugiere que existe linfangiogénesis tumoral activa en
este tipo de tumor. En la figura 4B-C se ofrecen ejemplos de
imagenes de la doble tincion D2-40/Ki-67.

Perspectivas futuras

Existe evidencia cientifica cada vez mas solida y mejor
definida sobre la importancia de la linfangiogénesis en la
progresion y diseminacion de los tumores malignos en gene-
ral y del melanoma cutaneo en particular. Probablemente, la
principal razon por la que los parametros relacionados con la
linfangiogénesis tumoral no hayan podido ser incluidos en el
analisis rutinario de las preparaciones de melanoma ha sido
la falta de consenso en la metodologia utilizada en los estu-
dios publicados hasta la fecha, por lo que resulta de gran
importancia y trascendencia para los trabajos futuros seguir
las recomendaciones de los expertos internacionales®?.

Un supuesto hipotético de gran relevancia en el futuro de
estas investigaciones seria que la linfangiogénesis pudiese
ser determinada a través de los marcadores en suero de

los pacientes que padecen esta enfermedad tumoral. Seria
el caso, por ejemplo, de la monitorizacion del los niveles
del VEGF-C en suero. Avalando este supuesto, en un estu-
dio publicado recientemente se han encontrado niveles mas
bajos del VEGF-C en suero de los pacientes con satelitosis
0 metastasis subcutaneas proximas a la lesion primaria de
melanoma, en comparacion con aquellos con metastasis a
distancia®. Esta hipotética posibilidad de estudio tiene sus
dificultades de valoracion, ya que los niveles del VEGF-C cir-
culantes son muy diferentes de unos individuos a otros’*, por
lo que aln no se dispone de datos concluyentes que permi-
tan con garantias la utilizacion del VEGF-C u otros factores
prolinfangiogénicos en suero, como indicadores pronosticos
en pacientes con melanoma.

Estas hipotesis de futuro permiten plantearse casi inevi-
tablemente la pregunta de si inhibiendo los factores VEGF-C,
VEGF-D o su receptor VEGFR-3 conseguiriamos un efecto
terapéutico en pacientes con melanoma. Estudios expe-
rimentales en diferentes tipos de neoplasias (carcinoma
gastrico, carcinoma de mama), parecen apuntar en el sen-
tido de que los anticuerpos neutralizantes frente al VEGF-D”>
y al VEGFR-37¢"78 son capaces de inhibir la linfangiogéne-
sis tumoral y las metastasis en modelos animales. Por lo
tanto, el proceso de linfangiogénesis tumoral merece ser
tomado en consideracion tanto como marcador prondstico,
como una posible futura diana terapéutica.

Finalmente, la importancia de la linfangiogénesis tumo-
ral en el ganglio centinela, incluso previa a la aparicion
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de metastasis, sugiere que su determinacion podria tener
valor en el diagnéstico precoz o incluso en la prevencion de
metastasis, detectandose mediante técnicas de imagen en
pacientes a los que se les ha extirpado un melanoma’®.

En este trabajo hemos expuesto una serie de hipote-
sis y dudas razonables sobre el estado del conocimiento
actual de la linfangiogénesis tumoral relativo al melanoma,
basandonos en la revision de los datos bibliograficos y en la
experiencia propia sobre algunos parametros manejados por
nosotros, que esperamos nos permitan, en un futuro medio-
proximo, aportar algunos resultados de interés general en
el campo de la dermatologia.

Los autores declaran que no tienen ninglin conflicto de inte-
reses.

Los autores de este trabajo quieren expresar su agradeci-
miento a K. Kokoriev e Y. Pastushenko por su inestimable
ayuda en la elaboracion de los esquemas.
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